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DESCRIPCION
Vectores fagos de presentacion y procedimientos de uso

La presente invencion esta en el campo de las tecnologias de los fagos de presentacion. Mas particularmente, la
presente invencion se refiere a vectores adecuados para su uso en la presentacion de proteinas de fusién que
comprenden la proteina de superficie P.IlIl sobre la superficie de particulas del bacteriofago M13, asi como a
procedimientos para su uso y composiciones que comprenden los mismos.

Las técnicas de presentacion en fagos actuales permiten la generacion y presentacion de bibliotecas peptidicas
heterogéneas sobre la superficie de particulas de bacteridfago. El principio de la presentacién en fagos se basa en la
presentacion de un péptido de interés como parte de una proteina de fusidon con una proteina de revestimiento de la
superficie del bacteriéfago. En resumen, la secuencia de nucleétidos que codifica el péptido de interés se clona en
fase abierta con un gen que codifica una proteina de revestimiento de la superficie del fago para generar un producto
de fusién que se expresa o 'presenta’ como parte de la superficie de revestimiento al ensamblarse el fago. La
biblioteca peptidica que se expresa se puede entonces explorar contra una diana o antigeno para identificar
potenciales ligandos peptidicos para una optimizacién o maduracion de la afinidad posterior.

El bacteridfago M13 es un ejemplo de un fago utilizado cominmente para la expresion de péptidos heterogéneos y
fragmentos de anticuerpo mediante la presentacion en fago. El ensamblaje del bacteri6fago M13 filamentosos se
produce en la membrana bacteriana interna. Las proteinas de revestimiento del fago se sintetizan en el citoplasma
utilizando la maquinaria bacteriana sintética de proteinas y se dirigen entonces al periplasma mediante diferentes
péptidos de sefial. Las particulas funcionales del fago M13 comprenden cinco tipos de proteinas de revestimiento de
superficie denominados P.IIl, P.VI, P.VII, P.VIII, y P.IX. Aunque todas estas cinco proteinas se han utilizado para
presentar péptidos exdgenos en la superficie de particulas M13, la proteina de revestimiento menor P.lll es la que se
utiliza mas comunmente para anclar péptidos de interés en la superficie de revestimiento del fago. (Methods in
Molecular Biology, Vol. 178, Antibody Phage Display: Methods and Protocols, editado por O'Brien y Aitken). La P.lII
existe en cinco copias en el extremo proximal del fago M13 y tiene importantes papeles en la infectividad,
ensamblaje y estabilidad del fago. La P.IlIl se expresa como un polipéptido de 406 aminoacidos y esta comprendida
por tres regiones distintas: Los dominios N1, N2 y del extremo C (CT) (Russel y col., Introduction to Phage Biology
and Display, Phage Display: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Lab. Press). El dominio N1 participa en la
translocalizacion del ADN virico en el huésped bacteriano (E. coli) durante la infeccion, aunque el dominio N2
transmite el reconocimiento de la célula huésped uniéndose al pelo F bacteriano. El dominio CT participa en el
anclaje de la proteina P.lII al revestimiento del fago durante el ensamblaje. (Omidfar y col., Advances in Phage
Display Technology for Drug Discovery, Expert Opin. Drug Discov, (2015)).

Los sistemas de presentacion en fagos se pueden clasificar de acuerdo con el tipo de vector utilizado para la
infeccion de la célula huésped bacteriana. Para la presentacion de productos de fusion con P.llI, se utilizan
comunmente vectores del tipo 3 y tipo 33. (Omidfar y col. (2015)). El vector tipo 3 comprende una copia del gen que
codifica la proteina P.lIl (el gen g.lll), al que se puede clonar en fase un gen que codifique un péptido exdégeno de
interés. Como resultado, cada péptido se presenta en el fago en cinco copias, cada una en fusidon con una proteina
P.1lI que se expresa. Aunque el uso de vectores de tipo 3 es una manera eficaz para presentar péptidos cortos, por
ejemplo, de 12 aminoacidos o menos, la presentacion de péptidos mas largos reduce sustancialmente la infectividad
del fago vy, por lo tanto, su aplicacién (titulo), evitando de esta manera la construccion de bibliotecas peptidicas
altamente diversas. El vector tipo 33 comprende dos copias del gen g.lll - la copia de tipo silvestre y la copia
recombinante. Los genes g.lll de tipo silvestre y recombinantes codifican una proteina P.llIl que tiene la misma
secuencia de aminoacidos; sin embargo, se diferencian en la secuencia de nucledtidos y se expresan utilizando
diferentes secuencias de péptidos de sefial. Por ejemplo, la proteina P.llI codificada por el g.lll de tipo silvestre se
puede expresar con la secuencia de sefial endégena de 18 aminoacidos, mientras que la P.lll codificada por el g.llI
recombinante puede expresarse con una secuencia de sefal periplasmica.

Utilizando el sistema de tipo-33, el gen que codifica la proteina o péptido exégenos se puede clonar en fase con una
copia del gen g.lll (es decir, el gen de tipo silvestre o recombinante), permitiendo la presentacion del péptido de
interés con una reduccion de los impedimentos estéricos sobre la superficie de revestimiento del fago. Por lo tanto,
el vector de tipo-33 es tolerante para la presentacion de péptidos exégenos mas grandes, sin embargo, con un
numero de copias menor. El nimero de copias menor, sin embargo, crea una limitacion para el aislamiento
satisfactorio de péptidos especificos de diana debido a que los péptidos, antes de la maduracién de afinidad, sufren
una disminucion de la afinidad por sus dianas. La menor afinidad, combinada con niveles de presentacion menores,
dificultan la deteccion de péptidos especificos de diana a partir de un gran agrupamiento de variantes peptidicas.

De acuerdo con la presente invencion, se ha identificado un sistema mejorado de vectores fagos de tipo-33 y
procedimientos de uso de manera que se pueden presentar satisfactoriamente péptidos, por ejemplo, péptidos de
hasta 35 aminoacidos de longitud sobre la superficie del fago M13 en mudltiples copias. En este sistema, la
presentacion mejorada del péptido de interés se consigue introduciendo mutaciones definidas en el gen g.lll de tipos
silvestre. Estas mutaciones reducen la incorporacion del polipéptido codificado por el gen g.lll de tipo silvestre
mutado sobre la superficie del fago. Como consecuencia, se presentan sobre el fago mas copias de la proteina P.11I
codificada por el gen g.lll recombinante. Esto da como resultado un nivel mas alto de presentacion de un péptido



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2751378 T3

exogeno de interés cuando se fusiona o clona en fase con el producto del gen g.lll recombinante. Ademas, los
vectores y procedimientos de la presente invencion permiten la generacion de particulas del bacteriéfago M13 que
mantienen la infectividad del fago a niveles comparables con el bacteriéfago M13 tipo silvestre cuando se presentan
péptidos de hasta 35 aminoacidos de longitud sobre la superficie de revestimiento del fago.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona un vector bacteriéfago M13 tipo 33 que comprende una primera
secuencia de polinucleétido que codifica una secuencia polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 1 y una segunda
secuencia de polinucleétido que codifica una secuencia polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 2. Como una
realizacion particular del vector bacteriofago M13 mencionado anteriormente, dicha primera secuencia de
polinucledtido se da en la SEQ ID NO: 3 y dicha segunda secuencia de polinucleétido se da en la SEQ ID NO: 4.
Como ofra realizacién particular de los vectores mencionados anteriormente, dicho vector comprende
adicionalmente una secuencia de polinucleétido que codifica una secuencia marcadora de deteccién adecuada
clonada en fase con y corriente arriba de la secuencia de polinucleétido que codifica la secuencia polipeptidica que
se da en la SEQ ID NO: 1. Como una realizacion particular adicional del vector mencionado anteriormente, dicha
primera secuencia de polinucleétido se da en la SEQ ID NO: 15. Como una realizaciéon particular mas adicional a
cualquiera de los vectores mencionados anteriormente, dicho vector es una molécula de polinucleétido de cadena
doble.

Como ofra realizacion, la presente invencion proporciona cualquiera de los vectores de bacteriéfago M13 tipo 33
como se ha descrito anteriormente, que comprenda adicionalmente una secuencia de polinucleétido que codifique
un polipéptido exégeno, y particularmente un polipéptido exégeno de hasta 35 aminoacidos de longitud, se clonan en
fase con y corriente arriba de la secuencia de polinucleétido que codifica la secuencia polipeptidico que se da como
la SEQ ID NO: 1, o corriente arriba de la secuencia de polinucledtido que codifica la secuencia marcadora de
deteccion adecuada. Mas particularmente, la secuencia de polinucleétido que codifica el péptido exégeno se clona
en fase con la secuencia de polinucleétido que codifica la secuencia polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 1, o
con la secuencia de polinucleétido que codifica la secuencia marcadora de deteccion adecuada, mediante una
secuencia de polinucledtido que codifica un engarce peptidico corriente arriba de la secuencia de polinucleétido que
codifica la secuencia polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 1, o la secuencia de polinucleétido que codifica la
secuencia marcadora de deteccién adecuada. Mas particularmente, el polipéptido exdgeno tiene entre 7 y 35
aminoacidos de longitud.

En otra realizacion mas, la presente invencién proporciona un procedimiento para la producciéon de una particula de
bacteriéfago M13 que comprende: (a) transfectar una célula huésped bacteriana con un vector bacteriéfago M13 tipo
33 de cadena doble que comprende una primera secuencia de polinucleétido que codifica una secuencia
polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 1 y una segunda secuencia de polinucleétido que codifica una secuencia
polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 2, (b) la incubacién de dicha células huésped bacteriana en condiciones
adecuadas para la expresion de dichas primera y segunda secuencias de polinucleétido y el ensamblaje de las
particulas del bacteriéfago M13 en dicha célula huésped bacteriana, y (c) la recuperacion a partir de dicha células
huésped bacteriana de una particula de bacteriéfago M13 que comprende las secuencias polipeptidicas que se dan
en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 presentadas independientemente sobre la
superficie de revestimiento del bacteri6fago M13. Mas particular respecto a esta realizacién, dicha secuencia de
polinucledtido se da en la SEQ ID NO: 3 y dicha segunda secuencia de polinucleétido se da en la SEQ ID NO: 4.
Como otra realizacién particular, la presente invenciéon proporciona cualquiera de los procedimientos mencionados
anteriormente en los que el vector bacteriéfago M13 de doble cadena comprende adicionalmente una secuencia de
polinucleétido que codifica una secuencia marcadora de deteccion adecuada clonada en fase con y corriente arriba
de la secuencia de polinucleétido que codifica la secuencia polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 1. Como otra
realizacién particular mas, el vector bacteri6fago M13 de doble cadena comprende la secuencia de polinucleétido
que se da en la SEQ ID NO: 15. Incluso mas particularmente, la presente invenciéon proporciona cualquiera de los
procedimientos mencionados anteriormente, en los que el vector M13 de cadena doble comprende adicionalmente
una secuencia de polinucleétido que codifica un polipéptido exdgeno, y particularmente un polipéptido exégeno de
hasta 35 aminoacidos de longitud, se clonan en fase con y corriente arriba de la secuencia de polinucleétido que
codifica la secuencia polipeptidica que se da como la SEQ ID NO: 1, o corriente arriba de la secuencia de
polinucleétido que codifica la secuencia marcadora de deteccion adecuada. Como otra realizaciéon particular, la
secuencia de polinucledtido que codifica el polipéptido exdgeno se clona en fase con la secuencia de polinucledtido
que codifica la secuencia polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 1, o con la secuencia de polinucleétido que
codifica la secuencia marcadora de deteccion adecuada, mediante una secuencia de polinucleétido que codifica un
engarce peptidico corriente arriba de la secuencia de polinucleétido que codifica la secuencia polipeptidica que se da
en la SEQ ID NO: 1, o la secuencia de polinucleétido que codifica la secuencia marcadora de deteccién adecuada.
Mas particularmente, el polipéptido exégeno tiene entre 7 y 35 aminoacidos de longitud. Como ofra realizacion
particular respecto a los procedimientos mencionados anteriormente, la célula huésped bacteriana es una cepa
bacteriana F* tal como una célula de XL-1 blue de E. coli o una célula XLO de E. coli.

En otra realizacion mas, la presente invencion proporciona una particula de bacteriofago M13 en el que dicha
particula comprende las secuencias de polipéptido que se dan en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1y
SEQ ID NO: 2 presentadas independientemente en la superficie de revestimiento de la particula de fago. Mas
particularmente, la presente invencidn proporciona la particula de bacteriéfago M13 mencionada anteriormente en la
que dicha particula comprende adicionalmente una secuencia marcadora de deteccién adecuada fusionada al
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extremo N de la secuencia polipeptidica que se da por la secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. Mas
particularmente aun, la presente invenciéon proporciona cualquiera de las particulas de bacteriofago M13
mencionadas anteriormente en la que dicha particula comprende adicionalmente un polipéptido exoégeno, y
particularmente un polipéptido un polipéptido exégeno de hasta 35 aminoacidos de SEQ ID NO: de longitud,
fusionado al extremo N de la secuencia polipeptidica que se da por la secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,
o al extremo N de la secuencia marcadora de detecciéon adecuada. En otra realizacién particular, el polipéptido
exogeno se fusiona a la secuencia polipeptidica que se da en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, o la
secuencia marcadora de deteccion adecuada, mediante un engarce peptidico fusionado al extremo N de la
secuencia polipeptidica dada por la SEQ ID NO: 1, o al extremo N de la secuencia marcadora de deteccion
adecuada, y al extremo C del polipéptido exégeno. Mas particularmente, el polipéptido exégeno fusionado a la
secuencia polipeptidica deseada por la SEQ ID NO: 1, o la secuencia marcadora de deteccion, tiene entre 7 y 35
aminoacidos de longitud.

En otra realizacion mas, la presente invencién proporciona un procedimiento para la infeccién de una célula huésped
bacteriana que comprende poner en contacto dicha célula huésped bacteriana con una particula de bacteriéfago
M13 que comprende las secuencias de polipéptido que se dan en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1y
SEQ ID NO: 2 presentadas independientemente sobre la superficie de revestimiento de la particula de bacteriéfago
M13. Mas particularmente, la presente invencién proporciona el procedimiento mencionado anteriormente en el que
dicha particula de bacteriéfago M13 comprende adicionalmente una secuencia marcadora de deteccion adecuada
fusionada al extremo N de la secuencia polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 1. Mas particularmente aun, la
presente invencion proporciona cualquiera de los procedimientos mencionados anteriormente en los que dicha
particula del bacteri6fago M13 comprende adicionalmente un polipéptido exdgeno, y particularmente un polipéptido
exogeno de hasta 35 aminoacidos de longitud, fusionado al extremo N de la secuencia polipeptidica que se da en la
SEQ ID NO: 1, o al extremo N de la secuencia marcadora de deteccion adecuada. Mas particularmente, el
polipéptido exdégeno se fusiona a la secuencia polipeptidico que se da en la SEQ ID NO: 1, o la secuencia
marcadora de deteccion adecuada, mediante un engarce peptidico fusionado al extremo N de la secuencia
polipeptidica dada por la SEQ ID NO: 1, o al extremo N de la secuencia marcadora de detecciéon adecuada, y al
extremo C del polipéptido exégeno. Mas particularmente, el polipéptido exdgeno fusionado a la secuencia
polipeptidica deseada por la SEQ ID NO: 1, o la secuencia marcadora de deteccion, tiene entre 7 y 35 aminoacidos
de longitud. Como ofra realizacién particular respecto a los procedimientos mencionados anteriormente, la célula
huésped bacteriana es una cepa bacteriana F* tal como una célula de XL-1 blue de E. coli o una célula XLO de E.
coli.

Cuando se utiliza un vector bacteriéfago M13 tipo-33 para la expresion y presentacion de los productos de fusion con
la proteina P.lll, las proteinas P.lII codificadas por los genes g.lll de tipo silvestre y recombinante compiten por el
ensamblaje en las particulas de fago. Los trabajos previos en el campo demostraban que la modificacion del sitio de
escision en la region c y algunos restos de la regién h de las secuencias de sefial Sec podian dar como resultado un
aumento de la expresion de fragmentos de anticuerpos presentados sobre las particulas de fago utilizando un
sistema de vector 3 + 3. (Lee y col., Biochemical and Biophysical Research Communications, 411 (2011); 348-353).
Al contrario que en la técnica anterior, el objetivo de la presente invencion es influenciar en la relacion de los
productos genéticos codificados por los genes g.l1l de tipo silvestre y recombinantes expresados en el periplasma en
favor de la proteina P.lll codificada por el gen g.lll recombinante. Como consecuencia de la presente invencion, se
consigue un aumento de la expresion relativa y presentacion de proteina P.IlII codificada por el gen g.lll
recombinante que, a su vez, da como resultado un aumento de la presentacion de péptidos exdgenos cuando las
secuencias de nucleétido que codifican dichos péptidos exdgenos se clonan en fase con el gen g.lll recombinante.

Definiciones

"Vector", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de
transportar otra secuencia de acido nucleico (o multiples secuencias de acido nucleico) a la que se ha ligado en
la célula huésped o genoma. Un tipo de vector es un "plasmido”, que se refiere a un bucle de ADN circular,
normalmente de cadena doble, en el que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es
un vector virico, en el que los segmentos de ADN adicionales se pueden ligar en el genoma virico. Ciertos
vectores son capaces de replicacion auténoma en la célula huésped en la cual se introducen (por ejemplo,
vectores bacterianos que tiene un origen de replicacion bacteriano). Ademas, ciertos vectores son capaces de
dirigir la expresion de genes (por ejemplo, genes que codifican un péptido o proteina exdgenos de interés) al que
estan unidos operativamente cuando se combinan con secuencias de control apropiadas tales como secuencias
promotoras y operadoras y sitios de inicio de replicacion. Se hace referencia cominmente a dichos vectores
como "vectores de expresion" y también pueden incluir un sitio de clonacion multiple para la insercion del gen
que codifica la proteina de interés. De manera alternativa, el gen que codifica el péptido o proteina de interés
puede introducirse mediante mutagénesis dirigida al sitio tal como la mutagénesis de Kunkel. (Handa y col.,
Rapid and Reliable Site-Directed Mutagenesis Using Kunkel’'s Approach, Methods in Molecular Biology, vol. 182:
In Vitro Mutagenesis Protocols, 22 Ed.).

"Vector bacteriéfago M13 tipo 33", como se utiliza en el presente documento, se refiere a un "Vector" capaz de
transportar secuencias de acido nucleico del genoma del bacteriéfago M13 en las células o genomas huésped y
comprende regiones codificantes para dos copias de la proteina de superficie P.III (es decir, un gen g.lll de tipo
silvestre y recombinante) ademas de las regiones codificantes de cada una de las proteinas restantes (P.I, P.II,
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P.IV - P.XI) codificadas por el genoma del bacteriéfago M13. Los vectores de bacteriéfago M13 tipo 33 de la
presente invencion contienen mutaciones en la copia de tipo silvestre del gen g.lll que codifica un polipéptido que
tiene una secuencia de aminoacidos diferentes de la proteina de superficie P.lll codificada por los genes g.lll de
tipo silvestre (no mutado) y g.lll recombinante.

Un péptido, polipéptido o proteina "exdgenos" o "ajenos" se refiere a un péptido, polipéptido o proteina
codificados por una secuencia de acido nucleico que no esta presente normalmente en la célula o genoma
huésped a partir del cual se va a expresar el acido nucleico. "Marcador de deteccién adecuado" o "secuencia
marcadora de deteccién adecuada”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una secuencia
peptidica que puede injertarse o fusionarse con otra proteina o péptido de interés mediante técnicas
recombinantes. El injerto de la secuencia marcadora en la proteina de interés permite la deteccion de la proteina,
por ejemplo, mediante el uso de anticuerpos dirigidos contra la secuencia peptidica marcadora. La determinacion
de las secuencias marcadoras de deteccion adecuadas esta bien en el conocimiento de los expertos en la
técnica. Las secuencias de deteccion tipicas adecuadas para su uso en la presente invencion incluyen, marcador
c-myc, marcador HA, marcador His, marcador Flag, y marcador S.

"Clonado en fase", como se utiliza en el presente documento, se refiere a la inserciéon de una secuencia de acido
nucleico (por ejemplo, una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido particular de interés) en la
misma fase de lectura abierta que un acido nucleico de referencia o gen (por ejemplo, ungen que codifica una
proteina separada a la que el polipéptido de interés se va a fusionar). Como apreciara un experto en la técnica, la
insercion de acido nucleico se puede insertar contigua al gen de referencia o se puede insertar en un sitio
separado espacialmente mediante el uso de una secuencia que codifique un engarce que también se clona en
fase. Ademas, la insercién de acido nucleico se puede insertar o bien corriente arriba o corriente debajo de la
secuencia de acido nucleico de referencia. Como se utiliza en el presente documento, "corriente arriba" se refiere
a la situacion o localizacién de una secuencia de acido nucleico de interés con respecta a un acido nucleico o
gen de referencia de manera que la secuencia de interés se traduce antes que el acido nucleico o gen de
referencia durante la traduccién. De igual manera, "corriente abajo" se refiere a la situacion o localizacion de una
secuencia de acido nucleico de interés con respecta a un acido nucleico o gen de referencia de manera que la
secuencia de interés se traduce después del acido nucleico o gen de referencia durante la traduccion.

"Engarce peptidico" como se utiliza en el presente documento se refiere a una secuencia polipeptidica que se
fusiona o une un primer péptido o proteina con un segundo péptido o proteina. El extremo N de la secuencia
polipeptidica del engarce se une covalentemente al extremo C del primer péptido o proteina mediante un enlace
amida mientras que el extremo C de la secuencia polipeptidica del engarce se une covalentemente al extremo N
del segundo péptido o proteina, también mediante un enlace amida. Los engarces peptidicos tipicos para su uso
en la presente invencion incluyen péptidos que contienen serina tales como las secuencias peptidicas -(G3SG),-
y -(G4S)r, y engarces en a-hélice tales como -AEAAAKEAAAKEAAAKA- (SEQ ID NO: 34), -AE-
AAAKEAAAKEAAAKAGGGGS-(SEQ ID NO: 35), y -AEAAAKEAAAKEAAAKAGPPGP- (SEQ ID NO: 36).

Las cadenas polipeptidicas que se desvelan en el presente documento se representan por su secuencia de
aminoacidos a partir del extremo N hasta el extremo C, cuando se lee de izquierda a derecha, con cada aminoacido
representado por su abreviatura de aminoacido de una Unica letra o de tres letras. El "extremo N" (o extremo amino)
de un aminoacido, o una cadena polipeptidica, se refiere al grupo amina libre del aminoacido, o el grupo amina libre
del primer resto de aminoacido de la cadena polipeptidica. De la misma manera, "extremo C" (o extremo carboxilo)
de un aminoacido, o una cadena polipeptidica, se refiere al grupo carboxilo libre del aminoacido, o el grupo carboxilo
libre del resto de aminoacido final de la cadena polipeptidica.

Modificacion del vector

Utilizando la mutagénesis de Kunkel (Handa y col., Rapid and Reliable Site-Directed Mutagenesis Using Kunkel's
Approach, Methods in Molecular Biology, vol. 182: In Vitro Mutagenesis Protocols, 22 Ed.), los primeros sesenta y
siete aminoacidos de la region N1 de la proteina P.llIl codificada por el gen g.lll de tipo silvestre se aleatorizan
respecto a diferentes aminoacidos mientras que se monitoriza el nivel de presentaciéon de una secuencia marcadora
de deteccion, por ejemplo, proteina c-myc (EQKLISEEKL: SEQ ID NO: 7), fusionada a la proteina P.lII codificada por
el gen g.lll recombinante. La secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia marcadora de deteccion, por
ejemplo, la secuencia codificante de c-myc (gagcaaaagctcattagtgaagaggatctt: SEQ ID NO: 8) se clona en fase con el
gen g.lll recombinante. Se utiliza la cepa RZ1032 de Escherichia coli (ATCC 39737) que carece de dUTPasa y uracil
glicosilasa funcionales, para preparar un ADN de cadena sencilla que contiene uracilo del vector de bacteriéfago
M13 tipo 33 parental (SEQ ID NO: 6). Los sesenta y siete cebadores mutagénicos se dividen en cuatro reacciones
de Kunkel diferentes, cubriendo tres reacciones diecisiete mutaciones y una reaccion que cubre diecisiete
mutaciones. Cada cebador en un grupo de reaccion contiene un codén NNK que se corresponde con el aminoacido
que se va a aleatorizar completamente y se disefian para compartir la misma secuencia flanqueante con el vector
parental para asegurar que todos los cebadores se hibridaran con la matriz con una eficacia comparable.

A continuacion de la mutacién del vector parental, se utilizan los vectores modificados como matrices para preparar
un ADN de doble cadena que se transfectan entonces en células huésped bacterianas (por ejemplo, células XL1-
Blue de E. coli) mediante electroporacion para la expresion de las particulas del bacteriofago M13. Antes de la
exploracién de las bibliotecas de fagos M13, los fagos aleatorios de cada biblioteca se secuencian para asegurar
que cada posicion esta completamente aleatorizada respecto a los 20 aminoacidos sin ninguna tendencia por un
aminoacido en particular.
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Recoleccion de fagos y determinacion del titulo

Después de una amplificacion durante una noche, el fago se puede recolectar de la siguiente manera: Las células
huésped bacterianas infectadas (por ejemplo, células XL-1 Blue) se centrifugan a 3.000 rpm durante
aproximadamente 20 minutos. Se transfieren entonces 40 ml de sobrenadante a un matraz nuevo y se precipitan los
fagos por adicion de 10 ml de una solucién de PEG (un 20 % de PEG que incluye NH4OAc 3,5 M) y se incuba a 4 °C
durante aproximadamente 90 minutos. La mezcla se centrifuga entonces a 13.000 rpm durante aproximadamente 45
min. El aglomerado se resuspende entonces en 1 ml de PBS (solucion salina tampoén de fosfato, pH 7,4) y se
centrifuga durante 5 minutos a 13.000 rpm para retirar los desechos celulares residuales. El sobrenadante se
transfiere entonces a un tubo nuevo, se afiaden 200 pl de la solucién de PEG, y la mezcla se incuba sobre hielo
durante aproximadamente 30 min. La mezcla se precipita por centrifugacion a 13.000 rpm durante aproximadamente
45 min a 4 °C. El aglomerado resultante se resuspendié en 200-500 pl de PBS y se centrifugd a 13.000 rpm durante
aproximadamente 5 min para retirar los desechos celulares residuales. El sobrenadante se transfiere entonces a un
tubo nuevo y se repite el procedimiento de centrifugacion hasta que no hay presente restos celulares bacterianos.

El sobrenadante se puede transferir entonces a un tubo nuevo para la determinacion del titulo de la siguiente
manera: Se preparan diluciones en serie del sobrenadante que contiene los fagos y se afiaden entonces 100 pl de
cada diluciéon a un nuevo tubo seguido por la adicion de 300 pl de células bacterianas (por ejemplo, células XL1-
Blue) que se han dejado en cultivo durante una noche. La mezcla se incuba a temperatura ambiente durante
aproximadamente 15 minutos y luego se afiaden 3 ml de agar blando a cada tubo. (El agar blando se puede
preparar de la siguiente manera: Se llena una botella de 250 ml con 50 ml de caldo lisogénico (LB), se afiade Bacto
agar 2.08 en polvo (Fisher DF0140-01-1), luego se remueve para mezclarlo. La mezcla se lleva a 250 ml con LB
adicional, se lleva al autoclave durante 45 min, y se almacena a 55 °C. La mezcla se remueve brevemente y
entonces se afiade a las placas LB y se incuba durante una noche a 37 °C. Las placas resultantes se cuentan
entonces y se determina el titulo como unidades formadoras de placas (ufp).

Infeccion y amplificacion del fago

Para la amplificacion de clones de fago particulares, se pueden emplear los siguientes procedimientos: Se cultiva
una unica colonia de células huésped bacterianas (por ejemplo, células XL1-Blue (Stratagene)) en 50 ml de medio
2YT suplementado con tetraciclina a 37 °C mientras se agita hasta una densidad de DOgyo 0,4-0,6. Se afiadieron
aproximadamente 102 ufp (unidades formadoras de placas) de fagos al cultivo bacteriano y la mezcla se incubo
entonces a 37 °C durante aproximadamente 30 minutos mientras se deja en reposo para permitir la infeccion del
fago. El cultivo celular infectado se incuba entonces a 37 °C durante 12-15 horas mientras se agita para permitir la
amplificacion del fago.

Exploracion de bacteriofagos M13
Ensayo de captura por elevacion de filtro:

Para identificar las mutaciones que dan como resultado una presentacion mayor de c-myc fusionado a la proteina
P.III codificada por el gen g.lll recombinante, se puede utilizar un ensayo de elevacion de filtro (Wu, Simultaneous
Humanization and Affinity Optimization of Monoclonal Antibodies, Methods in Molecular biology, Vol. 2017.
Recombinant Antibodies for Cancer Therapy: Methods and Protocols, editado por Weischof y Krauss). En resumen,
se revisten filtros de nitrocelulosa con 2 pug/ml de un anticuerpo anti-bacteriofago M13 (GE Biosciences 27-9420-01)
y entonces se bloquea con caseina antes de elevar la placa. El nivel de presentacién de c-myc se detecta mediante
un anticuerpo c-myc conjugado con fosfatasa alcalina (SIGMA A5963) con placas que presentan un nivel de
presentacion mas alto de proteina c-myc que aparecen con un color mas oscuro. Las placas con niveles de
presentacion mas alto del marcador c-myc se aislan entonces para la secuenciacion. El fago M13 secuenciado que
tiene las mutaciones que dan como resultado una sefial de c-myc mas fuerte se pueden amplificar para la
exploraciéon adicional, incluyendo un ELISA dependiente de titulo de fago y punto Unico, como se describe
adicionalmente posteriormente.

ELISA dependiente del titulo de fago y punto tnico:

Para el ELISA de punto uUnico, se amplifico un bacteriéfago M13 individual con un aumento de nivel de presentacion
de c-myc (identificado, por ejemplo, por un ensayo de elevacion en filtro) durante una noche utilizando 2 ml de cultivo
bacteriano de XL1-Blue. A continuacion de la amplificacion, el cultivo se precipita por centrifugacion y el
sobrenadante (que contiene el fago) se utiliza en el ensayo. En resumen, las placas de ELISA se revistieron durante
una noche con un anticuerpo anti-bacteriéfago M13 (GE Biosciences 27-9420-01) y se bloqued con caseina. El
sobrenadante que contiene el fago M13 se afiade y se detecta la presentacion de c-myc mediante un anticuerpo
anti-c-myc conjugado con fosfatasa alcalina (SIGMA A5963). Los niveles de expresion de c-myc se determinaron por
espectrofotometria midiendo la DO a la longitud de onda apropiada, utilizando un sustrato apropiado. El fago que
demuestra los niveles de presentacion del péptido c-myc pueden confirmarse adicionalmente en un ELISA
dependiente del titulo del fago, donde el nivel de presentacion de c-myc para los clones individuales se determina
sobre un intervalo de titulos y se comparan con el nivel de presentacion de c-myc de los clones obtenidos por
transfeccion con el vector parental (es decir, el vector que contiene el gen g.lll de tipo silvestre (sin mutaciones), y la
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proteina c-myc clonada en fase con el gen g.lll recombinante).
Ejemplo 1
Presentacion de la fusion marcador c-myc-P.lll sobre la superficie del bacteriofago M13

Utilizando un vector parental de bacteriéfago M13 tipo-33 que comprendia el gen g.lll tanto de tipo silvestre (SEQ ID
NO: 5) y un gen g.lll recombinante (SEQ ID NO: 3) bajo el control de un promotor lacZ, codificando cada gen una
copia de la proteina de superficie P.11l y utilizando las secuencias de nucledtido que codifican la P.IlIl endégena y los
péptidos de sefial pelB, respectivamente (SEQ ID NO: 17 y 19), los aminoacidos unicos de la region N1 del g.lll de
tipo silvestre se aleatorizan esencialmente como se ha descrito anteriormente. Se construyen los vectores
modificados que comprendian las mutaciones que codifican las sustituciones L8P o S11P en el producto del gen g.llI
de tipo silvestre maduro y se transfectan en células XL1-Blue de E. coli para que expresen la secuencia que codifica
el marcador c-myc (SEQ ID NO: 8) se clona en fase con y corriente arriba del gen g.lll recombinante. La proteina de
fusion P.llIl-c-myc resultante se presenta sobre la superficie de las particulas M13 recolectadas y se detectaron los
niveles de presentacion de c-myc mediante un ELISA dependiente del titulo de fago, esencialmente como se ha
descrito anteriormente.

La Tabla 1 posterior, proporciona las secuencias de acido nucleico de los genes g.lll de tipo silvestre parental y
mutado, el gen g.lll recombinante, la secuencia que codifica el marcador c-myc, las secuencias que codifican el
péptido de sefial y las secuencias de aminoacidos resultantes de esta manera. La Tabla 2 proporciona los resultados

del ELISA dependiente del titulo del fago.

Tabla 1

Secuencias de acido nucleico

Componente del

Vector parental,

Vector mutado (gen g.lll de tipo

Vector mutado (gen g.lll de tipo

vector (gen g.lll de tipo |silvestre que codifica la silvestre que codifica la
silvestre) sustitucion L8P) sustitucion S11P)

Gen g.lllde TS SEQID NO: 5 SEQ ID NO: 23 SEQ ID NO: 24

Gen g.lll . . .

recombinante SEQID NO: 3 SEQID NO: 3 SEQID NO: 3

g‘;’; del marcador ¢- |seqpNO:8  |SEQID NO: 8 SEQID NO: 8

Secuencia de seial . . .

de g.lll de TS SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO: 17

Secuencia de sefial qp0 1hNo: 19 |SEQID NO: 19 SEQ ID NO: 19

de g.lll recombinante

Secuencias de aminoacidos codificados

Producto codificado

Vector parental,
(gen g.lll de tipo

Vector mutado (gen g.lll de tipo
silvestre que codifica la

Vector mutado (gen g.lll de tipo
silvestre que codifica la

silvestre) sustitucion L8P) sustitucion S11P)

Frocuctodelgengm IseqipNO: 1 |SEQ ID NO: 21 SEQ ID NO: 22
Producto del gen g.lll . . .
recombinante SEQ ID NO: 1 SEQ ID NO: 1 SEQ ID NO: 1
Marcador c-myc SEQIDNO: 7 SEQIDNO: 7 SEQIDNO: 7
Péptido de senal del . . .

gl de TS SEQID NO: 18 SEQID NO: 18 SEQID NO: 18
Péptido de sefial del |5eq pNo:20  [SEQ ID NO: 20 SEQ ID NO: 20

g.lll recombinante
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Tabla 2
Titulo del Gen g.lll parental |Gen g.lll mutado de tipo silvestre [Gen g.lll mutado de tipo silvestre
fago de tipo silvestre que codifica la sustitucion L8P que codifica la sustitucion S11P
(ufp/pocillo) |(DOseo) (DOs60) (DOs60)
0 0,1364 0,1057 0,137
7,80E+06 0,1473 0,126 0,1434
1,60E+07 0,1449 0,1356 0,1357
3,10E+07 0,1451 0,1381 0,1423
6,30E+07 0,1663 0,1422 0,159
1,30E+08 0,1505 0,1488 0,1711
2,50E+08 0,142 0,1629 0,1887
5,00E+08 0,1777 0,1949 0,2283
1,00E+09 0,1753 0,2347 0,2805
2,00E+09 0,2047 0,4117 0,4519
4,00E+09 0,3157 0,8489 0,9137

La Tabla 2 proporciona los valores de la DOsgp de un ELISA dependiente de titulo como se describe en general
anteriormente utilizando un sustrato PMP/AMP y demuestra que cuando se utiliza un vector fago M13 tipo 33 que
contiene las mutaciones que codifican las sustituciones L8P o S11P en el producto del gen g.lll de tipo silvestre
maduro, se obtiene un aumento de la expresidon de la proteina c-myc fusionada a la proteina de superficie P.llI
codificada por el gen g.lll recombinante.

Ejemplo 2

Presentacion de fusiones del péptido de ensayo-P.lll sobre la superficie del fago M13 (cuando se combina
con las mutaciones 8P + 11P en el gen g.lll TS)

Se construyeron los vectores del bacteri6fago M13 tipo-33 modificado adicionalmente que comprende las
mutaciones que codifican las sustituciones L8P y S11P en el producto del gen g.llI de tipo silvestre maduro (SEQ ID
NO: 2). Una secuencia de acido nucleico ejemplar que codifica dicho producto genético se da en la SEQ ID NO: 4.
En los mismos vectores se clonan en fase por separado, las secuencias de acido nucleico que codifican el péptido
de ensayo (como se da en la SEQ ID NO: 10, 12 y 14, posteriores), mediante secuencias que codifican un engarce
peptidico, con una secuencia que codifica un marcador c-myc (SEQ ID NO: 8) que, a su vez, se clona en fase con y
corriente arriba de la secuencia del gen g.lll recombinante (SEQ ID NO: 3) en el vector. Las mismas secuencias de
acido nucleico que codifican el péptido de ensayo se clonaron también cada una por separado (de la misma manera
y formato que se ha descrito anteriormente) en el bacteri6fago M13 tipo-33 parental que no comprende las
mutaciones de acido nucleico que codifican L8P- o S11P en el gen g.lll de tipo silvestre (SEQ ID NO: 5 proporciona
la secuencia de acido nucleico del gen g.lll de tipo silvestre parental sin las mutaciones que codifican L8P- o S11P).

La Tabla 3 proporciona las secuencias de acido nucleico del gen g.lll de tipo silvestre parental y mutado, el gen g.llI
recombinante, la secuencia que codifica el marcador c-myc, las secuencias que codifican el engarce peptidico y las
secuencias que codifican el péptido de ensayo de los clones de vector ejemplares preparados.

Los vectores resultantes se utilizaron para presentar las proteinas de fusion del péptido de ensayo-P.lIl sobre la
superficie de las particulas de bacteriéfago M13 recolectadas de las células bacterianas de XL-1 Blue. Los péptidos
de ensayo empleados para unirse a la proteina diana IL-6 humana como se describe adicionalmente con
posterioridad. La Tabla 4 proporciona las secuencias de aminoacidos correspondientes de los componentes de los
productos de proteina de fusion presentados en las particulas de fago M13 recolectadas.
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Tabla 3

Clon del vector

Componente de

. : 18-24 2 18-222 1842
acido nucleico
Gen g.lll mutado |(SEQ ID NO: 4) (SEQ ID NO: 4) (SEQ ID NO: 4)
de tipo silvestre
Gen g.lll parental |(SEQ ID NO: 5) (SEQ ID NO: 5) (SEQ ID NO: 5)
de tipo silvestre
Gen g.lll (SEQID NO: 3) (SEQID NO: 3) (SEQ ID NO: 3)
recombinante
Secuencia (SEQ ID NO: 8) (SEQ ID NO: 8) (SEQ ID NO: 8)
codificante de c-
myc
Secuencia (SEQ ID NO: 16) (SEQ ID NO: 16) (SEQ ID NO: 16)

codificante del
engarce peptidico

Secmfjencia cgcaccttttgcaaagaatttg

codificante del

péptido de ensayo gcegctatgtggeggatgaa
acctattgcgecggegcetg

(SEQ ID NO: 10)

attagcctgtgcgatcagecg
tatgtgaaaagcctgaacctg
ccgctgtgecegetggeg
(SEQ ID NO: 12)

ccgceegcetgtgcagetggec
ggcgtatcagaaatttggcgg
cccgetgtgcaccetggge

(SEQ ID NO: 14)

a L os clones del vector se preparan con el gen g.lll de tipo silvestre mutado, que contiene las mutaciones que
cadifican las sustituciones L8P y S11P (es decir, SEQ ID NO: 4), o el gen g.lll de tipo silvestre parental (es decir,

SEQ ID NO: 5).

Tabla 4

Proteina de fusion presentada

Componente de 18-24 2 18-222 18-42

aminoacidos
Producto del gen (SEQID NO: 2) (SEQ ID NO: 2) (SEQID NO: 2)
g.lll mutado de tipo
silvestre maduro
Producto del gen (SEQID NO: 1) (SEQID NO: 1) (SEQID NO: 1)
g.lll de tipo silvestre
parental maduro
Producto del gen (SEQID NO: 1) (SEQID NO: 1) (SEQID NO: 1)
g.lll recombinante
Proteina marcadora [(SEQ ID NO: 7) (SEQID NO: 7) (SEQID NO: 7)
c-myc de deteccion
Secuencia del (SEQ ID NO: 33) (SEQ ID NO: 33) (SEQ ID NO: 33)
engarce peptidico
Secuencia del RTFCKEFGRYVAD ISLCDQPYVKSLNL PPLCSWPAYQKFG
péptido de ensayo |ETYCAAL PLCPLA GPLCTLG

(SEQ ID NO: 9) (SEQ ID NO: 11) (SEQ ID NO: 13)

@ Proteinas de fusion presentadas que contienen el producto del gen g.lll de tipo silvestre mutado que contiene las
sustituciones L8P y S11P (es decir, SEQ ID NO: 2), o el producto del gen g.lll de tipo silvestre parental.




10

15

20

25

30

35

ES 2751378 T3

El fago recolectado que presenta las proteinas de fusion péptido de ensayo-P.lll se amplificaron y se llevo a cabo la
determinacion del titulo como se ha descrito en general anteriormente. Los niveles de presentacion del péptido de
ensayo se determinaron por ELISA dependiente de titulo de fago esencialmente como se describe posteriormente:
Las placas de ELISA (Greiner-bio-one, numero de Cat.: 650061) se revistieron con 50 pl/pocillo con NeutrAvidin
(Thermo Scientific, nimero de Cat.: 31050) a 2 ug/ml en PBS y se dejo en reposo durante una noche a 4 °C. El
exceso de sitios se bloqued afiadiendo 100 pl/pocillo de Caseina (Thermo Scientific, nimero de Cat.: 37528) durante
una hora a temperatura ambiente. Entonces se anadieron 50 pl/pocillo de IL6 humana biotinilada (R&D Systems,
numero de Cat. 206-IL-010/CF) en PBS a cada pocillo y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 30
minutos mientras se balancea. Se afiadieron entonces 50 pl/pocillo de fago a diferentes titulos y el fago diluido a una
concentracion final de un 1 % de BSA en PBS. Las placas se incubaron entonces durante 60 minutos a temperatura
ambiente mientras se balancea. Se afadieron entonces 50 pl/pocillo de anti-M13-HRP (G.E., nimero de Cat.: 27-
9421-01), diluido 1:5.000 en un 0,1 % de tween en PBS seguido por la incubacién de las placas durante 60 minutos
a temperatura ambiente. Se afiadieron entonces 50 pl/pocillo de sustrato de Ultra tetrametilbencidina (sustrato Ultra
TMB, Thermo Scientific, nimero de Cat.: 34029) y se determiné la DO a 650 nm.

La Tabla 5 posterior proporciona los valores de la DOgso obtenidos en un intervalo de titulos de fago para los clones
de fago 18-24, 18-22 y 18-4 preparados cada uno por separado con el vector de bacteriéfago M13 tipo-33 que
codifica las mutaciones que codifican L8P- y S11P en el gen g.lll de tipo silvestre y el vector de bacteriéfago M13
tipo-33 parental (sin las mutaciones que codifican L8P-y S11P en el gen g.lll de tipo silvestre).

Tabla 5
Clon de fago 18-24 Clon de fago 18-22 Clon de fago 18-4
Tit;lalgodel Parental? Mutado® Parental? Mutado® Parental? Mutado®
(ufplpocillo) (DOs50) (DOs50) (DOs50) (DOs50) (DOss0) (DOs50)
2,3E+08 0,0735 0,3414 0,0536 0,3284 0,0879 0,4286
6,9E+08 0,0426 0,8103 0,0416 0,7749 0,1359 0,988
2,1E+09 0,049 1,4618 0,0535 1,4022 0,3378 1,5715
6,2E+09 0,0521 1,9132 0,0605 1,8236 0,8358 1,918
1,9E+10 0,0675 2,0298 0,1132 1,967 1,4314 2,0064
5,6E+10 0,1189 2,0099 0,3253 1,9578 1,756 1,8853
1,7E+11 0,2946 1,7346 0,7754 1,7187 1,8199 1,5817
5,0E+11 0,6837 1,5017 1,4298 1,4979 1,6572 1,2222

@ Clones de fagos preparados con el vector del bacteriéfago M13 tipo 33 que contienen el gen g.lll de tipo silvestre
(que no codifica las sustituciones L8P y S11P).
b Clones de fagos preparados con el vector de bacteriofago M13 tipo 33 que contienen el gen g.lIl tipo silvestre

mutado que codifica las sustituciones L8P y S11P.

Los valores de la DOgso de la Tabla 5 demuestran que cuando se utiliza un vector de bacteriéfago M13 tipo 33 que
contiene mutaciones que codifican las sustituciones L8P y S11P en el producto del gen g.lll tipo silvestre maduro, se
obtiene un aumento de la expresion de cada péptido de ensayo fusionado (mediante un engarce peptidico) a una
proteina de superficie P.llI codificada por el gen g.lll recombinante.

Ejemplo 3
Presentacion de fusiones Fab-P.lll sobre la superficie del fago M13

Las secuencias de acido nucleico que codifican las secuencias de Fab de cadena pesada (HC) y cadena ligera (LC)
se dan en la SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26, respectivamente, se clonan en un vector de bacteriéfago M13 tipo-33
que comprende las mutaciones que codifican las sustituciones L8P y S11P en el producto del gen g.lll de tipo
silvestre maduro. La secuencia de acido nucleico que codifica el Fab de HC (SEQ ID NO: 27), que utiliza la
secuencia que codifica el péptido de sefial PhoA1 (SEQ ID NO: 30), se clona en fase y corriente arriba, mediante
una secuencia que codifica un espaciador, a una secuencia codificante que codifica el marcador HA (SEQ ID NO:
32) y una secuencia de que codifica un marcador c-myc (SEQ ID NO: 8) que, a su vez, se clona en fase y corriente
arriba de la secuencia del gen g.lll recombinante (SEQ ID NO: 3) en el vector. La secuencia de acido nucleico que
codifica el Fab de LC (SEQ ID NO: 28) se clona por separado en el vector utilizando la secuencia codificante del
péptido de sefal pelB (SEQ ID NO: 19). La transcripcion de los componentes que codifican el Fab tanto de HC como
de LC esta bajo el control del promotor lacZ.
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Los vectores de cadena doble que comprende las secuencias de Fab de HC y LC como se han descrito
anteriormente se preparan y utilizan para transfectar células XL1-Blue de E. coli esencialmente como se ha descrito
previamente. La secuencia de LC (SEQ ID NO: 26) se secreta en el espacio periplasmico bacteriano donde se forma
el dimero Fab con la secuencia de HC (SEQ ID NO: 25) se fusionan mediante el marcador HA (SEQ ID NO: 31) y un
marcador c-myc (SEQ ID NO: 7) a la proteina P.IlIl recombinante.

El fago recolectado que presenta las proteinas de fusion Fab-P.lll se amplificaron y se llevé a cabo la determinacion
del titulo como se ha descrito en general anteriormente. Los niveles de presentacion de Fab se determinaron
entonces mediante un ELISA dependiente de titulo de fago utilizando el TNFa biotinilado como ligando diana como
se describe en general en Nakayama y col., Improving the Copy Number of Antibody Fragment Expressed on the
Major Coat Protein of Bacteriophage M13, Immunotechnology, Vol. 12 (1996): 197-207.

La Tabla 6 posterior proporciona los valores de la DOgso obtenidos en un intervalo de titulos de fago para los clones
de fago que presentan las construcciones de Fab, preparados por separado con el vector de bacteriéfago M13 tipo-
33 que codifica las mutaciones que codifican L8P- y S11P en el gen g.lll de tipo silvestre y el vector de bacteriéfago
M13 tipo-33 parental (sin las mutaciones que codifican L8P-y S11P en el gen g.lll de tipo silvestre).

Tabla 6
Titulo del fago ufp/pocillo)| Parental 2 (DOeso) Titulo del fago ufp/pocillo) Mutado® (DOeso)

0 0,0699 0 0,0548
1,69E+06 0,0791 1,69E+05 0,0846
5,08E+06 0,0857 5,08E+05 0,1067
1,52E+07 0,0913 1,52E+06 0,1791
4,57TE+07 0,1092 4,57E+06 0,3578
1,37E+08 0,1712 1,37E+07 0,7649
4,12E+08 0,3803 4,12E+07 1,4751
1,23E+09 0,8396 1,23E+08 1,9562
3,70E+09 1,6574 3,70E+08 2,2079
1,11E+10 2,2358 1,11E+09 2,202
3,33E+10 2,4446 3,33E+09 2,0309
1,00E+11 2,5538 1,00E+10 1,3518

@ Clones de fagos preparados con el vector del bacteriéfago M13 tipo 33 que contienen el gen g.lll de tipo silvestre
(que no codifica las sustituciones L8P y S11P).
b Clones de fagos preparados con el vector de bacteriéfago M13 tipo 33 que contienen el gen g.lIl tipo silvestre

mutado que codifica las sustituciones L8P y S11P.

Los valores de la DOgso de la Tabla 6 demuestran que cuando se utiliza un vector de bacteriéfago M13 tipo 33 que
contiene mutaciones que codifican las sustituciones L8P y S11P en el producto del gen g.lll tipo silvestre maduro, se
obtiene un aumento de la expresion de un Fab fusionado (mediante un espaciador peptidico) a una proteina de
superficie P.lII codificada por el gen g.lll recombinante.

Listado de secuencias

SEQ ID NO: 1 (proteina de superficie P.lll del fago M13 maduro codificada por el gen g.lll recombinante y de
TS (sin péptido de seiial))
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AETVESCLAKSHTENSFINVWKDDEKTLBRYANYEGULWNATOVVVUTGDETQCY
GTWVPIGLATPENEGGGSEGGGSEOGGSEGGOTRPPEYGDTPIPGY TYINPLDGTYPP
GTEQNPANPNPSLEESQPINTFMFONNRFRNROQGALTVYTGTYTOGTOPVKTYYQY
TPVSSKAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDLFVCEYOGOSSDLPQPPVNAGGGSGE
GSGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGGGSGGGSGSGDFDYERMANANKGAMTENADE
NALQSDAKGKLDSVATDY GAAIDGFIGDVSGLANGNGATGDFAGSNSOQMAQVGDG
DNSPLMNNFRQYLPSLPOQSVECRPFVFGAGKPYEFSIDCDKINLFRGVFAFLLYVATE
MY VESTFANILRNKES

SEQ ID NO: 2 (proteina de superficie P.lll del fago M13 mutado, maduro (sustituciones de aminoacidos L8P +

S11P) codificada por el gen g.lll tipo silvestre mutado (sin péptido de seiial))

AETVESCPAKPHTENSFINVWKDDETLDRYANYEGCLWNATGVVVUTGDETQCYG
TWVPIGLAPENEGGGSEGGGSEGGGSEGOGGTRPPEYGDTPIPGY TYINPLDGTYPPG
TEQNPANPNPSLEESQPLNTFMPONNRFRNRGGALTVYTGTIVTQGTDPVRKTYYOQYT
PVSSKAMYDAYWNGRFRDUATHSGENEDLFVCEYQGOSSDLPOPPYNAGOGOGSGHG

SGOGSEGGOSEGGGIEGGOREGGGSGHUSGSGBFDYEKMANANK GAMTENADEN
ALQSDAKGKLINVATDYGAAIDGFIGDVSGLANGNGATGDFAGINSOMAQVGDGD
NSPLMNNFROYLPSLPOSVECRPFVFGAGKPYEFSIDCDKINLFRGVFAFLLY VATEFM
YVESTFANILRMNKES

SEQ ID NO: 3 (secuencia de nucleétidos del gen g.lll recombinante (sin secuencia codificante del péptido de
senal))

geegapacagiggagagcigeoigeccangicgcacacoagaacagcticaccaatgiiiggaaseatzalaagaccoCiggacey
ctatgecaattacgaaggitgettaiggaacgeaacegiigtegtiotatocacaggegatgagacecaatgetaigecaccigguty
cogatcggictggeaaitcoggagaacgasgeoggaggtagegaaggaggtggaagtyaagpoeggaggaicggaaggrooios
cacazagocaccagaatatggapacacecogaliceagetiacacciacatiaatcogeiggatgpiacataceciccaggeacogan
CAgARICeERoaaaceeeaacecgagectgaangaangccaaccgcigaacacatitatgticcassacaaccgtiitegiaaccgic
aaggagceectgacogtatacaccggiacagigacecagggtacagatecggigaagacctaciatoaatatacaceggitageages
aggcaatgiacgatgeatattggaatgucaagtitogigatigtgeatticatageggittcaacgaagaccigtiigigtucgaatacea
gegicagagoagegatifacogeagecacocggtiaacgeagpigpiegaagcoeaooecoagoioococioatioagalgucy
ZaggalCgeaaguag e eagicaagRaggeeadpceasgeagouueatcaggagetoctagougaagiggreacticga
ctacgagaagatggecasigeaaacaaaggogcaatgacagagaacgcagacgagaaigeacigeasagigatgeasaggyiaa
gotggacagogitgcascogaciatggageaglaatigacggotateggagatgteagoggictggcgarcgglaacyggagoas
clgecgagicigocacaaagegicgagtpcegiccptiigitlicggigcagecasgccgiacgaghicageatcgacigogalaagat
taatetttitcgeggagtittcgeattcotgetgtacgtggoaacgitcatgtacgiiticageaceitcgecaataictisacgeaacaaaga
aage

SEQ ID NO: 4 (secuencia de nucleétidos del gen g.lll de tipo silvestre, mutado (que codifica la sustitucion de
aminoacidos L8P + S11P) (sin la secuencia codificante del péptido de sefial))
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geogaaacigtigasagtigiocggeaanaccecatacagaaaaticatitactaacgictygaaagacgacaaaactitagategtiac
getaactalgaggactatcigiggaatgciacagpcatiglagttigtactgateacganacicagtigiiacggtacatgpgticotaitg
gectigotateoctgansatgagegtggtegcictgageotgocootteigaggaioacoattclgaguetggragiactaaaCCice
tgagtacggteatacacctaticegggetatacttatatcaacooicicgacggeactiatccgectggtactgagoaaaacoocuctaa

tectaatecttcictigaggagicteagecteiiaatactiicalgittcagaataataggticcganataggeaggeggcatiaactgiital
acgggeactgtiacicaaggeactgaccocgtiagaacitatiaccagiacactecigiateatcaqaagecatgtatgacgotiactgga
acggtaaaticagagactgegcetitccaticiggotitaatgagpattiatitgitigt gaatatcaagycoaategicigacetgoctcaac
ctectgicaatgeiggeggeggcictgptaptoptictgatugcgactcigageaioniogcicigaggatigacgaiicteagugton
cggctetgagegaggcgeticcgtggigacictggticcgeigaritigatiatganaagalzcaaacuciaataagggguctaty
accgaaaatgecgatgaaaacgcuciacagtcigacuciasaggcaaactigaticigicgotactyatiacugtuctgotatcgatag
ittcattggtgacgittcoggectigelaatggtaatggtgctactggigatitigoiggotciaaticecaaat ggoteaagtogalyacgg
tgataaticacciitaatgaatagiticcgicaatatitaccticecicccicaatic gt Raat gICRCCCHITEICHEE SCECIZRTaaace
atatgaatittciatigatigigacaaantaaactaticcgiggigictiigegttictitiatatgitpccacetitat giat gtatttictac gitt
getascatactgegtaataaggagict

SEQ ID NO: 5 (secuencia de nucleétidos del gen g.lll de tipo silvestre (sin secuencia codificante del péptido

de seial))

gecpaaactgitgaaagttgiitageasaatcccatacagaaaaticatitactaacgtciggaaagacgacaaaactitagatcgitacg
ctaactatgagggcigictaiggaatgotacaggegttoiagittotactggtgacgaaacicagtgtiacggtacatgggticetatisg
gettgetaicecigaaaatgageatguicoctotgagept gocpptictzaggatpaceatictgagggtageagtactaaaceoct
gagtacggigatacacciattccgggctatactiatateaaccetcicgacggeacitaicegeciggiactgageasaaccocgeiaat
cotaatecttctctigaguagtcteagectettaatacitteat giticagaataataggticogaaataggeaggggecatiaactgtttata
caggcactgitactcaaggeactpacceegtiaaanctiattaccagtacactoctgtatcatoaaaagecatgtatgacgetiaciggaa
cggtaasticagagactecgoittecatictiggettiaatgaggatitaitgtitgtgaaiatcaaggocaaicgteigacctgoctcaacct
cotgleaatgolggeRgcyRCict aRt gt gRtictggtRgcECtcl gag g t gt guCtctRag Rt SRRt Zag gt gRe
ggctetgagggaggcggticeggiggtogcictgaticcgptgatittgatiatgaaaagatggcanacgoiaatasggegpciatga
cogaaaaigecgatgaaaacgogctacagictgacgotanaggcasaciigatictgtogotacigaitacggtgoigetaicgatgoti
tcattpetoacgtitceggectipetaatggtaategtoctact ggtpatittgotggetctaaticecaaatggcteaagicgatgacagt
gataattcaccitiaatgaataattteegicaatatitacettcccicccicaatcggitgaatgicgoocttifgictitggegetggtaaace
atatgaattitctattgatigtgacaaaataaactiaticegtggtgtotttgegtitctittatatgtiyccacotttatgtai giatitictacgttt
getaacatactgoglaataaggagict

SEQ ID NO: 6 (secuencia de nucleétidos del plasmido de tipo-33 con el gen g.lll recombinante y de TS (sin
mutaciones que codifiquen L8P + S11P) (incluyendo las secuencias codificantes del péptido de senal)
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aatgctactactattagiagaatigatgocacciiftcagetogogooeccaaatgaaaatalagetaaacaggiiatigaccatitgegaaa
tgtaictaatggicaaactaaatctaciogttogeagaatigggaateaactgtiatatggaatgaaacticcagacacegiacittagitge
atatttaaaacatgtigagetacagcatiataticageaatiaageictaagecaiciacaaaaatgacetctiaicaaaaggageaatiaa
aggtactetetaateoigaccigitggagtitocticeggictgpticgctiigaagotogaatinaaacgogatatitgaagiciticggge
ttecicttaatcitttigatgeaatcogetttgeiictgactataatagtcagggtaaagacetgatittigatitatggteaticicgittictgaa
cigiftaaagcaittgaggggeaticaatgaatatitatgaceattcegeagtatiggacgciatecagictaaacaittiactgtiacceect
ciggoaaaacticitigoaanagoctoiegotaiittgghiftiatcgicgictggtasacgaggattatgatagigiigetciiactatgect
cgtaattcottiiggogttatglatolgeatiagitgaatgtggtaticctaaateicaactgatgaatctitctacctgiaatastgtigicoegtt
agitcgitttattaacgiagatttticticccaacgicoigact ggtaiaatgagecagticttaaaatcgeataaggtaaticacaatgatiaa
agttgaaattanaccatcicaageccaatitactactegiictggtgiiictegicagggeaagectiaticactgaat gageagetitgtia
cgttgatiigggtaatgaatatccggtctigtcaagatiacteiigatpaaggicagecagectalgegocigaicigtacacegticatet
gicetctitcanagitggicagitcggticecttatgatigacegictgegectegticeggetaagiaacalggageagpicgeggatiic
gacacaatitatcaggoegatgatacaaatctecgitgtacttigittcgegettggtataatogetggegicaaagatgagtagtittagigt
attctitigecictitcgttitagettpgigecticatagiggcatiacgtatittacecatitaatggasacticcicatpaaaaagtetttagic
cteaaagecteigtagecgitgoetaccoicgttcogatgetgicttiegetectgagegigacgateccgeaaaageggoctiiaacicc
ctgeaagootcagegacegaatatatcggttatgogtgepcgatggtigitgicattgtoggegeaactateggtaicaageligittaag
aaaticaccicgaaagcaagetgainaacegatacaatiaaaggctccttitggagectitiiittggagaiiticaacgigaaaaanttait
attcgeaaticetttagiighiecttictaticteactecgeogaaactgtiganagtigiitageasaatcecatacagaaaaticatitaciaa
cgiciggaaagacgacaaaactiiagatcgitacgclaaciatgaggectgictgiggaatgotacaggogttgtagtitgtactgetoa
cgaaactcagigitacggtacatggaticctaitggectigoiatocctgaanatgagagtagtaacicigagggigocggiicieage
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gtgecgeticigaggaiggcgpiactaaaccicetgagiacggigatacacciaticegggctatactiatalcaacectcicgacggea
cttatccgeciggiactgageaaaacoeccgotaatoctaatectictottgaggagtetcagectctiaatacttfcatgiticagaataata
goticcgaaataggeagpgegcatiaacigittatacaggcactgttactcaaggeactpacceogiiaaaacttattaccagtacacte
cgiatcatcaanagecatgtatgacgetiactggaacgetasaticagagactigegetiiceaticigaeittantgaggatifatitgitiy
tgaatatcaaggecaategicigaccigocteascaioctgteaatgoiggoggoegucictggtgatggtictggtygeggetetgagy
gtgetgecicigaggpigucgglictgagaatgacaacicigagggaggcagiiceggiggiggcictgaticogptatittgaitat
gasaagalggeaaacgciaataagggeectatgaccgaaaatgocgaigaanacgegctacagicigacgctasagacanacttga
tetgicgctactgatiacggtgctpctategatggtttcattagtaacgtttecggoctigetaatggiaatogtactactagtatitiget
gacictaattcecaaatggeicaagicggigacggtgalaaticaccittaatgaataatiicegicaataittaccticccieccicaateg
gtigaatgtcgeecttitgictitggogetggtaaaccatatgaattitctatigatigigacaaaatasactiaticcgt ggtgtotttgogiit
ctittatatgtigocacetttatgtatgiatitictac gttt gotaacatactgogtaataaggagtcttaalcatgccagticttfigggtaticeg
ttattattgegtttccteggtitcotictgetaactitgitcggoiatcigottacittictiagaragagottcggtaagatagciatigetatiic
attgtetctigetctiattattgggotisacicaatictigiggatiateictol gatattagegoicaatiaccotetgacttigitcagggtgtic
agtiaatictcocgiciaatgegoiicootgittitatgitatictcictgtanaggctgotattitcatitiigacgtiansacasaaaatcgritcn
atttggatigagataaniaatatigectgtiiatitigaactiggcaantiaggeictgganagacgctogiagogliggiasagaticaggat
aaaatigtagctggeigcaaaatageaactaatetigatitaaggeticaaaaccioccacaagicgegaggticgetaaaacgecteg
cgitcitagaataccggataagecticiatatetgatitgetigetatigggegeggtaatgaitcciacgatgaaaalaaaaacggctiget
tgitcicgatgagtgcggiactiggtitaataccogitciiggaatgataaggasagacagecgattatigattggtitctacatgeicgtaa
attagpatggpatatiattstictigitcaggactiatctatigtigataaacageogegtictgcatiagetpaacatgiigittattgtegiogt
ciggacagaatiactitacctttigicegtacittatatictcitatiactggotogaaaatgoctoigoctaaatiacatgiiggogtigitanat
atggegaticicaatiaagecotacigitgagegtiggotttataciggiaagaattigtataacgeataigatactaaacaggettittciag
taattatgaticcgglgittatictiatitaacgecttatttatcacacggicggtaittcaaaccattaaatiiaggicagaagatgaagcitac
taaaatatatttganaaagiittcacgegtictitgictigogattggatitgeatcageatitacatatagitatatancoecanceiaagecgg
aggttaaaaaggiagicictcagacctatgatitipataaaticactatigactctictcagegtctiaatetaagotategetatgiittcaag
galictaaggganaatiaatiaalagegacgatitacagaagcaaggitaticacicacatataitgatitatgiactgtitccaitaanaaagy
gtanttcasatgaaatigtiaaatglaatiaatittgtittcitgatgtittttcateatetictittgcteagytaattgaaatgaataaticgoct
ctzcgcogatitigtaacttggtaticaaagcaatcaggegaateogtiattgiiicteocgatgiaaaagplactatiactztataticatctg
acgttasaccigaaaatotacgeaatitetitatiicigitttacgtgcanatgatittgatat ggtaggtictaacccticeattaticagaagt
ataatccaascaaicaggatiatatigatgaatigecatcatctgataatcaggaatatgatgatasticogeteoticiggiguiticitigt
cegoaaaatgataatigttacicasactittaaaatiaataacgticgggcaaagatitaatacgagtigicgaatigitigtaaagictaala
ctictaaatoecicaaatgtatiatctatigacggotctaatctattiagtigtiagigctoctaaagatatitiagataaccticetcaatiocttica
actgitgatitgccasctgaccagataligatigagggittgatattigaggitcageaaggtgatgcittagatttiicanigetgciggotc
tcagegiggoactgtigcaggoggigtiaatactgacogectcaccicigittatctictgolggiggitopticggtanittastggegat
giittaggectatcagitcgogeattanagactaatagecaticaaaaatatigicigigecacgiaticttacgeiticaggicagaagagt
tetatetetgtiggecagaatgiccctitiattactgatogigigaciggigaatcigocaatgiaaataatccatitcagacgatizagegic
aaaatgiaggiatiiccatgagegittitccigitgcantggctgacggtaatatigitciggatatiaccageaaggecgatagtittgagit
ctictactcaggeaagtgatgtiattactaatcaaagaagtattgotacaacggtiaatitgogtgatggacagacicitiacioggigacc
tcactgatiataaaaacactictcaggaticiggegtacegticeigictaaaatecctitaateggectcetgittagetccogetcigatict
aacgaggaasgeacghiastacgigctegicaaageaaccatagtacgegeccigiagegacgeatiaagogegaogegtoigaiog
ttacgegcagegtgacegotacacttgecagogeoctagogocegeteaittegetttettecettecttictegecacgticgeoggetit
cecegteaageteiaaatcggeggcicorittaggpticegatitagtgeiitacggeaccicgaccecaaasaactigatiigggieaty
gticacgtagigggocategocctgatagacggtiittcgoccttigacgtiggagiccacgitctifaatagiggacticitghiccaaacty
gaacaacacicaaccctatciogggctatictitigatiiataagggatttigeegatticgeaaccaccalcacacaggatiitegectget
ggggcasaceagegiggaccgeiipetgeaacicicicaggeccaggeagtzaagggcaatcageigitgoecgiciegetagtaa

15



ES 2751378 T3

asagaaaaaccaccciggogeccaatacgeaaaccgeciciocccgegogtigacegaltcataalgcageiggcacgacaggitt
CCCEACigyaaageggecagigagegraacgcaatiaatgigagtiagcicacteatiaggraccocaggetigacaciiageitcs
ggctcgtataatgiptgsaatigtgageggataacaatiicacacgecaagyagacagticataatgaaataccetattgectacggeage
cgeiggattgtiattacicgeigoocaaccagecatggocggeggaggaiciggegageaasagetcatiagigaagaggatettgee
gagacagtegagagetacctggecaagicgcacaccgagaacageticaccaat gitigeaaggatzataagacectggacegcta
tgecaattacgaaggttgettatggaacglaaccggigtogtigtatgcacagacgaigagaceeaatgeiatgacacctgagtaccy
stcggtciggeaaticcggagascgaaggogeagetagegaaggageiogaagieaagecygaggalCggaageuagtoacac
aaagccaccagaaiatggagacaceccgaticeaggtiacacetacatiaatcegetggatggtacatacectccaggeacegaaca
gaatecggoasaccogaaccegagestggaaganagecaacogctgaacacattiatgitccaaaacaacogttitcataacogicaa
ggagcoctgacegtatacaccggtacagigaccoagggtacagatccggtgaagacciactatcaatatacaccggtiageageaag
geaatgiacgatgeatatiggaatggcaagtitcgigattytgeatticatageggiticaacgaagaccigtitgigtocgastaccagg
gicagagcagogattiaccgeagocaccggtiaacgragatentogsageggageouoiart orogeto o ciCagaaguongs
SRAICEYAALLEARElaLeagtoaaz AR EgegarCEARELag EgAtcagag tetageagaagigEcacticgact
aCgALAALAtaECCastEcaaacanagececalgacagagascgcagacgagaatgeactigcanagigalgasaggetaage
tggacagegitgeascegactatggageageaatigacggotitateggagaigtcagoggictiggogaacggosacggageasca
gecgacticgeaggtageaacagoeagatggcacaggtisgagatgucgacaacagtcogcigatgaacaactticgecagtacet
geogagtetgecacasagogicgagigcogtcogiiigititeggigeaggcaagecgiacgagticageategacigogataagatta
aictittcgoggagititcgeaticctgotgtacgiggoaacgticatgiacgiiicageaccticgecaatatciiacgraacaaagaaa
gotaageaatagogaagaggcccgeacegatcgoccticccaacagiigcgeagecigaatgacgaatggegettigectgattice
ggcaccagaageggigeoggaaageiggotggagtgegateticeigaggecgatactgtegicgiceocteaaaciggeagatge
acggttacgatgegeccatctacaccaacgigacciateocattacggicaatecgee gt gttcocacggagaatecgacgggigtt
actegetcacattiaatgtigatgaaagotggctacaggaaggceagacgogaatiatittigaiggogticeiatiggitaaanaatgag
cigatitaacaaazattigatgcgaatttiaacaaaaiattagogtiiacaatttagatatttgeitatacaaicttocigtiittgggacttitcty
aftatcaaccggugtacatatgatigacatgetagtitiacgattacegitcategatictetigittgriccagactoicaggeaatgacoly
alagectitefagaicteicaaaaatagetaceciciccgecatiaatitatcagetagaacagitgaatatcatatigatggtipatitgacig
tctccggectiteteaceettiigaatcittacctacacattacicaggeatigeatiiaaaatatat gaggeticiaaaaatitttatcotigegt
tzaaataaaggciictecogoasaagtaitacagggicataatgititigptacaaccgatitageitiatgcicigaggcttiatigetiaatt
tigctaaticttigoottgectgtaigatitatiggacgit

SEQ ID NO: 7 (secuencia de aminoacidos del marcador c-myc de deteccion)

EQKLISEEDL

SEQ ID NO: 8 (secuencia de nucleétidos que codifican el marcador c-myc de deteccion)
gagcaaaagctcattagtgaagaggatctt

SEQ ID NO: 9 (secuencia del péptido de ensayo de union al clon 18-24 de IL-6)
RTFCKEFGRYVADETYCAAL

SEQ ID NO: 10 (secuencia de nucleétidos que codifica el péptido de ensayo de union al clon 18-24 de IL-6)
aggactttttgtaaggagtttgggcggtatgttgcggatgagacgtattgtgctgcgctt

SEQ ID NO: 11 (secuencia del péptido de ensayo de union al clon 18-22 de IL-6)
ISLCDQPYVKSLNLPLCPLA

SEQ ID NO: 12 (secuencia de nucleétidos que codifica el péptido de ensayo de union al clon 18-22 de IL-6)
atttctttgtgtgatcagccgtatgttaagagtcttaatcttccgttgtgtccgcettget

SEQ ID NO: 13 (secuencia del péptido de ensayo de unién al clon 18-4 de IL-6)
PPLCSWPAYQKFGGPLCTLG

SEQ ID NO: 14 (secuencia de nucleétidos que codifica el péptido de ensayo de union al clon 18-4 de IL-6)
ccteegctgtgttettggectgcettatcagaagtttggtggtcecgcetgtgtacgcettggt

SEQ ID NO: 15 (secuencia de nucleétidos del plasmido de tipo-33 con el gen g.lll recombinante y el gen g.lll
de TS mutado (con las mutaciones que codifiquen L8P + S11P) (incluyendo las secuencias codificantes del
péptido de senal)
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aatgetaciactattagtagaatigatgecacctiticagetegegoeccaaatgaaaatalagotaaacaggttattgaccatiigegaaa
tgiatctaaiggicaaactaaatciactcgiicgoagaatigppaatcaacigitaiatpgaatgaaacticcagacaccgiactitagtige
atatttaaaacaighigagetacageattataticageaaiiaageictangecateigeaaaaatgacciciiatcaaaagaageaatiaa
aggtacteictaatccigaccigitgeagtitgcticeggictggiicgotiigaageicgaatiaaaacgogatatitgaagieiiicggge
ticctcttaatctitttgaigeaatcogetitgeticigactataatagtcaggytasagacetgatitttgatitatgeteatictegititcigaa
ctgittanageatitgaggggpaticastgaalattiatgacgaticegeagtatiggacgetatecagictaaacaiittacigttaccooct
ctgzcaaaactictitfgcaaaagceictegotatittgitittatcgicgiciggiasacgaggatiatgatagtgtigetctiactatgect
cgtaaticciitiggeatiatataictgcattagtigaatgtggiaticctaaatctcaacigat gaatctictaccigtaataaigiigticegtt
agftcgtittattaacgiagatitticttcocaacgicelgact ggtataatgagecagttcitaaaategeataaggtaaticacaatgatiaa
agtigaaattaaaccatcicaageccaatitactactegriciggigtticicgicaggegeaagecitaticacigaatgageagettigita
cgtigattigagtaatgaatatceggiictigicaagattacicligat gaaggtcagecagectatgegoctggicigiacacegitcatet
gtecictiicaaagtiggteagticggttcoctiatgatigaccrictgegectogiiceggetaagiaacalggagcaggicucrgatiic
gacacaattiatcaggcgatgatacaaatctecgiigtacittgtiticgegctiggtataatcgctgggugticaaagatgagigttitaggt
atteitttgeotciticgtittaggtiggigecticgtagiggcattacgiattitaccogttiaatggaaacticotcatgaaaaagictitagie
cicaaagociotgiagecgiigeracectogiicogatgCRte o gtgCigagRgiZac galccograasage geoctiiaacicc
cigeaagocicagegacegaatalatoggitatgogigngcgatggiigtigicatigicggegcaactateggiateaagatgtitaag
aaattcacctogaaageaagotgatasacogatacastiasaggetcotitiggagectitttitiggagaitticaacgtgaaaaaattait
attcgcaaticctitagtigiicotttetaticteacteogecgaaacigitgaaagiigtccggoaaaaccecatacagaaaattcatttact
aacgiciggaaagacgacaaaactiiagategitacactaactatgaggucigictgtopaal gotacaggegitatagittutactgat
gacgaaacicagtgitacggtacatgggitcctatigggottgotatccctgaaaatgagggtggtgrcicigagggtggeggitciga
gagtegepgttcigaggeigecggiactaaaccicoigagiacagtgatacacciaticogggetatactiataicaaccctcicgacy
geacttaicogociggiactgageasaacceegotaatcctaatecticteit gaggagtcicagecictiaatactttcatgtiicagaata
ataggliccganatagcaggrggcatiaacigittatacgageactgiactcaaggeactgacccogitaaaactiatiaccagtaca
ctectgtatcatcaaaagecatgtatgacgotiaciggaacggtaaattcagagactgegetttecattctggettiaatgaggaiitaiitgt
itgtgaatatcaaggocaatcgicigacctigoctcaaccioctgicaatgoiggoggeggoictggiggtggtictggtggogectcigs
gegtpgipgctetgagggigeegatictgaggaigecggcicigagupagacpgnecggiogiogctciggitce gutgatitigat
tatgaaaagatgocaaacectantaagugeectal 2acceanaatgceeal gaaancecgclacagicigacgciaaaggcanactt
gatictgtegotacigattacggigetgotatogatggtitcattggtgacgtitceggeciigetaat ggtaatggtectactggtgatittg
ctggctctaaticocasatggetcaagicggigacggtgataaticacetifaaigaataatticcgicaatatttaceticectoccicaate
gotigaatgtcgocciittotcttiggegeiggtaaaccatat gaatiticlatigattotgacaaaataaactiaticogiggigictitgegtt
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tetittatatgrigecaccitiatglatgiattitctacgittgetaacatacigogtaataaggagicitaaicatgeeagtictitigggtatice
gitatiattgogiitcotoggiticctictggtaacttigitcggctatetgettacitticttanaaagggeitoggtaagatagctattgciattt
cattgiitctigetctiatiatigagctiaacicaatictigtggattatcicicigatatiapcpeicaatiaccetctgactitgitcaggigtt
cagitaaticiccogiciaatgogcticoctgtitttatgitaticiciciglaaaggotactatiticatitiigacetiaaacasaaaatcgitc
ttatttggattgggatanataatatggotgiitatttigiaaciggeaaatiaggetciggasagacgetcgttagegitggtaagatteagg
ataaaatigiagctgggtacaasatageaaciaatciigaittaaggeiicasaacciccogeaagiogggagaticgotaaaacgoctc
gegitctiagaataccggataagectictatatcigattigettgeiatiggocgegetaat gaticotacgatgannatanaaacgaetty
citgticicpatgagigegetaciiggtitaatacecglictipgaatgataaggaaagacageogatiatigatiggitictacatgetegt

aaattaggaigggatatiattittcitgttcageactiateiattgtigataaacaggegegtictgeaitageigaacatgitgtitattgiogt

cgtciggacagaatiacittacctiitgtoggtacttiatatictottatiaciggotogaaaatgecictgociaaattacatgiggegtigit

aaatatggegatictcaatiaagecctactgitgagegtiggeittatactggiaagaatttetalaacgcatatgatactaaacaggotint
ctagtaattatgaticeggigttiaticiiatitaacgectiatiiatcacacggicgatatttcaaaccatiaaatitaggicagaagatgaag

cttactaaastatattigaaaaagitticacgegtictiigictigegattggatitgeatcageatttacatatagttatataacecaacciaag
ceggaggitaaaaaggiagicicteagacctatpatittgataaaticaciatigacictictcagegictiaatctaageiategetatglitt
casggaticiaaggganaattasitaatagegacgatttacagaagoaaggitaticacicacatatattgatitaigtactgittccatiaaa
aaagglaaticaaatgaaatigitanatetaatiaatitigitictigatettigtitcatcatcicttitgetcaggiaatigaaatzgaataatic
gcctcigegegatiitgtaactiggtaticaaageaatcaggegaatcogitaigiticicecgatgtaaaagglactgitacigiatatica
tetgacgitaaacctgaaaatetacgeaattictitattictgtittacgigcaaatgattitgatatgglaggttetaaccoticeatiaticaga
agtataatccaaacaatcagpatiatattgatgaatigecatcatctgataatcaggaatatgatpataaticegetectictggtgaittcitt
gticcgeaaaatgataatgtiactcaaactittaaaatiaataacgiicgggcanaggatttaatacgagitgicgaatigtitgiaaagion
atacttctaaatccicaaatgtiatiatciatigacggetctaatciattagitgttagigetcotaaagatatittagataacettccteaaticott
tcaactgtigattigecaacigaccagatatigattgagegtiigatatitgagaticagcaaggigatgetitagatitticattigeigetgy
cleteagegiggeacigitgeagacgaigitaatactgacogootcaccictghiftaicicigotggtegticgiicgptatititaaigec
galgitttaggegctatcagticgegeatiaaagactaatagocaticaaaaatatigictgigecacgiaticttacgetticaggicagaag
gRiictateictgtigeccagaaigiccetttiattactggtcgigigactggtpaatcigocaat giaaataatceatticagacgaiigage
gtcasaatgiaggiatitccatgagegttittoctgitgeaatggotggogytastatigitciggatatiaccageaaggoogatagitiga
gtictictacteaggeaagtpatgttatiaciaatcanagaagiattpctacaacggtiaatitpeptgatgeacagaciciittacte gty

gectcactgatiataaaaacacticicaggaitctggegtacegticctgicianaatcectiiaatcggoctoctgitfagetocegetotg

attctaacgaggaaageacgiiatacgigetogicaaageaaccatagtacgegeccigtagoggogeattaagegoeggoagataty
giggtiacgegeagogigaccgciacaciigecagegecctagegeccgaicctitegetitcticeciiceittcicgecacgtitogeeg
getiiccecgicaageictaaatcggagreiccctitagggticcgatiiagtgetitacggoaccicgaccceaaaaaactigattigeg
tgatggiicacgiagtggyccatcgoccigatagacggiitticgeccitigacgitggagtocacgticittaatagtggacictigitcca
aaciggaacaacacicaaccoiatcicgggctattciitigaittaiaagggatittagecgaiifcggaaccaccalcacacaggatiiicg

cotgeiggggeaaaccagegiggacegoiigetgeaactcicteagagccaggeggtgasgggcaatcagetgitgccegicteget
goigazaagaazaaccaccciggogoccaatacgeaaacogecioteccegogegtippecgaticattaalgeagclggeacgac

aggtitccegactggaaagoeggecagigagegcaacgeaaitaaigigagtiagetcacicaitaggeaceccaggeitgacacttiat
goticcggetogtataatgigtigoaatigigageggataacaatitcacacgocaaggagacagicataatgaastacotatigectacg
geagecgotggatigtiatiactegotgeccaaccagocatgaccggeggaggalcingcpagcasaageicatiagigaagagoat
citgeegagacagiggagagcigectggocaagiogoacacegagaacageitcaccaaigittgganggatgataagacecigga

cegotatgecaattacgaaggitgctiatggaacgcaaceggigigaitgtgtgcacaggegatgagacecaatgetatggeacct gy
gigcoegateggiciggeaaliccggagaacgnaggcegagglagtgaaggageliopanglQaagaCERagRalcgyangegey
tggcacaaagocaccagaatalggagacaceecgaticcaggiiacacctacattastccgeiggatgatacatacectceaggeace
gaacagaatecggoaaacecgaacecgageciggaagasagocaacegoigaacacatitatgiiccanaacaacegiittcgiaac

cgicasggageccigacegtalacaccggiacagigacecagggtiacagalcoggigaagacctactalcaatatacaccggitage
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agcaaggeaatgtacgatgcaiatiggaatggcaagtitcgtgatigtacaittcatageggtiicaacgaagaccigittgigigegaat

accagggtcagageagogatitacegeagecaccggtiaacgeagiggingasygcggagugggangiygeggiugaicagaag
geggaggaleggaangagetagoagioaageageagoaagiaageageeeoatcagganatoaiancaoaagygegact
CEactaceagaagatEgreaatgcanacasagececaaigacagagaacecagacgagantgcactgcanagieatucanagey
taagetggacagegitgeaaccgactatggageageaatigacggottiateggagatgicagegetotgucgaacggeascygay

caacaggegacticgcagglagoaacagocagatggoacaggitggagaiggegacaacagiocgolgalgaacaaciticgecag
taceigecgagicigecacaaagegicgagtgeogicogitigitticggigeaggcaagecgtacgagitcageatcgacigegatan
gattaatctitttcgegpagiiticgcaticctgetgtacgtggeaacgttcatgtacgitticageaccticgecaatatctiacgraacaas
gaaagelaagoaalagegaagageeccgcaccgaicgecaticocaacagitgegeagoctgaalggegaatggogetitgecigg
titccggeaccagaageggigecggaaagetygotggagtgcgatettcetgaggeogatactgtogtcgtecectcaaactgyucag

atgeacgettacgatgcacoeatctacaccaacgtgacctaicccatiacguicaatecgeogtttgticccacggagaatecgacgeg
tgtiactogctcacatttaatgtigatgaaagetggctacaggaageccagacgegaatiatiittgatggcgitcciatiggtiaanaaat
gagctgatitaacaaaaatttaatgogaatttiaacaaaatattaacgtitacaatitasatatitgeitatacaatcttcoigtittguggctitt
cigattatcaaccgggeiacaiatgatigacalgetagtittacgatiacegiteatogatictettgitigetocagactetcaggoaatgac
cigatagectitgtagatctcicansaatagetacectcicogecaitaatitaicageiagaacggtignataicatatigatggigatitea
ctgtetceggoctttcicacectiitgaatetitacetacacattactcaggcatigeatttazaatatatgagggtictaaaaatititatectty
cgttgaaataaaggcticicoogoasaagiattacagggicataatgitittggiacaaccgatitagetitatgoictgaggcittatigest

aattigctaatictttgocttgectgtatgatttattggacgtt

SEQ ID NO: 16 (secuencia de nucleétidos que codifica el engarce peptidico del clon 18-24, 18-22, 18-4)
ggcggaggatctgge

SEQ ID NO: 17 (secuencia de nucleétidos que codifica el péptido de senal endogeno de la P.llI del
bacteriofago M13)
gtgaaaaaattattattcgcaattcctttagttgttcctttctattctcactcc

SEQ ID NO: 18 (aminoacidos del péptido de sefial endégeno de la P.llI del bacteriéfago M13)
VKKLLFAIPLWPFYSHS

SEQ ID NO: 19 (secuencia de nucleétidos que codifica el péptido de seinal pelB)
atgaaatacctattgcctacggcagccgctggattgttattactcgctgcccaaccagcecatggec

SEQ ID NO: 20 (péptido de sefial pelB)
MKYLLPTAAAGLLLLAAQP AMA

SEQ ID NO: 21 (secuencia de aminoacidos del producto del gen g.lll de TS maduro que comprende la
sustitucion L8P) (sin péptido de seiial))

AETVESCPAKSHTENSFINVWEDDKTLDRY ANYEGCLWNATGVVVUTGRETOCYG
TWVPIGLAIPENEGGGSEGGGSEGGGIEGGOGTRPPEYGDTPIPGY TYINPLDGTYPPG
TEOQONPANPNPSLEESQPLNTIMEOQNNREFRNROQGALTVYTOGTVTQGTIDPVETYYOYT
PVSSKAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDLFVCEYQGQSSDLPOPPVNAGGGSGGG
SGGGSEGGGSEGGGSEGGGSEGHGSGGGSGRGDFDYEKMANANKGAMTENADEN
ALOSDAKGKEDSVATDY GAAIDGFIGDVSGLANGNGATGDEAGINSOMAQVGDGD

NSPLMNNFROYLPSLPOSVECRPEVIGAGKPYEFSIDCDKINLFRGVFAPLLYVATEFM
YVFSTFANILRNKES

SEQ ID NO: 22 (secuencia de aminoacidos del producto del gen g.lll de TS maduro que comprende la
sustitucion S11P) (sin péptido de seiial))
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AETVESCLAKPHTENSFTNVWEKDDKTLDRYANYEGCLWNATGYVVVCTGRETQCY
GTWVPIGLAFENEGGGSEGGGSEGGOSEGOGTKPPEYGDTPIPGY TYINPLDGTYPP
GTEONPANPNERLEESQPLNTFMEFQNNRERNRQGALTVYTGIVTQGTDPVKTYYQY
TPVSSKAMYDAYWNGKFRDCAFHSGFNEDLFVCEYQGQSSDLPOPPVNAGGGSGE
GRGGOSEGGGSEGGGSEGGGSEGGUGSGGHSGSGRFDYERMANANKGAMTENADE
NALQSDAKGKLDSVATDYGAAIDGHFIGDVSGLANGNGATGDFAGSNSOQMAQVGDG
DNSPLMNNFROQYLPSLPOSVECRPFVFGAGKPYEFSIDUDKINLFRGVFAFL LY VATF
MYVESTFANILRNKES

SEQ ID NO: 23 (secuencia de nucleétidos que codifica el producto del gen g.lll de TS maduro que comprende
la sustitucion L8P) (sin péptido de senal))

gocgaaactgttgasagiigtocggeaaaatcccatacagaaaaticatitactaacgictggaaagacgacaaaactitagategtiac
gotaactatgagggctotetgiggaatoctacaggegtigtagtiigtaciggigac gaaactcagigitacggtacatggeticetattg

ggcttgetateectgaaaatgaggetgatgecictgagestggcgettotgaggutoncontictigagaptosogatactaaaccioc
tgagtacggigatacacctaticegggctatactiataicaacceictegacggeactiatccgectggtactgageasaaceccgotaa
tectaatecticictigaggagicteagoctettaatactitcatgiticagaataataggticcgaaataggeagogggcatiaacigittat
acgggeactgtiacicaaggeactgacooegtianaacttattaccagtacactcctgtatoatcaaaagecatgtatgacgcttactzaa
acgginaaticagagactgegctitccattciggetitantgaggatitattighiigigaatatcaaggocaategicigaccigecicaac

ctectgteaatgotggeggoegcietgatggtgatictgtzgcgyctolgaggRtg gt guctctgagg e o gRtictgagegtae
cggetetgaggeagaceticoggtegtggctctgaticegetgatittpatialgaaaagatggcaaacgctaataagegociaty

accgasaatgocgatgaasacgogctacagtcigacgctasaggeasactigaticigicgotactgatiacggtecigetatcgatgg
ttcattggtgacgtitceguoctigotaatgptaatggtgetactggtgattttgetggetctaaticecaaatggcteaagtoggtgacgy
tgataaticacciitastgaataatitcogicaatattiaccticeoicocicaateggit gaatgicgeoctitigictitggegctugtaaace
alatgaaittictatigatigtgacaaaatanactiaticegiggigtctitgcgtticttitatat gitgecaceittalglat gtatttictac gttt

gctaacatactgegtaataaggagict

SEQ ID NO: 24 (secuencia de nucleétidos que codifica el producto del gen g.lll de TS maduro que comprende
la sustitucion S11P) (sin péptido de seiial))

googaascigtigaaagtigittagcaaaacocccatacagaaaattcatitaciaacgictggaaagacgacaaaacittagatogttacg
ctaactatgagegctgtctgiegaatactacaggeatigtagtitgtactggigacgaaacteagighiacagtacatpggticetatteg
geltpotatecctgaasatgagggiggtosctcigagegtogcggtictgagagtegoggtictgagegtgpogtactaaacetoct
gagiacggtgatacacctaticcgggotatactiatatcaacectoiogacggeacttatcogeciggiacigageaaaacecogetaat
cetaatcctictoligaggagicicagecicitaataciitcat giticagaataataggitccgaaataggcaggggacaitaactgitiata
cgggeacigitacicaaggeactgaccoogiiaaaactiattaccagiacactocigiaicatcaaaagecatglatgacgciiaciggan
cggtaaaticagagactgegetttecatictggctitaatgagyattiattipiitgtnaatatcaaggccaategiotgacetgocteaacct
cetgicaatgoigecggegeciciggiggigatictpptgncpaoictigagggiggigoctcigagegisgeegiicigagaatgsc

ggetctgagggagacgaticcggiaatagcteigeiicoggigatitigattaigaaaagatggcanacgctaataagggggctatga

cogaaaatgecgatgaaaacgogotacagictgacyctaaagycaaacttgaticigtegotacigatiacggigotgotatogat gutt
teattggteacgtitccggectigctaatggiaatggigctactggigatitigctgecictaaticecaaatggeicaagicggigacat

gataattcacctitaatgaataatiicegtcaatatitaccticccteccteaatcggtigaatgtegecctittgteittggegciggtanace

atatgaatittctatigattgtgacaaaatanacttattccgigutgictitgegtttotttiatat gitgecacctitat giat gtattttetacgete

gctaacatactgegtaataaggagtict

SEQ ID NO: 25 (Secuencia de aminoacidos de Fab_HC)
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EVOLVESGGGLVOPGRSLELSCAASGEFTFDDY AMHWVROAPGKGLEW VSAITWNS
GHIDYADSVEGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVY YCAKVSYLSTASSLDYW
GOGTLVTVSSASTEKGPSVEPLAPSSKSTSGOTAAL GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLOSSGLY SLASVVTVPSSSLGTOTYIONVNHKPSNTK VDR K AEPKSC

SEQ ID NO: 26 (Secuencia de aminoacidos de Fab_LC)

DIOMTOSPSSLEARVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQORPGKAPKLLIY AASTLOSG
VPSRESGSGSGTIDFTLTISSLOPEDVATYYCORYNRAPYTFGOGTKVEIKRTVAAPSY
FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWEKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 27 (secuencia de nucleétidos que codifica el Fab_HC)

gaggucagctggtguagictyguggagactiggtacagoectgggaggtocctgagactctectgtgeagecteiggatteaccity
aigactatgecaigeactgggtocgecaggciccaggraagggpctggagtgrstgteagetattaciiggaatagiggicacataga
ctacgeagacteogtggaggeocggitcaceateiccagagacaatgocaagaactecotgtaletgoaaatgaacagocigaygagc
cgaggacacggecgiatattactgtgcgaaagigagetacctgagtactgeciccagectggactactggggccaaggaaceeiggt
caccgtotecicageciccaccaagggoccateggtetteeecciggeaceetoctecaagageacctotgguggeacageggecct
ggactgectggicaaggactacitoccegaaceggigacggigicgiggaacteaggegeccigaccageggogtgeacacctico
cggctgicctacagtecteaggacictacicocticageagegtygtyacogigeectecageagettgggeacceagacctacatcetg
caacgigaalcacaageccageaacaccaagiggacaagaaagragageccaaatcitge

SEQ ID NO: 28 (secuencia de nucleétidos que codifica el Fab_LC)

gacatccagatgacceagictecatectecotgielgeatetglaggagacagagtcaccatCcactigeogugegagtCaggacatic
geaattatitageciggiatcageagaaaccagggaaageicoiaagetoctgatatatgotgeatccactitgeaatcaggggtoccat
cteggticagtegeagigeaictgggacagatttcacteicaccatcageagocigeagecigaagatgtigeaaciiatiactaicaac
getataaecgigeccetiacacgiicggecaagyugaccaaggiggaaatoaaacgaact gigact geaccatctgietteaicticeey
ccatcigatgagoagiigaaaiciggaacigecteigitgigigecigotgaataacticlateccagagaggecaaagiacagiggaag
gtggataacgecctecaatogggtaacteccaggagagtgicacagagoaggacageaaggacageacetacagecteageagoa
cocigacacigagcaaagcagactacgagaanacacaaagictacgoctgogaagicacceacaggecclgagicgecegicacs
BagAZCHCARCALELEEALALIEs

SEQ ID NO: 29 (péptido de senal Pho A) VKQSTIALALLPLLFTPVAKA

SEQ ID NO: 30 (secuencia de nucleétidos que codifica el péptido de seial Pho A)
gtgaaacaaagcactattgcactggcactcttaccgttactgtttacccctgtcgcaaaagec

SEQ ID NO: 31 (péptido marcador HA)
YPYDVPDYAS

SEQ ID NO: 32 (secuencia de nucleétidos que codifica el péptido marcador HA)
tacccgtacgacgttccggattatgccage

SEQ ID NO: 33 (secuencia de aminoacidos del engarce peptidico de los clones 18-24, 18-22, y 18-4)
GGGSG

SEQ ID NO: 34 (engarce peptidico)
AEAAAKEAAAKEAAAKA

SEQ ID NO: 35 (engarce peptidico)
AEAAAKEAAAKEAAAKAGGGGS

SEQ ID NO: 36 (engarce peptidico)
AEAAAKEAAAKEAAAKAGPPGP

21



10

15

ES 2751378 T3

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Eli Lilly and Company
Afshar, Sepideh

<120> Vectores fagos de presentacion y procedimientos de uso
<130> X20314

<150> 62/259801
<151> 25-11-2015

<160> 36

<170> Patentin version 3.5
<210>1

<211> 406

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 1

Ala Glu Thr Val Glu Ser Cys Leu Ala Lys
1 5 10

Phe Thr Asn Val Trp Lys Asp Asp Lys Thr
20 25

Tyr Glu Gly Cys Leu Trp Asn Ala Thr Gly
35 40

Asp Glu Thr Gln Cys Tyr Gly Thr Trp Val
50 55

Pro Glu Asn Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly
65 70

Gly Ser Glu Gly Gly Gly Thr Lys Pro Pro
85 90

Ile Pro Gly Tyr Thr Tyr Ile Asn Pro Leu
100 105

Gly Thr Glu Gln Asn Pro Ala Asn Pro Asn
115 120

Gln Pro Leu Asn Thr Phe Met Phe Gln Asn
130 135

Gln Gly Ala Leu Thr Val Tyr Thr Gly Thr

22

Ser

Leu

Val

Pro

Gly

75

Glu

Asp

Pro

Asn

Val

His

Asp

Val

Ile

60

Gly

Tyr

Gly

Ser

Arg

140

Thr

Thr

Arg

Val

45

Gly

Ser

Gly

Thr

Leu

125

Phe

Gln

Glu

Tyr

30

Cys

Leu

Glu

Asp

Tyr

110

Glu

Arg

Gly

Asn

15

Ala

Thr

Ala

Gly

Thr

95

Pro

Glu

Asn

Thr

Ser

Asn

Gly

Ile

Gly

80

Pro

Pro

Ser

Arg

Asp



145

Pro

Tyr

Gly

Asp

Ser

225

Gly

Asp

Glu

Asp

Asp

305

Gly

Leu

Glu

Ile

Leu
385

Val

Asp

Phe

Leu

210

Gly

Gly

Phe

Asn

Ser

290

vVal

Ser

Met

Cys

Asp

370

Tyr

Lys

Ala

Asn

195

Pro

Gly

Gly

Asp

Ala

275

Val

Ser

Asn

Asn

Arg

355

Cys

Val

Thr

Tyr

180

Glu

Gln

Gly

Ser

Tyr

260

Asp

Ala

Gly

Ser

Asn

340

Pro

Asp

Ala

Tyr

165

Trp

Asp

Pro

Ser

Glu

245

Glu

Glu

Thr

Leu

Gln

325

Phe

Phe

Lys

Thr

ES 2751378 T3

150

Tyr

Asn

Leu

Pro

Glu

230

Gly

Lys

Asn

Asp

Ala

310

Met

Arg

Val

Ile

Phe
390

Gln

Gly

Phe

Val

215

Gly

Gly

Met

Ala

Tyr

295

Asn

Ala

Gln

Phe

Asn

375

Met

Leu Arg

Tyr

Lys

Val

200

Asn

Gly

Gly

Ala

Leu

280

Gly

Gly

Gln

Tyr

Gly

360

Leu

Tyr

Asn

Thr

Phe

185

Cys

Ala

Gly

Ser

Asn

265

Gln

Ala

Asn

val

Leu

345

Ala

Phe

vVal

Lys

23

Pro

170

Arg

Glu

Gly

Ser

Gly

250

Ala

Ser

Ala

Gly

Gly

330

Pro

Gly

Arg

Phe

Glu Ser

405

155

Val

Asp

Tyr

Gly

Glu

235

Gly

Asn

Asp

Ile

Ala

315

Asp

Ser

Lys

Gly

Ser
395

Ser

Cys

Gln

Gly

220

Gly

Gly

Lys

Ala

Asp

300

Thr

Gly

Leu

Pro

val

380

Thr

Ser

Ala

Gly

205

Ser

Gly

Ser

Gly

Lys

285

Gly

Gly

Asp

Pro

Tyr

365

Phe

Phe

Lys

Phe

190

Gln

Gly

Gly

Gly

Ala

270

Gly

Phe

Asp

Asn

Gln

350

Glu

Ala

Ala

Ala
175

His

Ser

Ser

Ser

255

Met

Lys

Ile

Phe

Ser

335

Ser

Phe

Phe

Asn

160

Met

Ser

Ser

Gly

Glu

240

Gly

Thr

Leu

Gly

Ala

320

Pro

vVal

Ser

Leu

Ile
400



<210> 2
<211> 406
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 2

Ala

1

Phe

Tyr

Asp

Pro

65

Gly

Ile

Gly

Gln

Gln

145

Pro

Tyr

Gly

Glu

Thr

Glu

Glu

50

Glu

Ser

Pro

Thr

Pro

130

Gly

Val

Asp

Phe

Thr

Asn

Gly

Thr

Asn

Glu

Gly

Glu

115

Leu

Ala

Lys

Ala

Asn

Val

Val

20

Cys

Gln

Glu

Gly

Tyr

100

Gln

Asn

Leu

Thr

Tyr

180

Glu

Glu

Trp

Leu

Cys

Gly

Gly

85

Thr

Asn

Thr

Thr

Tyr

165

Trp

Asp

ES 2751378 T3

Ser

Lys

Trp

Tyr

Gly

70

Gly

Tyr

Pro

Phe

Val

150

Tyr

Asn

Leu

Cys

Asp

Asn

Gly

Gly

Thr

Ile

Ala

Met

135

Tyr

Gln

Gly

Phe

Pro

Asp

Ala

40

Thr

Ser

Lys

Asn

Asn

120

Phe

Thr

Tyr

Lys

Val

Ala

Lys

25

Thr

Trp

Glu

Pro

Pro

105

Pro

Gln

Gly

Thr

Phe

185

Cys

24

Lys

10

Thr

Gly

Val

Gly

Pro

90

Leu

Asn

Asn

Thr

Pro

170

Arg

Glu

Pro

Leu

Val

Pro

Gly

75

Glu

Asp

Pro

Asn

Val

155

Val

Asp

Tyr

His

Asp

Val

Ile

60

Gly

Tyr

Gly

Ser

Arg

140

Thr

Ser

Cys

Gln

Thr

Arg

Val

45

Gly

Ser

Gly

Thr

Leu

125

Phe

Gln

Ser

Ala

Gly

Glu

Tyr

30

Cys

Leu

Glu

Asp

Tyr

110

Glu

Arg

Gly

Lys

Phe

190

Gln

Asn

15

Ala

Thr

Ala

Gly

Thr

95

Pro

Glu

Asn

Thr

Ala

175

His

Ser

Ser

Asn

Gly

Ile

Gly

Pro

Pro

Ser

Arg

Asp

160

Met

Ser

Ser



195

Asp Leu Pro
210

Ser Gly Gly
225

Gly Gly Gly

Asp Phe Asp

Glu Asn Ala
275

Asp Ser Val
290

Asp Val Ser
305

Gly Ser Asn

Leu Met Asn

Glu Cys Arg
355

Ile Asp Cys
370

Leu Tyr Val
385

Leu Arg Asn

<210> 3
<211>1218
<212> ADN

Gln

Gly

Ser

Tyr

260

Asp

Ala

Gly

Ser

Asn

340

Pro

Asp

Ala

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

Pro

Ser

Glu

245

Glu

Glu

Thr

Leu

Gln

325

Phe

Phe

Lys

Thr

Glu
405

ES 2751378 T3

Pro

Glu

230

Gly

Lys

Asn

Asp

Ala

310

Met

Arg

Val

Ile

Phe

390

Ser

Val

215

Gly

Gly

Met

Ala

Tyr

295

Asn

Ala

Gln

Phe

Asn

375

Met

200

Asn

Gly

Gly

Ala

Leu

280

Gly

Gly

Gln

Tyr

Gly

360

Leu

Tyr

Ala

Gly

Ser

Asn

265

Gln

Ala

Asn

Val

Leu

345

Ala

Phe

Val

25

Gly

Ser

Gly

250

Ala

Ser

Ala

Gly

Gly

330

Pro

Gly

Arg

Phe

Gly

Glu

235

Gly

Asn

Asp

Ile

Ala

315

Asp

Ser

Lys

Gly

Ser
395

Gly

220

Gly

Gly

Lys

Ala

Asp

300

Thr

Gly

Leu

Pro

Val

380

Thr

205

Ser

Gly

Ser

Gly

Lys

285

Gly

Gly

Asp

Pro

Tyr

365

Phe

Phe

Gly

Gly

Gly

Ala

270

Gly

Phe

Asp

Asn

Gln

350

Glu

Ala

Ala

Gly

Ser

Ser

255

Met

Lys

Ile

Phe

Ser

335

Ser

Phe

Phe

Asn

Gly

Glu

240

Gly

Thr

Leu

Gly

Ala

320

Pro

Val

Ser

Leu

Ile
400
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<400> 3

gccgagacag tggagagctg cctggccaag tcgcacaccg agaacagctt caccaatgtt 60
tggaaggatg ataagaccct ggaccgctat gccaattacg aaggttgctt atggaacgceca 120
accggtgtgg ttgtgtgcac aggcgatgag acccaatgct atggcacctg ggtgccgatc 180
ggtctggcaa ttccggagaa cgaaggcgga ggtagcgaag gaggtggaag tgaaggcgga 240
ggatcggaag ggggtggcac aaagccacca gaatatggag acaccccgat tccaggttac 300
acctacatta atccgctgga tggtacatac cctccaggca ccgaacagaa tccggcaaac 360
ccgaacccga gcctggaaga aagccaaccg ctgaacacat ttatgttcca aaacaaccgt 420
tttcgtaacc gtcaaggagc cctgaccgta tacaccggta cagtgaccca gggtacagat 480
ccggtgaaga cctactatca atatacaccg gttagcagca aggcaatgta cgatgcatat 540
tggaatggca agtttcgtga ttgtgcattt catagcggtt tcaacgaaga cctgtttgtg 600
tgcgaatacc agggtcagag cagcgattta ccgcagccac cggttaacgce aggtggtgga 660
agcggagggyg gaagtggcgg tgggtcagaa ggcggaggat cggaaggagg tgggagtgaa 720
ggagggggaa gcgaaggagg gggatcagga ggtggtagcg gaagtggcga cttcgactac 780
gagaagatgg ccaatgcaaa caaaggcgca atgacagaga acgcagacga gaatgcactg 840
caaagtgatg caaagggtaa gctggacagc gttgcaaccg actatggagc agcaattgac 900
ggctttatcg gagatgtcag cggtctggcg aacggcaacg gagcaacagg cgacttcgca 960
ggtagcaaca gccagatggc acaggttgga gatggcgaca acagtccgct gatgaacaac 1020
tttegecagt acctgecgag tectgeccacaa agegtcecgagt geegtceegtt tgtttteggt 1080
gcaggcaagc cgtacgagtt cagcatcgac tgcgataaga ttaatctttt tcgeggagtt 1140
ttcgecattce tgctgtacgt ggcaacgttc atgtacgttt tcagcacctt cgccaatatce 1200
ttacgcaaca aagaaagc 1218
<210> 4

<211> 1218

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 4

26



gccgaaactg
tggaaagacg
acaggcgttg
gggcttgcta

ggttctgagg

acttatatca
cctaatcctt
ttccgaaata
ccecgttaaaa
tggaacggta
tgtgaatatc
tctggtggtg
ggtggcgget
gaaaagatgg
cagtctgacg
ggtttcattg
ggctctaatt
ttcegtcaat
gctggtaaac
tttgegttte
ctgcgtaata
<210>5

<211> 1218
<212> ADN

ttgaaagttg
acaaaacttt
tagtttgtac
tccctgaaaa

gtggcggtac

accctctcga
ctcttgagga
ggcagggggc
cttattacca
aattcagaga
aaggccaatc
gttctggtgg
ctgagggagyg
caaacgctaa
ctaaaggcaa
gtgacgtttc
cccaaatggce
atttaccttc
catatgaatt
ttttatatgt

aggagtct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 5
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tccggcaaaa
agatcgttac
tggtgacgaa
tgagggtggt

taaacctcct

cggcacttat
gtctcagect
attaactgtt
gtacactcect
ctgecgettte
gtctgacctg
cggctectgag
cggttcecggt
taagggggct
acttgattct
cggccttget
tcaagtcggt
cctcecctcaa
ttctattgat

tgccaccttt

ccccatacag
gctaactatg

actcagtgtt

ggctctgagg

gagtacggtg

ccgectggta
cttaatactt
tatacgggca
gtatcatcaa
cattctggct
cctcaacctce
ggtggtgget
ggtggctctg
atgaccgaaa
gtcgctactg
aatggtaatg
gacggtgata
tcggttgaat
tgtgacaaaa

atgtatgtat

27

aaaattcatt
agggctgtct
acggtacatg
gtggeggtte

atacacctat

ctgagcaaaa
tcatgtttca
ctgttactca
aagccatgta
ttaatgagga
ctgtcaatgce
ctgagggtgg
gttcecggtga
atgccgatga
attacggtgce
gtgctactgg
attcaccttt
gtcgecettt
taaacttatt

tttctacgtt

tactaacgtc
gtggaatgct
ggttcctatt
tgagggtggce

tcecgggcetat

cceccgcetaat
gaataatagg
aggcactgac
tgacgettac
tttatttgtt
tggcggegge
cggttctgag
ttttgattat
aaacgcgcta
tgctatcgat
tgattttgct
aatgaataat
tgtetttgge
ccgtggtgte

tgctaacata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1218



gccgaaactg
tggaaagacg
acaggcgttg
gggcttgcta
ggttctgagg
acttatatca
cctaatcctt
ttccgaaata
cccgttaaaa
tggaacggta

tgtgaatatc

tctggtggtg
ggtggcgget
gaaaagatgg
cagtctgacg
ggtttcattg
ggctctaatt
ttcecgtcaat
gctggtaaac
tttgegttte
ctgcgtaata
<210>6

<211> 8422
<212> ADN

ttgaaagttg
acaaaacttt
tagtttgtac
tcecctgaaaa
gtggcggtac
accctctcega
ctcttgagga
ggcagggggc
cttattacca
aattcagaga

aaggccaatc

gttctggtgg
ctgagggagg
caaacgctaa
ctaaaggcaa
gtgacgtttc
cccaaatggce
atttaccttce
catatgaatt
ttttatatgt

aggagtct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 6
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tttagcaaaa
agatcgttac
tggtgacgaa
tgagggtggt
taaacctcct
cggcacttat
gtctcagcect
attaactgtt
gtacactcct
ctgecgettte

gtctgacctg

cggctctgag
cggttceggt
taagggggct
acttgattct
cggccttget
tcaagtcggt
cctecectcaa
ttctattgat

tgccaccttt

tcccatacag
gctaactatg
actcagtgtt
ggctctgagg
gagtacggtg
ccgectggta
cttaatactt
tatacgggca
gtatcatcaa
cattctggct

cctcaaccte

ggtggtgget
ggtggctctg
atgaccgaaa
gtcgctactg
aatggtaatg
gacggtgata
tcggttgaat
tgtgacaaaa

atgtatgtat

28

aaaattcatt
agggctgtct
acggtacatg
gtggcggtte
atacacctat
ctgagcaaaa
tcatgtttca
ctgttactca
aagccatgta
ttaatgagga

ctgtcaatgce

ctgagggtgg
gttcecggtga
atgccgatga
attacggtgc
gtgctactgg
attcaccttt
gtcgeecettt
taaacttatt

tttctacgtt

tactaacgtc
gtggaatgct
ggttcctatt
tgagggtggce
tcecgggcetat
cccegcectaat
gaataatagg
aggcactgac
tgacgcttac
tttatttgtt

tggecggegge

cggttctgag
ttttgattat
aaacgcgcta
tgctatcgat
tgattttgcect
aatgaataat
tgtctttgge
ccgtggtgte

tgctaacata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1218



aatgctacta
atagctaaac
cgttcgcaga
gttgcatatt
tctgcaaaaa
ttggagtttg
tcttteggge
cagggtaaag
tttgaggggg
aaacatttta
ggtttttatc
aattcectttt
atgaatcttt
tcttcccaac
caatgattaa

ctcgtcaggg

ctattagtag
aggttattga
attgggaatc
taaaacatgt
tgacctctta
cttcecggtcet
ttcctcttaa
acctgatttt
attcaatgaa
ctgttacccce
gtecgtetggt
ggcgttatgt
ctacctgtaa
gtcctgactg
agttgaaatt

caagccttat
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aattgatgcc
ccatttgcga
aactgttata
tgagctacag
tcaaaaggag
ggttcgettt
tctttttgat
tgatttatgg
tatttatgac
ctctggcaaa
aaacgagggt
atctgcatta
taatgttgtt
gtataatgag
aaaccatctc

tcactgaatg

accttttcag
aatgtatcta
tggaatgaaa
cattatattc
caattaaagg
gaagctcgaa
gcaatccgcet
tcattctegt
gattccgecag
acttcttttg
tatgatagtg
gttgaatgtg
ccgttagttce
ccagttctta
aagcccaatt

agcagctttg

29

ctecgegeccee
atggtcaaac
cttccagaca
agcaattaag
tactctctaa
ttaaaacgcg
ttgcttctga
tttctgaact
tattggacgc
caaaagcctc
ttgctecttac
gtattcctaa
gttttattaa
aaatcgcata
tactactcgt

ttacgttgat

aaatgaaaat
taaatctact
ccgtacttta
ctctaagcca
tcctgacctg
atatttgaag
ctataatagt
gtttaaagca
tatccagtct
tcgectatttt
tatgcectcegt
atctcaactg
cgtagatttt
aggtaattca
tctggtgttt

ttgggtaatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



aatatccggt
tgtacaccgt
gtetgegecet
caggcgatga
caaagatgag
gtggcattac
caaagcctcet
cgatcccgea
tgcgtgggeg
attcacctcg
ttttggagat
attctcactce
ttactaacgt
tgtggaatgce
gggttcctat
ctgagggtgg
ttcegggeta
accccecgctaa
agaataatag
aaggcactga
atgacgctta
atttatttgt
ctggcggegg
gcggttctga
attttgatta
aaaacgcgcet
ctgctatcga
gtgattttge
taatgaataa
ttgtctttgg
tccgtggtgt

ttgctaacat

tcttgtcaag
tcatctgtce
cgtteegget
tacaaatctc
tgttttagtg
gtattttacc
gtagcegttg
aaagcggcect
atggttgttg
aaagcaagct
tttcaacgtg
cgccgaaact
ctggaaagac
tacaggcgtt
tgggcttget
cggttctgag
tacttatatc
tcctaatcct
gttcegaaat
ccccgttaaa
ctggaacggt
ttgtgaatat
ctctggtggt
gggtggegge
tgaaaagatg
acagtctgac
tggtttcatt
tggctctaat
ttteccgtcaa
cgctggtaaa
ctttgegttt

actgcgtaat

ES 2751378 T3

attactcttg
tctttcaaag
aagtaacatg
cgttgtactt
tattettttg
cgtttaatgg
ctaccctegt
ttaactccct
tcattgtegg
gataaaccga
aaaaaattat
gttgaaagtt
gacaaaactt
gtagtttgta
atccctgaaa
ggtggcggta
aacccteteg
tctettgagg
aggcaggggg
acttattacc
aaattcagag
caaggccaat
ggttctggtg
tctgagggag
gcaaacgcta
gctaaaggca
ggtgacgttt
tcccaaatgg
tatttacctt
ccatatgaat
cttttatatg

aaggagtctt

atgaaggtca
ttggtcagtt
gagcaggtcg
tgtttegege
cctetttegt
aaacttccte
tcecgatgetg
gcaagcctca
cgcaactatce
tacaattaaa
tattcgcaat
gtttagcaaa
tagatcgtta
ctggtgacga
atgagggtgg
ctaaacctcc
acggcactta
agtctcagee
cattaactgt
agtacactcc
actgcgettt
cgtctgacct
gcggctcetga
gcggtteegg
ataagggggc
aacttgatte
ccggecttge
ctcaagtcgg
cccteectea
tttctattga
ttgccacctt

aatcatgcca

30

gccagcctat
cggtteecctt
cggatttcga
ttggtataat
tttaggttgg
atgaaaaagt
tctttegetg
gcgaccgaat
ggtatcaage
ggctecetttt
tecetttagtt
atcccataca
cgctaactat
aactcagtgt
tggctctgag
tgagtacggt
tcegeetggt
tcttaatact
ttatacgggce
tgtatcatca
ccattctggce
gcctcaacct
gggtggtggce
tggtggetcet
tatgaccgaa
tgtcgetact
taatggtaat
tgacggtgat
atcggttgaa
ttgtgacaaa
tatgtatgta

gttecttttgg

gcgecectggte
atgattgacc
cacaatttat
cgctgggggt
tgccttegta
ctttagtccect
ctgagggtga
atatcggtta
tgtttaagaa
ggagcctttt
gttcetttet
gaaaattcat
gagggctgtc
tacggtacat
ggtggcggtt
gatacaccta
actgagcaaa
ttcatgttte
actgttactce
aaagccatgt
tttaatgagg
cctgtcaatg
tctgagggtg
ggttceggtyg
aatgccgatg
gattacggtg
ggtgctactg
aattcacctt
tgtcgecectt
ataaacttat
ttttctacgt

gtatteccgtt

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



attattgegt
taaaaagggc
gcttaactca
tgttcagggt
ctctgtaaag
ttgggataaa
tegttagegt
ttgatttaag
ttagaatacc
cctacgatga
ccegttettg
aattaggatg
gttctgecatt
ttgtecggtac
ttggegttgt
ctggtaagaa
ccggtgttta
atttaggtca
gtcttgecgat
aggttaaaaa
agcgtcttaa
gcgacgattt
ttaaaaaagg
gtttcatcat
gtaacttggt
actgttactg
gttttacgtg
aatccaaaca
gataattccg
tttaaaatta

tctaatactt

tteccteggtt
ttcggtaaga
attcttgtgg
gttcagttaa
gctgctattt
taatatggct
tggtaagatt
gcttcaaaac
ggataagcct
aaataaaaac
gaatgataag
ggatattatt
agctgaacat
tttatattct
taaatatggce
tttgtataac
ttcttattta
gaagatgaag
tggatttgca
ggtagtctct
tctaagcectat
acagaagcaa
taattcaaat
cttettttge
attcaaagca
tatattcatc
caaatgattt
atcaggatta
ctecttetgg
ataacgttceg

ctaaatcctce
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tececttetggt
tagctattgce
gttatctctc
ttctececegte
tcatttttga
gtttattttg
caggataaaa
ctcecegecaag
tctatatcetg
ggcttgcettg
gaaagacagc
tttecttgtte
gttgtttatt
cttattactg
gattctcaat
gcatatgata
acgccttatt
cttactaaaa
tcagcattta
cagacctatg
cgctatgttt
ggttattcac
gaaattgtta
tcaggtaatt
atcaggcgaa
tgacgttaaa
tgatatggta
tattgatgaa
tggtttettt
ggcaaaggat

aaatgtatta

aactttgttc
tatttcattg
tgatattagce
taatgcgcett
cgttaaacaa
taactggcaa
ttgtagectgg
tcgggaggtt
atttgettge
ttctcgatga
cgattattga
aggacttatc
gtegtegtcet
gctcgaaaat
taagcecctac
ctaaacaggc
tatcacacgg
tatatttgaa
catatagtta
attttgataa
tcaaggattc
tcacatatat
aatgtaatta
gaaatgaata
tcegttattg
cctgaaaatce
ggttctaacc
ttgccatcat
gttccgecaaa
ttaatacgag

tctattgacg

31

ggctatctge
tttecttgete
gctcaattac
ccetgttttt
aaaatcgttt
attaggctct
gtgcaaaata
cgctaaaacg
tattgggecge
gtgcggtact
ttggtttcta
tattgttgat
ggacagaatt
gcectetgect
tgttgagegt
tttttctagt
tecggtattte
aaagttttca
tataacccaa
attcactatt
taagggaaaa
tgatttatgt
attttgtttt
attcgeccectcet
tttctecega
tacgecaattt
cttccattat
ctgataatca
atgataatgt
ttgtcgaatt

gctctaatct

ttacttttct
ttattattgg
cctectgactt
atgttattct
cttatttgga
ggaaagacgc
gcaactaatc
cctecgegtte
ggtaatgatt
tggtttaata
catgctcegta
aaacaggcgc
actttacctt
aaattacatg
tggctttata
aattatgatt
aaaccattaa
cgcgttettt
cctaagcegg
gactcttctce
ttaattaata
actgtttcca
cttgatgttt
gcgcegatttt
tgtaaaaggt
ctttatttet
tcagaagtat
ggaatatgat
tactcaaact
gtttgtaaag

attagttgtt

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



agtgctccta
actgaccaga
ttttcatttg
ctcacctetg
gggctatcag
attcttacge
actggtegtg
caaaatgtag
ctggatatta
actaatcaaa
ggtggcctca
atccctttaa
tacgtgcteg
tgtggtggtt
cgetttette
ggggctccect
tttgggtgat
gttggagtce
tatctcggge
caggattttc
caggcggtga
gcgcccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga
acggcagecg
ggcgagcaaa
aagtcgcaca
tatgccaatt
gagacccaat
ggaggtagcg

ccagaatatg

aagatatttt
tattgattga
ctgectggcete
ttttatctte
ttcgegeatt
tttcaggtca
tgactggtga
gtatttccat
ccagcaaggce
gaagtattgce
ctgattataa
teggectect
tcaaagcaac
acgcgcageg
ccttecttte
ttagggttce
ggttcacgta
acgttecttta
tattcttttg
gcctgetggg
agggcaatca
cgcaaaccgce
cccgactgga
gcaccccagg
taacaatttc
ctggattgtt
agctcattag
ccgagaacag
acgaaggttg
gctatggcac
aaggaggtgg

gagacaccce
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agataacctt
gggtttgata
tcagcgtgge
tgctggtggt
aaagactaat
gaagggttct
atctgeccaat
gagcgttttt
cgatagtttg
tacaacggtt
aaacacttct
gtttagctcce
catagtacgce
tgaccgctac
tcgeccacgtt
gatttagtgce
gtgggccatce
atagtggact
atttataagg
gcaaaccagc
gctgttgece
ctcteececge
aagcgggcag
cttgacactt
acacgccaag
attactecget
tgaagaggat
cttcaccaat
cttatggaac
ctgggtgccg
aagtgaaggc

gattccaggt

cctcaattece
tttgaggttc
actgttgcag
tegtteggta
agccattcaa
atctctgttg
gtaaataatc
cctgttgcaa
agttcttcta
aatttgecgtg
caggattctg
cgectctgatt
gccctgtage
acttgecage
cgeecggettt
tttacggcac
gcectgatag
cttgtteccaa
gattttgceg
gtggaccgcet
gtctegetgg
gcgttggeeg
tgagcgcaac
tatgcttcceg
gagacagtca
gcccaaccag
cttgeccgaga
gtttggaagg
gcaaccggtg
atcggtctgg

ggaggatcgg

tacacctaca

32

tttcaactgt
agcaaggtga
gcggtgttaa
tttttaatgg
aaatattgtce
gccagaatgt
catttcagac
tggctggcgg
ctcaggcaag
atggacagac
gcgtaccegtt
ctaacgagga
ggcgcattaa
gcectagege
ccccgtcecaag
ctcgacccca
acggtttttce
actggaacaa
atttcggaac
tgctgcaact
tgaaaagaaa
attcattaat
gcaattaatg
gctcgtataa
taatgaaata
ccatggecegg
cagtggagag
atgataagac
tggttgtgtg
caattccgga

aagggggtgg

ttaatceget

tgatttgcca
tgctttagat
tactgaccgce
cgatgtttta
tgtgccacgt
cecttttatt
gattgagegt
taatattgtt
tgatgttatt
tcttttacte
cctgtctaaa
aagcacgtta
gcgcggcggyg
ccgeteettt
ctctaaateg
aaaaacttga
gcecectttgac
cactcaaccc
caccatcaca
ctctcaggge
aaccaccctg
gcagctggca
tgagttaget
tgtgtggaat
cctattgect
cggaggatct
ctgeetggece
cctggaccge
cacaggcgat
gaacgaaggc
cacaaagcca

ggatggtaca

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

6420

6480

6540

6600

6660



taccctccag
ccgctgaaca
gtatacaccg
ccggttagceca
tttcatageg
ttaccgcagce
gaaggcggag
ggaggtggta
gcaatgacag
agcgttgcaa
gcgaacggca
ggagatggeg
caaagcgtcg
gactgcgata
ttcatgtacg
gcgaagaggce
gctttgectg
ctgaggccga
tctacaccaa
cgacgggttg
cgcgaattat
taatgcgaat
cctgtttttg
acgattaccg
ctttgtagat
tgaatatcat
acctacacat
ttgcgttgaa
aaccgattta
cctgtatgat

<210>7

gcaccgaaca
catttatgtt
gtacagtgac
gcaaggcaat
gtttcaacga
caccggttaa
gatcggaagg
gcggaagtgg
agaacgcaga
ccgactatgg
acggagcaac
acaacagtcc
agtgccgtcce
agattaatct
ttttcagcac
ccgcaccgat
gtttceggea
tactgtcgtce
cgtgacctat
ttactecgcetce
ttttgatggce
tttaacaaaa
gggcttttct
ttcatcgatt
ctctcaaaaa
attgatggtg
tactcaggca
ataaaggctt
gctttatgcet

ttattggacg
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gaatccggca
ccaaaacaac
ccagggtaca
gtacgatgca
agacctgttt
cgcaggtggt
aggtgggagt
cgacttcgac
cgagaatgca
agcagcaatt
aggcgacttc
gctgatgaac
gtttgtttte
ttttcgegga
cttcgecaat
cgeccecttece
ccagaagcgg
gtcccectcaa
cccattacgg
acatttaatg
gttcctattg
tattaacgtt
gattatcaac
ctecttgtttg
tagctaccct
atttgactgt
ttgcatttaa
ctceccgecaaa
ctgaggcttt

tt

aacccgaacc
cgttttegta
gatccggtga
tattggaatg
gtgtgcgaat
ggaagcggag
gaaggagggg
tacgagaaga
ctgcaaagtg
gacggcttta
gcaggtagca
aactttcgece
ggtgcaggca
gttttcgcecat
atcttacgca
aacagttgcg
tgccggaaag
actggcagat
tcaatccgee
ttgatgaaag
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
ctccagactce
ctcecggeatt
ctceggecett
aatatatgag
agtattacag

attgcttaat

33

cgagcctgga
accgtcaagg
agacctacta
gcaagtttcg
accagggtca
ggggaagtgg
gaagcgaagg
tggccaatge
atgcaaaggg
tcggagatgt
acagccagat
agtacctgcecce
agccgtacga
tcectgetgta
acaaagaaag
cagcctgaat
ctggctggag
gcacggttac
gtttgttcce
ctggctacag
gagctgattt
atatttgcett
atgattgaca
tcaggcaatg
aatttatcag
tctcaccctt
ggttctaaaa
ggtcataatg

tttgctaatt

agaaagccaa
agccctgacce
tcaatataca
tgattgtgca
gagcagcgat
cggtgggtca

agggggatca

aaacaaaggc
taagctggac
cagcggtcetg
ggcacaggtt
gagtctgcca
gttcagcatc
cgtggcaacg
ctaagcaata
ggcgaatgge
tgcgatctte
gatgcgccca
acggagaatc
gaaggccaga
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
acctgatagce
ctagaacggt
ttgaatcttt
atttttatce
tttttggtac

ctttgcecettg

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8422



10

15

20

25

30

35
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<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 7

Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu

1 5

<210> 8

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 8
gagcaaaagc tcattagtga agaggatctt 30

<210>9

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 9

Arg Thr Phe Cys Lys Glu Phe Gly Arg Tyr Val Ala Asp Glu Thr Tyr

1 5 10

Cys Ala Ala Leu
20

<210> 10

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 10
aggacttttt gtaaggagtt tgggcggtat gttgcggatg agacgtattg tgctgegcett

<210> 11

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 11

34

10

60



10

15

20

25

30
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Ile Ser Leu Cys Asp Gln Pro Tyr Val Lys Ser Leu Asn Leu Pro Leu

1 5 10

Cys Pro Leu Ala
20

<210> 12

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 12
atttctttgt gtgatcagcc gtatgttaag agtcttaatc ttccgttgtg tcegettgct

<210> 13

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 13

Pro Pro Leu Cys Ser Trp Pro Ala Tyr Gln Lys Phe Gly Gly Pro Leu

1 5 10

Cys Thr Leu Gly
20

<210> 14

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 14
ccteegcetgt gttettggec tgcttatcag aagtttggtg gtcegetgtg tacgcettggt

<210> 15

<211> 8422

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 15

aatgctacta ctattagtag aattgatgcc accttttcag ctcgcgcccc aaatgaaaat

35

60

60

60

15

15



atagctaaac
cgttcgecaga
gttgcatatt
tctgcaaaaa
ttggagtttg
tctttcggge
cagggtaaag
tttgaggggg
aaacatttta
ggtttttate
aattcctttt
atgaatcttt
tctteceaac
caatgattaa
ctcgtcaggg
aatatccggt
tgtacaccgt
gtctgegect
caggcgatga
caaagatgag
gtggcattac
caaagcctct
cgatccecgea
tgegtgggeg
attcacctcg
ttttggagat
attctcactc
ttactaacgt
tgtggaatgce
gggttcctat
ctgagggtgg

ttcegggceta

aggttattga
attgggaatc
taaaacatgt
tgacctctta
cttceggtcet
ttcctettaa
acctgatttt
attcaatgaa
ctgttacccee
gtcgtctggt
ggcgttatgt
ctacctgtaa
gtcctgactg
agttgaaatt
caagccttat
tcttgtcaag
tcatctgtee
cgttecegget
tacaaatctc
tgttttagtg
gtattttacc
gtagccgttg
aaagcggcct
atggttgttg
aaagcaagct
tttcaacgtg
cgccgaaact
ctggaaagac
tacaggcgtt
tgggcttgcet
cggttectgag

tacttatatc
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ccatttgecga
aactgttata
tgagctacag
tcaaaaggag
ggttcgettt
tctttttgat
tgatttatgg
tatttatgac
ctetggcaaa
aaacgagggt
atctgecatta
taatgttgtt
gtataatgag
aaaccatctc
tcactgaatg
attactcettg
tetttcaaag
aagtaacatg
cgttgtactt
tattettttg
cgtttaatgg
ctaccctcegt
ttaactccect
tcattgtcgg
gataaaccga
aaaaaattat
gttgaaagtt
gacaaaactt
gtagtttgta
atccctgaaa
ggtggcggta

aaccctceteg

aatgtatcta
tggaatgaaa
cattatattc
caattaaagg
gaagctcgaa
gcaatccget
tcattectegt
gattccgcecag
acttcttttg
tatgatagtg
gttgaatgtg
ccgttagttce
ccagttetta
aagcccaatt
agcagctttg
atgaaggtca
ttggtcagtt
gagcaggtceg
tgtttegege
cctetttegt
aaacttcctc
tcecgatgetg
gcaagcctca
cgcaactatc
tacaattaaa
tattcgcaat
gtccggcaaa
tagatcgtta
ctggtgacga
atgagggtgg
ctaaacctce

acggcactta

36

atggtcaaac
cttccagaca
agcaattaag
tactctctaa
ttaaaacgceg
ttgcttctga
tttetgaact
tattggacgce
caaaagcctce
ttgctettac
gtattcctaa
gttttattaa
aaatcgcata
tactactcgt
ttacgttgat
gccagcctat
cggttceectt
cggatttega
ttggtataat
tttaggttgg
atgaaaaagt
tctttegetg
gcgaccgaat
ggtatcaagc
ggctcectttt
tcetttagtt
accccataca
cgctaactat
aactcagtgt
tggctctgag
tgagtacggt

tcegeetggt

taaatctact
ccgtacttta
ctctaagcca
tecctgacctg
atatttgaag
ctataatagt
gtttaaagceca
tatccagtcet
tegetatttt
tatgcctegt
atctcaactg
cgtagatttt
aggtaattca
tctggtgttt
ttgggtaatg
gcgectggte
atgattgacc
cacaatttat
cgctgggggt
tgccttegta
ctttagtcet
ctgagggtga
atatcggtta
tgtttaagaa
ggagcctttt
gttectttet
gaaaattcat
gagggctgtc
tacggtacat
ggtggcggtt
gatacaccta

actgagcaaa

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



accccgctaa
agaataatag
aaggcactga
atgacgctta
atttatttgt
ctggcggegyg
gcggttetga
attttgatta
aaaacgcgct
ctgctatcga
gtgattttge
taatgaataa
ttgtetttgg
tcegtggtgt
ttgctaacat
attattgcgt
taaaaagggc
gcttaactca
tgttcagggt
ctctgtaaag
ttgggataaa
tcgttagegt
ttgatttaag
ttagaatacc
cctacgatga
ccegttettg
aattaggatg
gttctgcatt
ttgteggtac
ttggcgttgt

ctggtaagaa

tcctaatcect
gttccgaaat
ccccegttaaa
ctggaacggt
ttgtgaatat
ctctggtggt
gggtggcgge
tgaaaagatg
acagtctgac
tggtttcatt
tggctctaat
tttcegtcaa
cgetggtaaa
ctttgegttt
actgegtaat
ttcecteggtt
ttcggtaaga
attcttgtgg
gttcagttaa
gctgctattt
taatatggcet
tggtaagatt
gcttcaaaac
ggataagcct
aaataaaaac
gaatgataag
ggatattatt
agctgaacat
tttatattct
taaatatggc

tttgtataac
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tctecttgagg
aggcaggggg
acttattacc
aaattcagag
caaggccaat
ggttctggtg
tctgagggag
gcaaacgcta
gctaaaggca
ggtgacgttt
tcccaaatgg
tatttacctt
ccatatgaat
cttttatatg
aaggagtctt
tcettetggt
tagctattge
gttatctcte
ttctececegte
tcatttttga
gtttattttg
caggataaaa
ctcecgecaag
tctatatctg
ggcttgettg
gaaagacagc
tttecttgtte
gttgtttatt
cttattactg
gattctcaat

gcatatgata

agtctcagcce
cattaactgt
agtacactcc
actgcgettt
cgtectgacct
gcggctctga
gcggttccegg

ataagggggc

aacttgattc
ccggecttge
ctcaagtegg
ccctcectea
tttctattga
ttgccacctt
aatcatgcca
aactttgttc
tatttcattg
tgatattagce
taatgcgcett
cgttaaacaa
taactggcaa
ttgtagctgg
tcgggaggtt
atttgettge
ttctecgatga
cgattattga
aggacttatc
gtcgtcgtcet
gctcgaaaat
taagccctac

ctaaacaggc

37

tcttaatact
ttatacgggce
tgtatcatca
ccattctgge
gcctcaacct
gggtggtgge
tggtggctct
tatgaccgaa
tgtecgctact
taatggtaat
tgacggtgat
atcggttgaa
ttgtgacaaa
tatgtatgta
gttcttttgg
ggctatctge
tttecttgete
gctcaattac
ccetgttttt
aaaatcgttt
attaggctct
gtgcaaaata
cgctaaaacg
tattgggcge
gtgcggtact
ttggtttcta
tattgttgat
ggacagaatt
gcetetgect
tgttgagcgt

tttttctagt

ttcatgttte
actgttactc
aaagccatgt
tttaatgagg
cctgtcaatg
tctgagggtg
ggttccggtg
aatgccgatg
gattacggtg
ggtgctactg
aattcacctt
tgtcgececett
ataaacttat
ttttctacgt
gtattecegtt
ttacttttct
ttattattgg
cctetgactt
atgttattct
cttatttgga
ggaaagacgc
gcaactaatc
cctegegtte
ggtaatgatt
tggtttaata
catgctcgta
aaacaggcgc
actttacctt
aaattacatg
tggctttata

aattatgatt

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840



ccggtgttta
atttaggtca
gtcttgcecgat
aggttaaaaa
agcgtcttaa
gcgacgattt
ttaaaaaagg
gtttcatcat
gtaacttggt
actgttactg
gttttacgtg
aatccaaaca
gataattccecg
tttaaaatta
tctaatactt
agtgctceccta
actgaccaga
ttttcatttg
ctcacctetg
gggctatcag
attcttacgce
actggtcegtg
caaaatgtag
ctggatatta
actaatcaaa
ggtggcctca
atccctttaa
tacgtgcectceg
tgtggtggtt
cgetttette
ggggctccct

tttgggtgat

ttecttattta
gaagatgaag
tggatttgca
ggtagtctct
tctaagctat
acagaagcaa
taattcaaat
cttettttge
attcaaagca
tatattcatc
caaatgattt
atcaggatta
ctecettetgg
ataacgttcg
ctaaatccte
aagatatttt
tattgattga
ctgetggetce
ttttatcttc
ttcgegeatt
tttcaggtca
tgactggtga
gtatttccat
ccagcaaggc
gaagtattgc
ctgattataa
tecggectect
tcaaagcaac
acgcgcagceg
ccttecttte
ttagggttcc

ggttcacgta
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acgeccttatt
cttactaaaa
tcagcattta
cagacctatg
cgctatgttt
ggttattcac
gaaattgtta
tcaggtaatt
atcaggcgaa
tgacgttaaa
tgatatggta
tattgatgaa
tggtttettt
ggcaaaggat
aaatgtatta
agataacctt
gggtttgata
tcagegtgge
tgctggtggt
aaagactaat
gaagggttct
atctgeccaat
gagcgttttt
cgatagtttg
tacaacggtt
aaacacttct
gtttagctcce
catagtacgce
tgaccgetac
tecgeecacgtt
gatttagtgce

gtgggccatc

tatcacacgg
tatatttgaa
catatagtta
attttgataa
tcaaggattc
tcacatatat
aatgtaatta
gaaatgaata
tcegttattg
cctgaaaatc
ggttctaacc
ttgccatcat
gttcegeaaa
ttaatacgag
tctattgacg
cctcaattee
tttgaggttce
actgttgcag
tegtteggta
agccattcaa
atctctgttg
gtaaataatc
cctgttgcaa
agttcttcta
aatttgegtg
caggattctg
cgectetgatt
gcecctgtage
acttgccage
cgeceggettt
tttacggcac

geccctgatag

38

teggtattte
aaagttttca
tataacccaa
attcactatt
taagggaaaa
tgatttatgt
attttgtttt
attcgectet
tttctcecga
tacgcaattt
cttccattat
ctgataatca
atgataatgt
ttgtcgaatt
gctctaatcet
tttcaactgt
agcaaggtga
gcggtgttaa
tttttaatgg
aaatattgtc
gccagaatgt
catttcagac
tggctggegg
ctcaggcaag
atggacagac
gcgtaccgtt
ctaacgagga
ggcgcattaa
gcecctagege
cccecgtcaag
ctcgacccca

acggttttte

aaaccattaa
cgegttettt
cctaagecgg
gactcttcte
ttaattaata
actgtttcca
cttgatgttt
gcgegatttt
tgtaaaaggt
ctttatttct
tcagaagtat
ggaatatgat
tactcaaact
gtttgtaaag
attagttgtt
tgatttgcca
tgctttagat
tactgaccge
cgatgtttta
tgtgccacgt
cccttttatt
gattgagcgt
taatattgtt
tgatgttatt
tcttttacte
cctgtctaaa
aagcacgtta
gcgcggceggy
ccgcetecttt
ctctaaatcg
aaaaacttga

gcectttgac

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760



gttggagtcc
tatctcggge
caggattttc
caggcggtga
gcgcccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga
acggcagccg
ggcgagcaaa
aagtcgcaca
tatgccaatt
gagacccaat
ggaggtagcg
ccagaatatg
taccctccag
ccgctgaaca
gtatacaccg
ccggttagea
tttcatagecg
ttaccgecage
gaaggcggag
ggaggtggta
gcaatgacag
agcgttgecaa
gcgaacggca
ggagatggcg
caaagcgtcg
gactgcgata
ttcatgtacg

gcgaagaggc

acgttcttta
tattcttttg
gcctgetggg
agggcaatca
cgcaaaccgc
cccgactgga
gcaccccagg
taacaatttc
ctggattgtt
agctcattag
ccgagaacag
acgaaggttg
gctatggcecac
aaggaggtgg
gagacacccce
gcaccgaaca
catttatgtt
gtacagtgac
gcaaggcaat
gtttcaacga
caccggttaa
gatcggaagg
gcggaagtgg
agaacgcaga
ccgactatgg
acggagcaac
acaacagtcc
agtgcegtcece
agattaatct
ttttcagcac

ccgcaccgat

ES 2751378 T3

atagtggact
atttataagg
gcaaaccagc
gctgttgece
ctcteceege
aagcgggcag
cttgacactt
acacgccaag
attactegcet
tgaagaggat
cttcaccaat
cttatggaac
ctgggtgceg
aagtgaaggc
gattccaggt
gaatccggca
ccaaaacaac
ccagggtaca
gtacgatgca
agacctgttt
cgcaggtggt
aggtgggagt
cgacttecgac
cgagaatgca
agcagcaatt
aggcgacttc
gctgatgaac
gtttgtttte
ttttecgegga
cttcgceccaat

cgcecttece

cttgttccaa
gattttgeceg
gtggaccgct
gtctcgetgg
gcgttggeeg
tgagcgcaac
tatgctteceg
gagacagtca
gcccaaccag
cttgccgaga
gtttggaagg
gcaaccggtg
atcggtctgg
ggaggatcgg
tacacctaca
aacccgaacc
cgttttegta
gatccggtga
tattggaatg
gtgtgcgaat
ggaagcggag
gaaggagggg
tacgagaaga
ctgcaaagtg
gacggcttta
gcaggtagca
aactttecgce
ggtgcaggca
gttttegecat
atcttacgca

aacagttgcg

39

actggaacaa
atttcggaac
tgctgcaact
tgaaaagaaa
attcattaat
gcaattaatg
gctcgtataa
taatgaaata
ccatggecegg
cagtggagag
atgataagac
tggttgtgtg
caattccgga
aagggggtgg
ttaatceget
cgagcctgga
accgtcaagg
agacctacta
gcaagtttcg
accagggtca
ggggaagtgg
gaagcgaagg
tggccaatge
atgcaaaggg
tcggagatgt
acagccagat
agtacctgcecce
agccgtacga
tcectgetgta
acaaagaaag

cagcctgaat

cactcaaccc
caccatcaca
ctctcagggce
aaccaccctg
gcagctggca
tgagttagct
tgtgtggaat
cctattgect
cggaggatct
ctgecectggece
cctggacege
cacaggcgat
gaacgaaggc
cacaaagcca
ggatggtaca
agaaagccaa
agccctgacce
tcaatataca
tgattgtgca
gagcagcgat
cggtgggtca

agggggatca

aaacaaaggc
taagctggac
cagcggtcetg
ggcacaggtt
gagtctgcca
gttcagcatc
cgtggcaacg
ctaagcaata

ggcgaatgge

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620



10

15

20

gctttgecectg
ctgaggccga
tctacaccaa
cgacgggttg
cgcgaattat
taatgcgaat
cctgtttttg
acgattaccg
ctttgtagat
tgaatatcat
acctacacat
ttgcgttgaa
aaccgattta

cctgtatgat

<210> 16
<211>15
<212> ADN

gtttceggea
tactgtcgtce
cgtgacctat
ttactegete
ttttgatggce
tttaacaaaa
gggcttttet
ttcatcgatt
ctctcaaaaa
attgatggtg
tactcaggca
ataaaggctt
gctttatget

ttattggacg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 16

ggcggaggat ctgge

<210> 17
<211> 54
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 17

ES 2751378 T3

ccagaagcgg tgccggaaag
gtcceectcaa actggcagat
cccattacgg tcaatccgec
acatttaatg ttgatgaaag
gttcctattg gttaaaaaat
tattaacgtt tacaatttaa
gattatcaac cggggtacat
ctecttgtttg cteccagactce
tagctaccct ctccggcatt
atttgactgt ctccggcecett
ttgcatttaa aatatatgag
ctceccgcaaa agtattacag
ctgaggcttt attgcecttaat

tt

gtgaaaaaat tattattcgc aattccttta gttgttcctt tctattctca ctcc

<210> 18
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 18

40

ctggctggag
gcacggttac
gtttgttcce
ctggctacag
gagctgattt
atatttgcett
atgattgaca
tcaggcaatg
aatttatcag
tctcaccctt
ggttctaaaa
ggtcataatg

tttgctaatt

15

54

tgcgatctte
gatgcgccca
acggagaatc
gaaggccaga
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
acctgatagce
ctagaacggt
ttgaatcttt
atttttatcc
tttttggtac

ctttgeecttg

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8422



10

15

20

ES 2751378 T3

Val Lys Lys Leu Leu Phe Ala Ile Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser
1 5 10 15

His Ser

<210> 19

<211> 66

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 19

atgaaatacc tattgcctac ggcagccgect ggattgttat tactcgetge ccaaccagcece 60

atggcc 66

<210> 20

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 20

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala
1 5 10 15

Ala Gln Pro Ala Met Ala
20

<210> 21

<211> 406

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 21

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

Phe Thr Asn Val Trp Lys Asp Asp Lys Thr Leu Asp Arg Tyr Ala Asn
20 25 30

Tyr Glu Gly Cys Leu Trp Asn Ala Thr Gly Val Val Val Cys Thr Gly
35 40 45

Asp Glu Thr Gln Cys Tyr Gly Thr Trp Val Pro Ile Gly Leu Ala Ile

41



Pro

65

Gly

Ile

Gly

Gln

Gln

145

Pro

Tyr

Gly

Asp

Ser

225

Gly

Asp

Glu

Asp

50

Glu

Ser

Pro

Thr

Pro

130

Gly

Val

Asp

Phe

Leu

210

Gly

Gly

Phe

Asn

Ser
290

Asn

Glu

Gly

Glu

115

Leu

Ala

Lys

Ala

Asn

195

Pro

Gly

Gly

Asp

Ala

275

Val

Glu

Gly

Tyr

100

Gln

Asn

Leu

Thr

Tyr

180

Glu

Gln

Gly

Ser

Tyr

260

Asp

Ala

Gly

Gly

Thr

Asn

Thr

Thr

Tyr

165

Trp

Asp

Pro

Ser

Glu

245

Glu

Glu

Thr

ES 2751378 T3

Gly

70

Gly

Tyr

Pro

Phe

Val

150

Tyr

Asn

Leu

Pro

Glu

230

Gly

Lys

Asn

Asp

55

Gly

Thr

Ile

Ala

Met

135

Tyr

Gln

Gly

Phe

Val

215

Gly

Gly

Met

Ala

Tyr
295

Ser

Lys

Asn

Asn

120

Phe

Thr

Tyr

Lys

Val

200

Asn

Gly

Gly

Ala

Leu

280

Gly

Glu

Pro

Pro

105

Pro

Gln

Gly

Thr

Phe

185

Cys

Ala

Gly

Ser

Asn

265

Gln

Ala

42

Gly

Pro

90

Leu

Asn

Asn

Thr

Pro

170

Arg

Glu

Gly

Ser

Gly

250

Ala

Ser

Ala

Gly

75

Glu

Asp

Pro

Asn

Val

155

Val

Asp

Tyr

Gly

Glu

235

Gly

Asn

Asp

Ile

60

Gly

Tyr

Gly

Ser

Arg

140

Thr

Ser

Cys

Gln

Gly

220

Gly

Gly

Lys

Ala

Asp
300

Ser

Gly

Thr

Leu

125

Phe

Gln

Ser

Ala

Gly

205

Ser

Gly

Ser

Gly

Lys

285

Gly

Glu

Asp

Tyr

110

Glu

Arg

Gly

Lys

Phe

190

Gln

Gly

Gly

Gly

Ala

270

Gly

Phe

Gly

Thr

95

Pro

Glu

Asn

Thr

Ala

175

His

Ser

Gly

Ser

Ser

255

Met

Lys

Ile

Gly

Pro

Pro

Ser

Arg

Asp

160

Met

Ser

Ser

Gly

Glu

240

Gly

Thr

Leu

Gly



Asp
305

Gly

Leu

Glu

Ile

Leu
385

Leu

<210> 22
<211> 406
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

val

Ser

Met

Cys

Asp

370

Tyr

Arg

Ser

Asn

Asn

Arg

355

Cys

vVal

Asn

Gly

Ser

Asn

340

Pro

Asp

Ala

Lys

<223> Construccion sintética

<400> 22

Ala

Phe

Tyr

Asp

Pro

65

Gly

Ile

Glu

Thr

Glu

Glu

50

Glu

Ser

Pro

Thr

Asn

Gly

35

Thr

Asn

Glu

Gly

val

Val

20

Cys

Gln

Glu

Gly

Tyr

Leu

Gln

325

Phe

Phe

Lys

Thr

Glu
405

Glu

Trp

Leu

Cys

Gly

Gly

Thr

ES 2751378 T3

Ala

310

Met

Arg

val

Ile

Phe

390

Ser

Ser

Lys

Trp

Tyr

Gly

70

Gly

Tyr

Asn

Ala

Gln

Phe

Asn

375

Met

Cys

Asp

Asn

Gly

55

Gly

Thr

Ile

Gly

Gln

Tyr

Gly

360

Leu

Tyr

Leu

Asp

Ala

40

Thr

Ser

Lys

Asn

Asn

Val

Leu

345

Ala

Phe

val

Ala

Lys

25

Thr

Trp

Glu

Pro

Pro

43

Gly

Gly

330

Pro

Gly

Arg

Phe

Lys

10

Thr

Gly

val

Gly

Pro

90

Leu

Ala Thr

315

Asp Gly

Ser Leu

Lys Pro

Gly Vval
380

Ser Thr

395

Pro His

Leu Asp

Val vVal

Pro Ile

60

Gly Gly
75

Glu Tyr

Asp Gly

Gly

Asp

Pro

Tyr

Asp Phe

Asn Ser

335

Gln Ser

350

365

Phe

Thr

Arg

Val

45

Gly

Ser

Gly

Thr

Phe

Glu

Tyr

30

Cys

Leu

Glu

Asp

Tyr

Glu Phe

Ala Phe

Ala Asn

Ala

320

Pro

Val

Ser

Leu

Ile
400

Asn Ser

15

Ala Asn

Thr Gly

Ala Ile

Gly Gly

Thr Pro

95

Pro Pro



Gly

Gln

Gln

145

Pro

Tyr

Gly

Asp

Ser

225

Gly

Asp

Glu

Asp

Asp

305

Gly

Leu

Thr

Pro

130

Gly

Val

Asp

Phe

Leu

210

Gly

Gly

Phe

Asn

Ser

290

Val

Ser

Met

Glu

115

Leu

Ala

Lys

Ala

Asn

195

Pro

Gly

Gly

Asp

Ala

275

Val

Ser

Asn

Asn

100

Gln

Asn

Leu

Thr

Tyr

180

Glu

Gln

Gly

Ser

Tyr

260

Asp

Ala

Gly

Ser

Asn
340

Asn

Thr

Thr

Tyr

165

Trp

Asp

Pro

Ser

Glu

245

Glu

Glu

Thr

Leu

Gln

325

Phe

ES 2751378 T3

Pro

Phe

Val

150

Tyr

Asn

Leu

Pro

Glu

230

Gly

Lys

Asn

Asp

Ala

310

Met

Arg

Ala

Met

135

Tyr

Gln

Gly

Phe

Val

215

Gly

Gly

Met

Ala

Tyr

295

Asn

Ala

Gln

Asn

120

Phe

Thr

Tyr

Lys

Val

200

Asn

Gly

Gly

Ala

Leu

280

Gly

Gly

Gln

Tyr

105

Pro

Gln

Gly

Thr

Phe

185

Cys

Ala

Gly

Ser

Asn

265

Gln

Ala

Asn

Val

Leu
345

44

Asn

Asn

Thr

Pro

170

Arg

Glu

Gly

Ser

Gly

250

Ala

Ser

Ala

Gly

Gly

330

Pro

Pro

Asn

Val

155

Val

Asp

Tyr

Gly

Glu

235

Gly

Asn

Asp

Ile

Ala

315

Asp

Ser

Ser

Arg

140

Thr

Ser

Cys

Gln

Gly

220

Gly

Gly

Lys

Ala

Asp

300

Thr

Gly

Leu

Leu

125

Phe

Gln

Ser

Ala

Gly

205

Ser

Gly

Ser

Gly

Lys

285

Gly

Gly

Asp

Pro

110

Glu

Arg

Gly

Lys

Phe

190

Gln

Gly

Gly

Gly

Ala

270

Gly

Phe

Asp

Asn

Gln
350

Glu

Asn

Thr

Ala

175

His

Ser

Gly

Ser

Ser

255

Met

Lys

Ile

Phe

Ser

335

Ser

Ser

Arg

Asp

160

Met

Ser

Ser

Gly

Glu

240

Gly

Thr

Leu

Gly

Ala

320

Pro

Val



Glu Cys Arg Pro

355

Ile Asp Cys Asp
370

Leu Tyr Val Ala

385

ES 2751378 T3

Phe Val Phe

Ile Asn

375

Lys

Thr Phe

390

Met

Gly Ala Gly Lys Pro Tyr Glu Phe Ser
360 365

Leu Phe Arg Gly Val Phe Ala Phe Leu
380

Tyr Val Phe Ser Thr Phe Ala Asn Ile
395 400

Glu
405

Leu Arg Asn Lys Ser

<210> 23

<211>1218

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 23

gccgaaactg
tggaaagacg
acaggcgttg
gggcttgcta
ggttctgagg
acttatatca
cctaatcctt
ttccgaaata
cccgttaaaa
tggaacggta
tgtgaatatc
tctggtggtg
ggtggegget
gaaaagatgg
cagtctgacg
ggtttcattg
ggctctaatt
ttecegtcaat

gctggtaaac

tttgegttte

ctgcgtaata

ttgaaagttg
acaaaacttt
tagtttgtac
tcecctgaaaa
gtggecggtac
accctctcega
ctcttgagga
ggcagggggc
cttattacca
aattcagaga
aaggccaatc
gttctggtgg
ctgagggagg
caaacgctaa
ctaaaggcaa
gtgacgtttce
cccaaatggce
atttaccttc

catatgaatt

ttttatatgt

aggagtct

tcecggcaaaa
agatcgttac
tggtgacgaa
tgagggtggt
taaacctcct
cggcacttat
gtctcagect
attaactgtt
gtacactcct
ctgegettte
gtctgacctg
cggctectgag
cggttceggt
taagggggct
acttgattct
cggecttget
tcaagtcggt
cctcectcaa

ttctattgat

tgccaccttt

tcccatacag
gctaactatg
actcagtgtt
ggctctgagg
gagtacggtg
ccgectggta
cttaatactt
tatacgggca
gtatcatcaa
cattctggcet
cctcaaccte
ggtggtggcet
ggtggctetg
atgaccgaaa
gtcgectactg
aatggtaatg
gacggtgata
tcggttgaat

tgtgacaaaa

atgtatgtat

45

aaaattcatt
agggctgtct
acggtacatg
gtggeggtte
atacacctat
ctgagcaaaa
tcatgtttca
ctgttactca
aagccatgta
ttaatgagga
ctgtcaatgc
ctgagggtgg
gttccggtga
atgccgatga
attacggtgce
gtgctactgg
attcaccttt
gtecgececcettt

taaacttatt

tttctacgtt

tactaacgtc
gtggaatgct
ggttcctatt
tgagggtggce
tcegggetat
cccegcetaat
gaataatagg
aggcactgac
tgacgcttac
tttatttgtt
tggcggegge
cggttctgag
ttttgattat
aaacgcgcta
tgctatcgat
tgattttgcet
aatgaataat
tgtectttgge

ccgtggtgtce

tgctaacata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1218



10

15

<210> 24
<211>1218
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 24

gccgaaactg
tggaaagacg
acaggcgttg
gggcttgcta
ggttctgagg
acttatatca
cctaatccectt
ttccgaaata
cccgttaaaa
tggaacggta
tgtgaatatc
tctggtggtg
ggtggcgget
gaaaagatgg
cagtctgacg
ggtttcattg
ggctctaatt
ttcegtcaat
gctggtaaac
tttgegttte

ctgcgtaata

<210> 25
<211> 224
<212> PRT

ttgaaagttg
acaaaacttt
tagtttgtac
tccectgaaaa
gtggcggtac
accctctcga
ctcttgagga
ggcagggggc
cttattacca
aattcagaga
aaggccaatc
gttctggtgg
ctgagggagg
caaacgctaa
ctaaaggcaa
gtgacgtttc
cccaaatggce
atttaccttc
catatgaatt
ttttatatgt

aggagtct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 25

ES 2751378 T3

tttagcaaaa
agatcgttac
tggtgacgaa
tgagggtggt
taaacctcct
cggcacttat
gtctcagecet
attaactgtt
gtacactcct
ctgcgecttte
gtctgacctg
cggctcectgag
cggtteeggt
taagggggct
acttgattct
cggccttget
tcaagtcggt
cctecccteaa
ttctattgat

tgccaccttt

ccccatacag
gctaactatg
actcagtgtt
ggctctgagg
gagtacggtg
ccgectggta
cttaatactt
tatacgggca
gtatcatcaa
cattctggct
cctcaacctce
ggtggtggcet
ggtggctctg
atgaccgaaa
gtcgctactg
aatggtaatg
gacggtgata
tcggttgaat
tgtgacaaaa

atgtatgtat

46

aaaattcatt
agggctgtct
acggtacatg
gtggcggtte
atacacctat
ctgagcaaaa
tcatgtttca
ctgttactca
aagccatgta
ttaatgagga
ctgtcaatgce
ctgagggtgg
gttececggtga
atgccgatga
attacggtge
gtgctactgg
attcaccttt
gtecgececettt
taaacttatt

tttctacgtt

tactaacgtc
gtggaatgct
ggttecctatt
tgagggtgge
tccgggcetat
ccecegcetaat
gaataatagg
aggcactgac
tgacgcttac
tttatttgtt
tggcggegge
cggttctgag
ttttgattat
aaacgcgcta
tgctatcgat
tgattttgcet
aatgaataat
tgtectttgge
ccgtggtgtce

tgctaacata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1218



Glu Vval

Ser Leu

Ala Met

Ser Ala
50

Glu Gly
65

Leu Gln

Ala Lys

Gln Gly

Val Phe
130

Ala Leu
145

Ser Trp

Val Leu

Pro Ser

Lys Pro
210

<210> 26
<211> 214
<212> PRT

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Val

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Phe

Asn

Ser

100

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

Val

Ser

Val

Trp

Thr

Ser

85

Tyr

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

ES 2751378 T3

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Ser

Val

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val
215

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Thr

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

47

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Ser

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Lys

Leu

Phe

Lys

Asp

Ala

75

Thr

Ser

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Ile

Ala

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu
220

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

205

Pro

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Phe

Val

190

Val

Lys

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Cys



<400> 26

Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

<210> 27
<211> 672
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Ile

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Gln

Val

Trp

Ala

Ser

Val

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2751378 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

48

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Arg

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Arg

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Arg

30

Leu

Phe

Leu

Ala

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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<400> 27
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc
tcectgtgcag cctetggatt cacctttgat
ccagggaagg ggctggagtg ggtgtcaget
gcagactccg tggagggccg gttcaccatc
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac
tacctgagta ctgcctceccag cctggactac
tcagecctcecca ccaagggecece atcggtette
gggggcacag cggccctggg ctgectggte
tcgtggaact caggcgcccet gaccagegge
tcaggactct actccctcag cagegtggtg
acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc
cccaaatctt gc

<210> 28

<211> 642

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 28

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcece

atcacttgcec gggcgagtca gggcattcge

gggaaagctc ctaagctcct gatctatget

cggttcagtg gcagtggatc tgggacagat

gaagatgttg caacttatta ctgtcaacgce

gggaccaagg tggaaatcaa acgaactgtg

tctgatgage agttgaaatc tggaactgcce

cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg

gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac

ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa

ctgagctcge ccgtcacaaa gagcttcaac

<210> 29

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ttggtacagc
gactatgcca
attacttgga
tccagagaca
acggccgtat

tggggccaag
ccecetggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgcecect

agcaacacca

ctgtctgcat
aattatttag
gcatccactt
ttcactctca
tataaccgtg
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgcce
agcacctaca

gtctacgcect

aggggagagt

49

ctgggaggtc
tgcactgggt
atagtggtca
atgccaagaa
attactgtgce
gaaccctggt
cctectceccaa
tcceccgaace
tceceggetgt
ccagcagcett

aggtggacaa

cctgagactce
ccgecagget
catagactac
ctcecctgtat
gaaagtgagc
caccgtctce
gagcacctct
ggtgacggtg
cctacagtcce

gggcacccag

gaaagcagag

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaatcagg
ccatcagcag
ccccttacac
ctgtcttcat
gcctgetgaa
tccaatcggg
gcctcagecag

gcgaagtcac

gc

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatct
cctgecagcect
gttcggccaa
cttcecegeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

672

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642
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<220>
<223> Construccion sintética

<400> 29

Val Lys Gln Ser
1

Pro Val Ala Lys
20
<210> 30
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 30

Thr Ile Ala Leu Ala Leu Leu Pro Leu Leu Phe Thr

5

Ala

ES 2751378 T3

10

15

gtgaaacaaa gcactattgc actggcactcec ttaccgttac tgtttaccece tgtcegcaaaa

gcec

<210> 31

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 31

Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser

1

<210> 32

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 32

tacccgtacg acgttccgga ttatgccage

<210> 33

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 33

<210> 34
<211> 17
<212> PRT

5

30

50

Gly Gly Gly Ser Gly
1
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 34

Ala Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys
1 5 10 15

Ala

<210> 35

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 35

Ala Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys
1 5 10 15

Ala Gly Gly Gly Gly Ser
20

<210> 36

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 36

Ala Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys
1 5 10 15

Ala Gly Pro Pro Gly Pro

20

51
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REIVINDICACIONES

1. Un vector bacteriéfago M13 tipo 33 que comprende una primera secuencia de polinucledtido que codifica una
secuencia polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 1 y una segunda secuencia de polinucleétido que codifica una
secuencia polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 2.

2. El vector bacteriéfago M13 tipo 33 de acuerdo con la Reivindicacion 1, en el que dicha primera secuencia de
polinucleétido se da en la SEQ ID NO: 3 y dicha segunda secuencia de polinucleétido se da en la SEQ ID NO: 4.

3. El vector bacteri6fago M13 tipo 33 de acuerdo con la Reivindicacion 1 o la Reivindicacion 2, que comprende
adicionalmente una secuencia de polinucleétido que codifica una secuencia marcadora de deteccién adecuada
clonada en fase con, y corriente arriba de, la primera secuencia de polinucledtido que codifica la secuencia
polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 1.

4. El vector bacteriofago M13 tipo 33 de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, que comprende
adicionalmente una secuencia de polinucleétido que codifica una secuencia marcadora de deteccién adecuada
clonada en fase con, y corriente arriba de, la secuencia de la primera secuencia de polinucleétido que codifica la
secuencia polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 1, en el que la secuencia de polinucleétido que codifica la
secuencia marcadora codifica un marcador c-myc, un marcador HA, un marcador His, un marcador Flag, o un
marcador S.

5. El vector bacteriofago M13 tipo 33 de acuerdo con la Reivindicacion 3 o la Reivindicacion 4, en el que la
secuencia de polinucledtido que codifica la secuencia marcadora codifica un marcador c-myc.

6. El vector bacteriéfago M13 tipo 33 de acuerdo con la Reivindicacion 5, en el que la secuencia de polinucledtido
que codifica el marcador c-myc se da en la SEQ ID NO: 8.

7. El vector bacteriéfago M13 tipo 33 de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho
vector comprende la secuencia de polinucleétido que se da en la SEQ ID NO: 15.

8. El vector bacteriéfago M13 tipo 33 de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 3 a 7, que comprende
adicionalmente una secuencia de polinucleétido que codifica un polipéptido exdgeno clonada en fase con, y corriente
arriba de, la secuencia de polinucledtido que codifica la secuencia polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 1, o
corriente arriba de la secuencia de polinucleétido que codifica la secuencia marcadora de deteccion adecuada.

9. El vector bacteriéfago M13 tipo 33 de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho
vector es una molécula de ADN de cadena doble.

10. El vector bacteriéfago M13 tipo 33 de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho
vector es un ADN plasmidico de cadena doble.

11. Un procedimiento para la produccion de una particula de bacteriéfago M13 que comprende:

(a) la transfeccion de una célula huésped bacteriana con un vector bacteriéfago M13 tipo 33 de cadena doble
que comprende una primera secuencia de polinucleétido que codifica una secuencia polipeptidica que se da en
la SEQ ID NO: 1 y una segunda secuencia de polinucleétido que codifica una secuencia polipeptidica que se da
enla SEQ ID NO: 2,

(b) la incubacion de dicha célula huésped bacteriana en condiciones adecuadas para la expresion de dichas
primera y segunda secuencias de polinucledtido y el ensamblaje de las particulas de bacteriéfago M13 en dicha
célula huésped bacteriana, y

(c) la recuperacion a partir de dicha célula huésped bacteriana de una particula de bacteri6fago M13 que
comprende secuencias polipeptidicas que se dan en las secuencias de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1y SEQ
ID NO: 2 presentadas independientemente sobre la superficie de revestimiento del bacteriéfago M13.

12. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dicha primera secuencia de polinucleétido se da
en la SEQ ID NO: 3 y dicha segunda secuencia de polinucleétido se da en la SEQ ID NO: 4.

13. El procedimiento de acuerdo con la Reivindicacion 11 o la Reivindicacién 12, en el que el vector bacteriéfago
M13 de doble cadena comprende adicionalmente una secuencia de polinucleétido que codifica una secuencia
marcadora de deteccion adecuada clonada en fase con, y corriente arriba, de la primera secuencia de polinucleétido
que codifica la secuencia polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 1.

14. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 13, en el que la secuencia de polinucleétido que codifica la
secuencia marcadora codifica un marcador c-myc, un marcador HA, un marcador His, un marcador Flag, o un
marcador S.

15. El procedimiento de acuerdo con la Reivindicacién 13 o la Reivindicacion 14, en el que la secuencia de
polinucleétido que codifica la secuencia marcadora codifica un marcador c-myc.
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16. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 15, en el que la secuencia de polinucleétido que codifica el
marcador c-myc se da en la SEQ ID NO: 8.

17. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 11 a 16, en el que dicho vector M13 de
cadena doble comprende la secuencia de polinucleétido que se da en la SEQ ID NO: 15.

18. El procedimiento de acuerdo con las Reivindicaciones 13 a 17, en el que el vector M13 de doble cadena
comprende adicionalmente una secuencia de polinucledtido que codifica un polipéptido exégeno clonada en fase
con, y corriente arriba de, la secuencia de polinucleétido que codifica la secuencia polipeptidica que se da en la SEQ
ID NO: 1, o corriente arriba de la secuencia de polinucledtido que codifica la secuencia marcadora de deteccion
adecuada.

19. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 11 a 18 en el que la célula huésped
bacteriana es una cepa bacteriana F*.

20. Una particula de bacteriéfago M13 en la que dicha particula comprende los polipéptidos que se dan en las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 presentadas independientemente sobre la superficie
de revestimiento de la particula del fago.

21. La particula de bacteri6fago M13 de acuerdo con la Reivindicacion 20 en la que dicha particula comprende
adicionalmente una secuencia marcadora de deteccion adecuada fusionada al extremo N de la secuencia
polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 1.

22. La particula de bacteriofago M13 de acuerdo con la Reivindicacion 21, en la que la secuencia marcadora de
deteccion adecuada se da en la SEQ ID NO: 7.

23. La particula de bacteriofago M13 de acuerdo con la Reivindicacion 21 o la Reivindicacion 22, en la que dicha
particula comprende adicionalmente un polipéptido exégeno fusionado al extremo N de la secuencia polipeptidica
que se da en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, o al extremo N de la secuencia marcadora de
deteccion adecuada.

24. La particula de bacteri6fago M13 de acuerdo con la Reivindicacion 23, en la que el polipéptido exdgeno se
fusiona a la secuencia polipeptidica que se da en la SEQ ID NO: 1, o a la secuencia marcadora de deteccion
adecuada, mediante un engarce peptidico fusionado al extremo N de la secuencia polipeptidica que se da en la SEQ
ID NO: 1, o al extremo N de la secuencia marcadora de deteccion adecuada, y al extremo C del polipéptido exdgeno.
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