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DESCRIPCION
Procedimientos para la produccion de lineas celulares de mamifero modificadas con transgenes amplificados

Campo de la invencién

La invencion se refiere al campo de la biologia molecular y tecnologia de acido nucleico recombinante. En particular,
la invencion se refiere a procedimientos de insercion de genes en localizaciones determinadas del ADN cromosémico
de lineas celulares de mamifero cultivadas que se someten a amplificacion genética. La invencion también de refiere
a meganucleasas, vectores y lineas celulares modificadas necesarios para llevar a cabo los procedimientos, las lineas
celulares resultantes de la aplicacion de los procedimientos, y el uso de las lineas celulares para producir productos
proteicos de interés.

Antecedentes de la invencion

Las proteinas terapéuticas son el director primario del crecimiento en el mercado farmacéutico global (Kresse, Eur J
Pharm Biopharm 72, 479 (2009)). En 2001, los biofarmacéuticos suponian 24,3 mil millones de $ en ventas. En 2007,
este nlimero se habia mas que doblado a 54,4 mil millones de $. Se estima actualmente que alcanza los 78 mil millones
de $ en 2012 (Pickering, Spectrum Pharmaceutical Industry Dynamics Report, Decision Resources, Inc., 5 (2008)).
Esto incluye las ventas de farmacos mas “populares” tales como la eritropoyetina, activador del plasmindgeno tisular,
e interferén, asi como numerosos farmacos “especializados” tales como terapias de reposicion de enzimas para
trastornos de almacenamiento lisosémico. El crecimiento del tamafio de mercado no es paralelo, sin embargo, esta
dirigido primariamente por la demanda metedrica de anticuerpos monoclonales completamente humanos y
humanizados (Reichert, Curr Pharm Biotechnol 9, 423 (2008)). Debido a que tienen la capacidad de conferir un
espectro virtualmente ilimitado de actividades bioldgicas, los anticuerpos monoclonales se estan convirtiendo
rapidamente en la clase de agentes terapéuticos mas potentes disponibles para los médicos, No es sorprendente que
mas del 25 % de las moléculas que actualmente se someten a ensayos clinicos en los Estados Unidos y Europa son
anticuerpos monoclonales (Reichert, Curr Pharm Biotechnol 9, 423 (2008)).

A diferencia de los agentes farmacéuticos mas tradicionales, las proteinas terapéuticas se producen en células vivas.
Esto complica mucho el procedimiento de fabricacion e introduce una heterogeneidad significativa en las formulaciones
del producto (Field, Recombinant Human IgG Production from Myeloma and Chinese Hamster Ovary Cells, in Cell
Culture and Upstream Processing, Butler, ed., (Taylor y Francis Group, New York, 2007)). Ademas, los farmacos
proteicos se necesitan a dosis inusualmente altas, que necesitan procedimientos de fabricaciéon altamente escalables
y hace que los costes de fabricacion sean un determinante del precio principal. Por estas razones, el tratamiento con
un anticuerpo terapéutico tipico (por ejemplo, el monoclonal anti-HER2-neu Herceptin® cuesta de 60.000$- 80,000
para un curso completo de tratamiento (Fleck, Hastings Center Report 36, 12 (2006)). Para complicar mas la economia
de la produccién biofarmacéutica esta el hecho de que muchos de losbiofarmacéuticos populares anteriores estan
fuera de patente (o estaran fuera de patente pronto) y los gobiernos de EE. UU. y EU esperan optimizar el
procedimiento regulador de aprobacion para agentes terapéuticos “biogenéricos” y “biosimilares” (Kresse, Eur J Pharm
Biopharm 72, 479 (2009)). Estos factores deberian dar lugar a un aumento significativo de la competicion por las
ventas de muchos biofarmacéuticos destacados (Pickering, Spectrum Pharmaceutical Industry Dynamics Report,
Decision Resources, Inc., 5 (2008)). Por lo tanto, existe un enorme interés en tecnologias que reduzcan los costes de
fabricacion de proteinas terapéuticas (Seth y col., Curr Opin Biotechnol 18, 557 (2007)).

Muchas de las proteinas farmacéuticas del mercado son glicoproteinas que no se pueden producir facilmente en
sistemas bioldgicos faciles de manipular tales como bacterias o levaduras. Por esta razon, las proteinas terapéuticas
recombinantes se producen casi exclusivamente en lineas celulares de mamifero, primariamente de ovario de hamster
chino (por ejemplo, CHO-K1), mieloma de ratén (por ejemplo, NSO), rifion de hamster recién nacido (BHK), C127
murinas, rifidn embrionario humano (por ejemplo, HEK 293), o células derivadas de la retina humana (por ejemplo,
PER-C6) (Andersen y Krummen, Curr Opin Biotechnol 13, 117 (2002)). De estas, las células CHO son con mucho, la
plataforma mas comun para la bioproduccion debido a que ofrecen la mejor combinacion de altos niveles de expresion
proteica, poco tiempo de doblaje, tolerancia a un amplio intervalo de condiciones de medio, protocolos de transfeccion
amplificacion establecidos, una incapacidad para propagar la mayoria de patdgenos humanos, insuficiencia de
bloquear la propiedad intelectual, y el mayor récord de recorrido de aprobacion por la FDA (Field, Recombinant Human
IgG Production from Myeloma and Chinese Hamster Ovary Cells, in Cell Culture and Upstream Processing, Butler, ed.
(Taylor y Francis Group, New York, 2007)).

Los productos farmacéuticos para el gran mercado se producen normalmente en enormes depdsitos biorreactores con
agitado que contienen cientos de litros de células CHO que expresan establemente el producto proteico de interés
(Chu y Robinson, Curr Opin Biotechnol 12, 180 (2001), Coco-Martin y Harmsen, Bioprocess International 6, 28 (2008)).
En condiciones industriales optimizadas, dichos procedimientos de fabricacion pueden dar lugar mas de 5 g de
proteina por litro de células por dia (Coco-Martin y Harmsen, Bioprocess International 6, 28 (2008)). Debido al gran
numero de células implicadas (~ 50 mil millones de células por litro), el nivel de expresién proteico por célula tiene un
efecto muy drastico sobre el resultado. Por esta razoén, todas las células implicadas en la produccion de un producto
biofarmacéutico en particular se deben derivar de un anico clon “de alta produccién”, cuya produccion constituye una
de las etapas mas exigentes en tiempo y recursos del procedimiento de fabricacion (Clarke y Compton, Bioprocess
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International 6, 24 (2008)).

La primera etapa en la fabricacion a gran escala de un producto biofarmacéutico es la transfeccion de células de
mamifero con un ADN plasmidico que codifique el producto proteico de interés bajo el control de un promotor
constitutivo fuerte. Los transfectantes estables se seleccionan utilizando como marcador un gen de seleccién también
albergado en el plasmido. Mas frecuentemente, este marcador es un gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR), que
cuando se transfecta en una linea celular deficiente en DHFR tal como DG44 permite la seleccion de transfectantes
estables utilizando un medio deficiente en hipoxantina. La razén primaria para utilizar la DHFR como marcador
genético es que hace posible un proceso denominado “amplificacién genética”. Cultivando los transfectantes estables
en concentraciones gradualmente crecientes de metotrexato (MTX), un inhibidor de la DHFR, es posible amplificar el
numero de copias del gen DHFR presente en el genoma. Debido a que el gen que codifica el producto proteico de
interés esta acoplado fisicamente al gen DHFR, esto resulta en la amplificacion de ambos genes con un aumento
concomitantes el nivel de expresion de la proteina terapéutica (Butler, Cell Line Development for Culture Strategies:
Future Prospects to Improve Yields, in Cell Culture and Upstream Processing, Butler, ed., (Taylor y Francis Group,
New York, 2007)). Los sistemas relacionados para la creacion de lineas de bioproduccion estables utiliza los genes
de la glutamina sintetasa (GS) o la hipoxantina fosforribosil transferasa (HPRT) como marcadores genéticos y
necesitan el uso de lineas celulares deficientes en GS o HPRT como huéspedes de la transfeccion (Clarke y Compton,
Bioprocess International 6, 24 (2008)). En el caso del sistema HPRT, la amplificacion genética se consigue cultivando
las células en medio HAT, que contiene aminopterina, hipoxantina, y timidina (Kellems, ed. Gene amplification in
mammalian cells: a comprehensive guide, Marcel Dekker, New York, 1993).

En todos estos sistemas el ADN plasmidico inicial comprende un casete de expresion del gen bioterapéutico y un
marcador genético integrado en una localizacion aleatoria del genoma, dando como resultado una extrema variabilidad
en la expresion de la proteina terapéutica de un transfectante estable a otro (Collingwood y Urnov, Targeted Gene
Insertion to Enhance Protein Production from Cell Lines, in Cell Culture and Upstream Processing, Butler, ed. (Taylor
y Francis Group, New York, 2007)). Por esta razén, es necesario explorar cientos o miles de transfectantes iniciales
para identificar las células que expresan aceptablemente altos niveles de producto genético sea antes y después de
la amplificacion genética (Butler, Cell Line Development for Culture Strategies: Future Prospects to Improve Yields, in
Cell Culture and Upstream Processing, Butler, ed. (Taylor y Francis Group, New York, 2007)). Una segunda
consecuencia y mas problematica de la integracion genética aleatoria es el fenédmeno del silenciamiento del transgén,
en el que la expresion de la proteina recombinante se enlentece o cesa completamente con el tiempo (Collingwood y
Urnov, Targeted Gene Insertion to Enhance Protein Production from Cell Lines, in Cell Culture and Upstream
Processing, Butler, ed. (Taylor y Francis Group, New York, 2007)). Debido a que estos efectos a menudo no se
manifiestan durante semanas o meses después de la transfeccion inicial y el proceso de exploracion, generalmente
es necesario llevar a cabo y expandir docenas de lineas clonicas independientes para identificar una que exprese la
proteina de interés constantemente a lo largo del tiempo (Butler, Cell Line Development for Culture Strategies: Future
Prospects to Improve Yields, in Cell Culture and Upstream Processing, Butler, ed. (Taylor y Francis Group, New York,
2007)).

Este gran numero de etapas de exploracion y expansion da como resultado un procedimiento muy largo y caro para
generar simplemente la linea celular que, en ultimo término, producira el producto terapéutico de interés. Ademas,
utilizando procedimientos convencionales, se necesita un minimo de 10 meses (con una media de 18 meses) y un
adelanto en investigacion de decenas de millones de ddlares en trabajo y material para producir un agrupamiento
inicial de células que expresan la proteina adecuado para la fabricacién industrial (Butler, Cell Line Development for
Culture Strategies: Future Prospects to Improve Yields, in Cell Culture and Upstream Processing, Butler, ed. (Taylor y
Francis Group, New York, 2007)). Si se tiene en cuenta la pérdida de tiempo en el mercado de una proteina terapéutica
popular, las ineficacias en la produccién de la linea celular pueden costar a los fabricantes biofarmacéuticos cientos
de millones de dolares (Seth y col., Curr Opin Biotechnol 18, 557 (2007)).

Mucho del tiempo y gasto de la creacion de la linea celular de bioproduccion se puede atribuir a la integracion genémica
aleatoria del gen del bioproducto que da como resultado una variabilidad de clon a clon en el genotipo, por lo tanto,
una variabilidad en la expresion genética. Una manera de superar esto es dirigir la integracion genética en una
localizacion determinada que se sepa que soporta un alto nivel de expresion genética. En este extremo, se han descrito
varios sistemas que utilizan la Cree, Flp o ®C31 recombinasas para dirigir la insercion de un gen de bioproducto
(revisado en Collingwood y Urnov, Targeted Gene Insertion to Enhance Protein Production from Cell Lines, in Cell
Culture and Upstream Processing, Butler, ed. (Taylor y Francis Group, New York, 2007)). Recientes realizaciones de
estos sistemas, mas notablemente el sistema FIp-in® comercializado por Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA), acoplan la
integracion del gen del bioproducto con la reconstitucion de un indicador genético de division de manera que se pueden
seleccionar las células con los genes dirigidos correctamente. Como se esperaba, estos sistemas dan como resultado
una heterogeneidad muy reducida de la expresion genética, y en algunos casos, los transfectantes estables
individuales se pueden agrupar, obviando el tiempo y gasto asociado con la expansion de un Unico clon.

El principal inconveniente de los sistemas de direccionamiento genético basados en recombinasa es que los sitios de
reconocimiento de recombinasa (sitios loxP, FRT, o attB/attP) no existente en los genomas de mamifero de origen
natural. Por lo tanto, las células se tienen que modificar previamente para incorporar el sitio un sitio de reconocimiento
para la recombinasa antes de que el sitio se pueda dirigir posteriormente la insercion genética. Debido a que el propio
sitio de recombinasa se integra aleatoriamente en el genoma, sigue siendo necesario someterlo a una exploracion y
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evaluacion extensas para identificar los clones que albergan el sitio en una localizacion que sea adecuada para la
expresion genética con un nivel alto, y a largo plazo (Collingwood y Urnov, Targeted Gene Insertion to Enhance Protein
Production from Cell Lines, in Cell Culture and Upstream Processing, Butler, ed. (Taylor y Francis Group, New York,
2007)). Ademas, la industria bioproductora tiene dudas para adoptar “nuevas” lineas celulares, tal como las que se
han modificado para que alberguen un sitio de recombinasa, que no tienen un registro trazable de aprobacién por la
FDA. Por estas razones, los sistemas de modificacién celular basados en recombinasa pueden no adoptarse
facilmente por la industria y es preferible una estrategia que permita a los biofabricantes utilizar sus lineas celulares
existentes.

Sumario de la invencién

La presente invencion depende, en parte, del desarrollo de las lineas celulares de mamifero en las que se inserten las
secuencias de interés (por ejemplo, transgenes transcritos activamente, exégenos) de manera proximal a un gen
indicador endégeno en un locus que se puede amplificar, y el descubrimiento de que (a) la insercién de dichas
secuencias exdgenas de interés no inhibe la amplificacion del gen de seleccién endégeno, (b) la secuencia exégena
de interés se puede co-amplificar con el gen de seleccion enddgeno, y (c) las lineas celulares resultantes, con una
region amplificada que comprende multiples copias del gen de seleccion enddgeno y la secuencia exdgena de interés,
son estables durante periodos extensos incluso en ausencia del régimen de seleccion que se empleaba para inducir
la amplificacién. Por lo tanto, en un aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para la produccion de lineas
celulares que se pueden utilizar para la biofabricacion de un producto proteico de interés dirigiendo especificamente
la insercion de una secuencia exégena de interés capaz de expresar activamente el producto proteico de interés
proximal a un gen de selecciéon enddégeno. En otro aspecto, la invencion proporciona lineas celulares modificadas que
se pueden utilizar para producir productos proteicos de interés (por ejemplo, proteinas terapéuticas tales como
anticuerpos monoclonales) con altos niveles.

Se entiende que cualquiera de las realizaciones descritas posteriormente se puede combinar de cualquier manera
deseada y se puede aplicar cualquier realizacion o combinacion de realizaciones a cada uno de los aspectos descritos
posteriormente, a menos de que el contexto dicte otra cosa.

En un aspecto, la invencion proporciona una célula de mamifero recombinante que comprende un sitio diana
modificado integrado establemente en un gen de seleccion con un locus que se puede amplificar, en el que el sitio
diana modificado altera la funcién del gen de seleccion y en el que el sitio diana modificado comprende una secuencia
de reconocimiento para una endonucleasa especifica del sito.

En algunas realizaciones, el gen de seleccion es de la glutamina sintetasa (GS) y el locus es de metionina sulfoximina
(MSX) que se puede amplificar. En algunas realizaciones, el gen de seleccion es de la dihidrofolato reductasa (DHFR)
y el locus es del metotrexato (MTX) que se puede amplificar.

En algunas realizaciones, el gen de seleccioén se selecciona de entre el grupo que consiste en Dihidrofolato reductasa,
glutamina sintetasa, hipoxantina fosforribosil transferasa, treonil ARNt sintetasa, Na-K-ATPasa, asparagina sintetasa,
ornitina descarboxilasa, inosina-5-fosfato deshidrogenasa, adenosina desaminasa, timidilato sintetasa, aspartato
transcarbamilasa, metalotioneina, adenilato desaminasa (1,2), UMP-sintetasa y ribonucleétido reductasa.

En algunas realizaciones, el gen de seleccién se puede amplificar por seleccién con un agente de seleccion
seleccionado de entre el grupo que consiste en metotrexato (MTX), metionina sulfoximina (MSX), aminopterina,
hipoxantina, timidina, Borrelidina, ouabaina, albizina, beta-aspartil hidroxamato, alfa-difluorometilornitina (DFMO),
acido micofendlico, adenosina, alanosina, 2’desoxicoformicina, fluorouracilo, pirazofurano, hidroxiurea, motexafin
gadolinio, fludarabina, cladribina, gemcitabina, tezacitabina y triapina.

En algunas realizaciones, el sitio diana modificado se inserta en un exén del gen de seleccion. En algunas
realizaciones, el sitio especifico de endonucleasa es una meganucleasas, una nucleasa en dedos de zinc o una efector
TAL nucleasa. En alguna realizacion, la célula recombinante comprende adicionalmente el sitio especifico de
endonucleasa.

En un aspecto, la invencion proporciona una célula de mamifero recombinante que comprende un sitio diana
modificado integrado establemente proximal a un gen de seleccién en un locus que se puede amplificar, en el que el
sitio diana modificado comprende una secuencia de reconocimiento para un sitio especifico de endonucleasa.

En algunas realizaciones, el sitio diana modificado esta corriente abajo de la region reguladora 3' del gen de seleccion.
En algunas realizaciones, el sitio diana modificado esta de 0 a 100.000 pares de bases corriente abajo de la region
reguladora 3' del gen de seleccion. En otras realizaciones, el sitio diana modificado esta corriente arriba de la region
reguladora 5' del gen de seleccion. En algunas realizaciones, el sitio diana modificado esta de 0 a 100.000 pares de
bases corriente arriba de la region reguladora 5' del gen de seleccion.

En otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para la insercion de una secuencia exégena en un locus
que se puede amplificar de una célula de mamifero que comprende: (a)proporcionar una célula de mamifero que tiene
un sitio diana enddgena proximal a un gen de seleccién en un locus que se puede amplificar, en el que el sitio diana
enddégeno comprende : (i) una secuencia de reconocimiento para una meganucleasas modificada; (ii) una region
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flanqueante 5’ en 5’ de la secuencia de reconocimiento; y

(iii) una regidn 3’ en 3’ de la secuencia de reconocimiento; y (b) la introduccién de una rotura de cadena doble entre
las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del sitio diana enddgeno; (c) poner en contacto la célula con vector donante que
comprende de 5 a 3’ (i) una regién 5 flanqueante donante homdloga a la region flanqueante 5 del sitio diana
enddgeno; (ii) una secuencia exogena; y (iii) una region flanqueante 3’ donante homéloga de la regién flanqueante 3’
del sitio diana enddgeno; de esta manera la region flanqueante 5 donante , la secuencia exdgena y la region
flanqueante 3’ donante se insertan entre las regiones flanqueantes 5 y 3’ del sitio diana endégeno mediante
recombinacion homéloga para proporcionar una célula modificada.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende adicionalmente el cultivo de la célula modificada en presencia
de un compuesto que inhibe la funcidn del gen de seleccion para amplificar el nimero de copias del gen de seleccion.
En algunas realizaciones, la secuencia exdgena comprende un gen de interés.

En algunas realizaciones, el sitio diana enddgeno esta corriente abajo de la region reguladora 3' del gen de seleccion.
En algunas realizaciones, el sitio diana enddgeno esta de 0 a 100.000 pares de bases corriente abajo de la region
reguladora 3' del gen de seleccion. En otras realizaciones, el sitio diana endégeno esta corriente arriba de la region
reguladora 5' del gen de seleccion. En algunas realizaciones, el sitio diana endogeno esta de 0 a 100.000 pares de
bases corriente arriba de la region reguladora 5' del gen de seleccion.

En un aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para la insercion de una secuencia exdgena en un locus
que se puede amplificar de una célula de mamifero que comprende: (a) proporcionar una célula de mamifero que tiene
un sitio diana endégeno proximal a un gen de seleccion en el locus que se puede amplificar, en el que el sitio diana
enddégeno comprende: (i) una secuencia de reconocimiento para una meganucleasa modificada; (ii) una region
flanqueante 5 en 5 de la secuencia de reconocimiento; y (iii) una regién flanqueante 3' en 3’ de la region de
reconocimiento; y (b) introducir una rotura de doble cadena entre las regiones flanqueantes 5 y 3’ del sitio diana
enddgeno; (c) poner en contacto la célula con un vector donante de un sitio diana modificado que comprende de 5’ a
3’: (i) una region 5’ flanqueante donante homologa con la region 5’ flanqueante del sitio diana endogeno; (ii) una
secuencia exdgena que comprende un sitio diana modificado; y (iii) una region flanqueante 3’ donante homéloga de
la region flanqueante 3’ del sitio diana endégeno por recombinacion homodloga para proporcionar una célula de
mamifero que comprende el sitio diana modificado; de manera que la region flanqueante 5 donante, la secuencia
exogena y la region flanqueante 3’ donante se insertan entere las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del sitio diana endogeno
mediante recombinacién homaologa para proporcionar una célula de mamifero que comprende el sitio diana modificado;
(d) introducir una rotura de doble cadena entre las regiones flanqueantes 3’ y 5’ del sitio diana modificado; (e) poner
en contacto la célula que comprende el sitio diana modificado con un vector donante de la secuencia de interés que
comprende de 5 a 3’: (i) una region flanqueante donante 5 homologa de la region flanqueante 5 del sitio diana
modificado; (ii) una secuencia exdgena que comprende una secuencia de interés ; y (iii) una region flanqueante 3’
donante homologa de la region flanqueante 3’ del sitio diana modificado; de manera que la region flanqueante 5, la
secuencia exdgena que comprende la secuencia de interés y la region flanqueante 3’ donante se inserta entre las
regiones flanqueantes 5’ y 3’ del sitio diana modificado por recombinacion homaologa para proporcionar una célula de
mamifero modificada que comprende la secuencia de interés.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende adicionalmente el cultivo de la célula de mamifero modificada
en presencia de un compuesto que inhiba la funcién del gen indicador para amplificar el nimero de copias del gen de
seleccion. En algunas realizaciones, la secuencia de interés comprende un gen.

En otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para insertar una secuencia exdégena en un locus que se
puede amplificar de una célula de mamifero que comprende: (a) proporcionar una célula de mamifero que tiene un
sitio diana enddgeno en un gen de seleccion en el locus que se puede amplificar, en el que el sitio diana endégeno
comprende: (i) una secuencia de reconocimiento para una meganucleasa modificada; (ii) una region flanqueante 5’ en
5’ de la secuencia de reconocimiento; y

(iii) una region flanqueante 3’ en 3’ de la secuencia de reconocimiento; y (b) introducir una rotura de cadena doble en
las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del sitio diana enddgeno; (c) poner en contacto la célula con un vector donante del
sitio diana modificado que comprende de 5 a 3’: (i) una region flanqueante 5 donante homadloga con la region
flanqueante 5’ del sitio diana enddgeno; (ii) una secuencia exégena que comprende un sitio diana modificado; y (iii)
una region flanqueante 3’ donante homologa de la region flanqueante 3’ del sitio diana enddgeno; de manera que la
region flanqueante 5’ donante, la secuencia exdgena y la region flanqueante 3’ donante se insertan entre las regiones
flanqueantes 5’ y 3’ del sitio diana endégeno por recombinacion homéloga para proporcionar una célula de mamifero
que comprende el sitio diana modificado; (d) introducir una rotura de doble cadena entre las regiones flanqueantes 5’
y 3’ del sitio diana modificado; (e) poner en contacto la célula que comprende el sitio diana modificado con un vector
donante de la secuencia de interés que comprende de 5’ a 3’: (i) una region flanqueante 5’ donante homadloga de la
region flanqueante 5’ del sitio diana modificado; (ii) una secuencia exdgena que comprende una secuencia de interés;
y (iii) una region flanqueante 3’ donante homadloga de la region flanqueante 3’ del sitio diana modificado; de manera
que la regioén flanqueante 5, la secuencia exdgena que comprende la secuencia de interés y la region flanqueante 3’
donante se insertan entre las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del sitio diana modificado mediante recombinacion
homologa para proporcionar una célula de mamifero modificada que comprende la secuencia de interés.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende adicionalmente el cultivo de la célula de mamifero modificada
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en presencia de un compuesto que inhibe la funcion del gen de seleccion para amplificar el nimero de copias del gen
de seleccion.

En algunas realizaciones, la secuencia de interés comprende un gen.

En algunas realizaciones, el sitio diana endégeno esta en un intron del gen de seleccion. En otras realizaciones, el
sitio diana enddégeno esta en un exén del gen de seleccion.

En un aspecto, la invencién proporciona una meganucleasa recombinante que comprende un polipéptido que tiene al
menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 15.

En ofro aspecto, la invencién proporciona una meganucleasa recombinante que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 15.

En otro aspecto, la invencion proporciona una meganucleasa recombinante que reconoce un escinde un sitio de
reconocimiento que tiene un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 14. En una realizacion, la meganucleasa reconoce y escinde un sitio de reconocimiento de SEQ ID NO: 14.

En otro aspecto, la invencion proporciona una meganucleasa recombinante que comprende un polipéptido que tiene
al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 9. En
una realizacion, la meganucleasa recombinante tiene la secuencia de la meganucleasa de SEQ ID NO: 9.

En otro aspecto, la invencion proporciona una meganucleasa recombinante que reconoce un escinde un sitio de
reconocimiento de al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o0 99 % de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 7. En una realizacion, la meganucleasa reconoce y escinde un sitio de reconocimiento de SEQ ID NO: 7.

En otro aspecto, la invencién proporciona una meganucleasa recombinante que comprende un polipéptido que tiene
al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 10. En
una realizacion, la meganucleasa recombinante comprende el polipéptido de SEQ ID NO: 10.

En otro aspecto, la invencion proporciona una meganucleasa recombinante que reconoce y escinde un sitio de
reconocimiento que tiene al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 8. En una realizaciéon, la meganucleasa recombinante reconoce y escinde un sitio de
reconocimiento de SEQ ID NO: 8.

En otro aspecto, la invencién proporciona una meganucleasa recombinante que comprende un polipéptido que tiene
al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 13. En
una realizacion, la meganucleasa recombinante comprende el polinucleétido de SEQ ID NO: 13.

En otro aspecto, la invencion proporciona una meganucleasa recombinante que reconoce y escinde un sitio de
reconocimiento que tiene al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 12. En una realizacion, la meganucleasa reconoce y escinde un sitio de reconocimiento de SEQ
ID NO: 12.

En otro aspecto, la invencién proporciona una meganucleasa recombinante que comprende un polipéptido que tiene
al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 29. En
una realizacion, la meganucleasa recombinante comprende el polipéptido de SEQ ID NO: 29.

En otro aspecto, la invencion proporciona una meganucleasa recombinante que reconoce y escinde un sitio de
reconocimiento que tiene al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 30. En una realizacion, la meganucleasa que y escinde un sitio de reconocimiento de SEQ ID NO:
30.

En otro aspecto la invencion proporciona lineas celulares de mamifero recombinantes que contindan expresando un
producto proteico de interés a partir de una secuencia exdgena de interés presente en una region amplificada del
genoma(es decir, presente en 2-1.000 copias, co-amplificado con un gen de seleccién en un locus que se puede
amplificar) durante un periodo de al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13 o 14 semanas después de retirar el agente de
amplificacion seleccioén, y con una reduccion de los niveles de expresion y/o numero de copias de menos de 20, 25,
30, 35 040 %.

En otro aspecto, la invencidon proporciona procedimientos de produccion de células recombinantes con regiones
amplificadas que incluyen una secuencia de interés y un gen de seleccion sometiendo las células recombinantes
descritas anteriormente a seleccion con un agente de selecciéon que produce la co-amplificacion de la secuencia de
interés y el gen de seleccion.

En otro aspecto, la invencion proporciona procedimientos de produccion de un producto proteico de interés cultivando
las células recombinantes descritas anteriormente, o las células recombinantes descritas con regiones amplificadas,
y la obtencién de un producto proteico de interés a partir del medio del cultivo o un lisado celular.
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Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Una estrategia general para el direccionamiento de una secuencia de interés a un locus que se puede
amplificar.

Figura 2. (A) Esquema del locus DHFR de CHO que muestra una region preferida para el direccionamiento de una
secuencia de interés 5.000 a 60.000 pares de bases corriente abajo del gen DHFR. (B) Esquema del locus GS de
CHO que muestra una region preferida para el direccionamiento de una secuencia de interés 5.000-55.000 pares
de base corriente abajo del gen GS.

Figura 3. Estrategia para la insercién de una secuencia de interés en un locus que se puede amplificar en un
procedimiento de dos etapas que implican una secuencia diana modificada integrada previamente.

Figura 4. Estrategia para la insercion de una secuencia diana modificada en un locus que se puede amplificar con
la retirada concomitante de una parte del gen de seleccion, seguido por la insercion de una secuencia de interés y
reconstitucion del gen de seleccion.

Figura 5. Estrategia para la insercion de una secuencia diana modificada en un locus que se puede amplificar con
alteracion concomitante de la secuencia codificante de un gen de seleccién, seguido por insercion de una
secuencia de interés y reconstitucion del gen de seleccion.

Figura 6. Estrategia para la insercion de una secuencia diana modificada en un locus que se puede amplificar con
la alteracion concomitante del procesamiento de ARNm, seguido por la insercidon de una secuencia de interés y
reconstitucion del gen de seleccion.

Figura 7. (A) Un ensayo de recombinacion repetida directa para la actividad de endonucleasa especifica del sitio.
(B) resultados del ensayo en (A) aplicada a las meganucleasas CHO-23/24 y CHO-51/52. (C) Alineamiento de
secuencias obtenidas de células CHO transfectadas con ARNm que codifica la meganucleasa CHO-23/24. (D)
Alineamiento de secuencias obtenidas de células CHO transfectadas con ARNm que codifica la meganucleasa
CHO-51/52.

Figura 8. (A) Estrategia para la insercion de una secuencia de ADN exégeno en el locus DHFR de CHO utilizando
la meganucleasa CHO-51/52. (B) Productos de la PCR que demuestran la insercion de una secuencia diana
modificada.

Figura 9. (A) Estrategia para la insercion de una secuencia diana modificada en el locus DHFR de CHO utilizando
la meganucleasa CHO-23/24, seguido por la insercion mediada por Flp recombinasa de una secuencia de interés.
(B) los productos PCR de clones resistentes a higromicina producidos en (A). (C) expresion de GFP por los 24
clones producidos en (B).

Figura 10. Resultados de los experimentos con una linea de CHO que expresa GFP producida integrando un
casete de expresion del gen GFP en el locus DHFR utilizando una estrategia de secuencia diana como se muestra
en la Figura 9.

Figura 11. (A) Un ensayo de recombinacion repetida directa, como en la Figura 5A. (B) el ensayo de (A) aplicado
a las meganucleasas CHO-13/14 y CGS-5/6. (C) Alineamiento de secuencias obtenidas a partir de células CHO
transfectadas con ARNm que codifica la meganucleasa CGS-5/6.

Descripcion detallada de la invenciéon

1.1 Introduccion

La presente invencién depende, en parte, del desarrollo de lineas celulares de mamifero en las que se habian insertado
transgenes transcritos activamente exdgenos proximales a un locus endégeno que se puede amplificar, y el
descubrimiento de que (a) la inserciéon de dichos transgenes transcritos activamente exégenos no evitan o inhiben
sustancialmente la amplificacion del locus enddégeno que se puede amplificar, (b) el transgén exdgeno transcrito
activamente puede co-amplifcarse con el locus endégeno que se puede amplificar, y (c) la linea celular resultante, con
una region amplificada que comprende multiples copias del locus endégeno que se puede amplificar y el transgén
exogeno transcrito activamente es estable durante periodos extensos incluso en ausencia del régimen de seleccion
que se emplee para inducir la amplificacién. Por lo tanto, en un aspecto, la invencién proporciona un procedimiento
para la produccién de lineas celulares que se pueden utilizar para biofabricar un producto proteico de interés
direccionando especificamente la insercién de un gen exégeno capaz de expresar activamente el producto proteico
de interés proximal al locus enddgeno que se puede amplificar. En otro aspecto, la invencion proporciona lineas
celulares modificadas que se pueden utilizar para producir productos proteicos de interés (por ejemplo, proteinas
terapéuticas tales como anticuerpos monoclonales) a altos niveles.

1.2 Referencias y definiciones

La patente y bibliografia cientifica a la que se hace referencia en el presente documento establece un conocimiento
que esta disponible para los expertos en la técnica. Las divulgaciones completas de las patentes de Estados Unidos
expedidas, las solicitudes pendientes, las solicitudes extranjeras publicadas y las referencias cientificas y técnicas
citadas en el presente documento, incluyendo las secuencias de bases de datos de proteinas y acidos nucleicos, se
incorporan por referencia en la misma medida que si cada una de ellas se indicara especifica e individualmente como
incorporada por referencia.

Como se utiliza en el presente documento “meganucleasas” se refiere a endonucleasas de asentamiento (a las que
también se hace referencia como endonucleasas codificadas por el intrén del Grupo |) o endonucleasas no de origen
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natural (por ejemplo, disefiadas o modificadas racionalmente) basadas en la secuencia de aminoacidos de una
endonucleasa de asentamiento de origen natural. Ejemplos de meganucleasas de origen natural incluyen I-Scel, I-
Crel, I-Ceul, I-Dmol, I-Msol, I-Anil, etc. Las meganucleasas disefiadas racionalmente se desvelan por ejemplo en los
documentos WO 2007/047859 y WO 2009/059195, y se pueden alterar para tener una especificidad de unién al ADN
modificada, actividad de escision de ADN, afinidad de unién al ADN o propiedades de dimerizacién modificadas con
respecto a la meganucleasas de origen natural. Una meganucleasa se puede unir a un ADN de doble cadena como
un homodimero (por ejemplo, la I-Crel de tipo silvestre), o se puede unir al ADN como un heterodimero (por ejemplo,
las meganucleasas modificadas desveladas en el documento WO 2007/047859). Una meganucleasas modificada
también puede ser una “meganucleasas de cadena sencilla” en la que se une un par de dominios de unién al ADN
derivados de una meganucleasas natural en un unico polipéptido utilizando un engarce peptidico (por ejemplo, las
meganucleasas de cadena sencilla desveladas en el documento WO 2009/059195).

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “meganucleasas de cadena sencilla” se refiere a un polipéptido
que comprende un par de subunidades de meganucleasas unidas por un engarce. Una meganucleasas de cadena
sencilla tiene la organizacion: subunidad del extremo N — engarce — subunidad del extremo C. Las dos subunidades
de meganucleasas en general no seran idénticas en la secuencia de aminoacidos y no reconoceran secuencias de
ADN idénticas. Por lo tanto, las meganucleasas de cadena sencilla normalmente escindiran secuencias de
reconocimiento pseudo palindrémicas o no palindromicas. Los procedimientos de produccion de meganucleasas de
cadena sencilla se desvelan en el documento WO 2009/059195.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “endonucleasa especifica del sitio” significa una
meganucleasas, nucleasa en dedos de zinc o nucleasa efectora TAL.

Como se utiliza en el presente documento, con respecto a una proteina, el término “recombinante” significa que tiene
una secuencia de aminoacidos alterada como resultado de la aplicacion de técnicas de modificacion genética a los
acidos nucleicos que codifican la proteina, y las células u organismos que expresan la proteina. Con respecto a un
acido nucleico, el término “recombinante” significa que tienen una secuencia de acido nucleico alterada como resultado
de la aplicacion de técnicas de modificacion genéticas. Las técnicas de modificacion genético incluyen, pero no se
limitan a, tecnologias de PCR y clonacion de ADN; transfeccion, transformacion y otras tecnologias de transferencia
genética; recombinacion genética, mutagénesis dirigida el sitio; y fusidon genética. De acuerdo con esta definicion, una
proteina que tenga una secuencia de aminoacidos idéntica a una proteina de origen natural, pero producida por
clonacioén y expresion en un huésped heterélogo, no se considera recombinante. Como se utiliza en el presente
documento, el término “modificado” es sinénimo del término “recombinante”.

Como se utiliza en el presente documento, con respecto a una meganucleasas, la expresion “de tipo silvestre” se
refiere a cualquier forma de meganucleasas de origen natural. La expresion “de tipo silvestre” no pretende significar
la variante alélica mas comun de la enzima en la naturaliza sino mas bien, cualquier variante alélica que se encuentra
en la naturaleza. Las endonucleasas de asentamiento de tipo silvestre se distinguen de las meganucleasas
recombinantes o de origen no natural.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “secuencia de reconocimiento” se refiere a una secuencia de
ADN que se une y se escinde por una meganucleasas. Una secuencia de reconocimiento comprende un par de
“medios sitios” de 9 pares de bases que estan separadas por cuatro pares de bases. En el caso de las meganucleasas
homo- o heterodiméricas, cada uno de los dos mondmeros hace contactos especificos de base con un medio sitio. En
el caso de una meganucleasa heterodimérica de cadena sencilla, el dominio del extremo N de la proteina se pone en
contacto con un primer medio sitio y el dominio del extremo C de la proteina se pone en contacto con un segundo
medio sitio. En el caso de I-Crel, por ejemplo, la secuencia de reconocimiento tiene 22 pares de bases y comprende
un par de “medios sitios” de 9 pares de bases que estan separados por cuatro pares de bases.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “sitio diana” se refiere a una region del ADN cromosémico de
una célula que comprende una secuencia diana en la cual se puede insertar una secuencia de interés. Como se utiliza
en el presente documento, la expresion “sitio diana modificado” se refiere a una secuencia exdgena de ADN integrada
en el ADN cromosomico de una célula que comprende una secuencia diana modificada en la que se puede insertar
una secuencia de interés.

Como se utiliza en el presente documento, la expresién “secuencia diana” significa una secuencia de ADN en un sitio
diana que incluye una o mas secuencias de reconocimiento para una nucleasa, integrasa, transposasa y/o
recombinasa. Por ejemplo, una secuencia diana puede incluir una secuencia de reconocimiento para una
meganucleasa. Como se utiliza en el presente documento, una “secuencia diana modificada” significa una secuencia
diana ex6gena que se introduce en un cromosoma que sirve como punto de insercion para otra secuencia.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “region flanqueante” o “secuencia flanqueante” se refiere a
una secuencia de > 3 o preferentemente, > 50 o, mas preferentemente, > 200 o, mas preferentemente, > 400 pares
de bases de ADN que esta inmediatamente 5’ o0 3’ de una secuencia de referencia (por ejemplo, una secuencia diana
0 una secuencia de interés).

Como se utiliza en el presente documento, las expresiones “locus que se puede amplificar” se refiere a una region del
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ADN cromosomico de una célula que se puede amplificar mediante la seleccién con uno o mas compuestos (por
ejemplo, farmacos) en el medio de cultivo. Un locus que se puede amplificar normalmente comprendera un gen que
codifica una proteina que, en condiciones apropiadas, es necesario para la supervivencia de la célula. Inhibiendo la
funcién de dicha proteina esencial, por ejemplo, con un farmaco de molécula pequefa, el locus que se pueden
amplificar se duplica muchas veces como medio de aumento del nimero de copias del gen esencial. Un gen de interés,
si se integra en un locus que se puede amplificar, también se duplicaria con el gen esencial. Ejemplos de loci que se
pueden amplificar incluyen las regiones cromosémicas que comprenden genes de DHFR, GS y HPRT.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “locus amplificado” o “gen amplificado” o “secuencia
amplificada” se refiere a un locus, gen o secuencia que esta presente en 2-1.000 copias como resultado de la
amplificacion genética en respuesta a la seleccion de un indicador genético. Un gen o secuencia amplificados puede
ser un gen o secuencia que se co-amplifica debido a la seleccidon de un gen de seleccion en el mismo locus que se
puede amplificar. En realizaciones preferidas, una secuencia de interés se amplifica hasta al menos 3, 4, 5,6, 7, 8,9
o 10 copias.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “gen de seleccion” se refiere a un gen enddgeno que es
esencial para la supervivencia celular en algunas condiciones de cultivo especificas (por ejemplo, la presencia o
ausencia de un nutriente, toxina o farmaco). Los genes de seleccién son enddgenos de la célula y se distinguen de
los “marcadores genéticos” exdgenos tal como genes de resistencia a antibiéticos. Los genes indicadores existen en
su contexto natural en el ADN cromosomico de la célula. Por ejemplo, el DHFR es un gen de selecciéon que es
necesario para la supervivencia celular en presencia de MTX en el medio del cultivo. El gen es esencial para el
reconocimiento en ausencia de hipoxantina y timidina. Si se elimina el gen de seleccion de DHFR enddgeno, las
células son capaces de crecer en ausencia de hipoxantina y timidina si se les da una copia exdgena del gen DHFR.
Esta copia exdgena del gen DHFR es un marcador genético, pero no es un gen de seleccion. Un locus que se puede
amplificar comprende un gen de seleccion y un sitio diana. Un sitio diana se encuentra fuera de un gen de seleccion
de manera que un gen de seleccidon no comprende un sitio diana. Ejemplos de genes de seleccion se dan en la Tabla
1.

Como se utiliza en el presente documento, cuando se utiliza en conexién con la posicion de un sitio diana, secuencia
de reconocimiento o secuencia de interés insertada con respecto a la posicion de un gen de seleccion, el término
“proximal” significa que el sitio diana, secuencia de reconocimiento, o secuencia de interés insertada estan en el mismo
locus que se puede amplificar que el gen de seleccion, sea corriente arriba (5') o corriente abajo (3’) del gen de
seleccion, y preferentemente entre el gen de seleccion y el siguiente gen en la region (sea corriente arriba (5°) o
corriente abajo (3’)). Normalmente, un sitio diana, secuencia de reconocimiento, o secuencia de interés insertada
“proximales” estaran a < 100.000 pares de bases del gen de seleccion, segun se mide desde el primer o ultimo
nucleétido del primer o ultimo elemento regulador del gen de seleccion.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “recombinacion homologa” se refiere al proceso celular natural
en el que una rotura de ADN de doble cadena se reparar utilizando una secuencia de ADN homdéloga como matriz de
reparacion (véase, por ejemplo, Cahill y col. (2006), Front. Biosci. 11:1958-1976). La secuencia de ADN homologa
puede ser una secuencia cromosomica endégena o un acido nucleico exégeno que se suministra a la célula. Por lo
tanto, para algunas aplicaciones de las meganucleasas modificadas, se suministra una nucleasa que se utiliza para
escindir una secuencia de reconocimiento en una secuencia diana de un genoma y un acido nucleico exégeno con
homologia o similitud de secuencia sustancial con la secuencia diana a la célula y se utiliza como una matriz para la
reparacion por recombinacion homoéloga. La secuencia de ADN del acido nucleico exdgeno, que puede ser
significativamente diferente de la secuencia diana, se inserta o incorpora de esta manera en la secuencia
cromosoémica. El proceso de recombinacion homologa se produce primariamente en organismos eucariotas. El término
“homologia” se utiliza en el presente documento de manera equivalente a “similitud de secuencia” y no pretende que
se necesite una identidad por relacion descendente o filogenética.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “integrada establemente” significa que una secuencia de ADN
exogeno o heterdloga se ha insertado covalentemente en un cromosoma (por ejemplo, por recombinacion homologa,
union de extremos no homologa, transposicion, etc.) y se mantiene en el cromosoma durante un periodo de al menos
8 semanas.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “unidon de extremos no homoéloga” o “NHEJ” se refiere al
proceso celular natural en el que la rotura de ADN de doble cadena se repara por la union directa de dos segmentos
de ADN no homologos (véase, por ejemplo, Cahill y col. (2006), Front. Biosci. 11:1958-1976). La reparacién de ADN
por union de extremos no homologos tiene tendencia a errores y frecuentemente da como resultado la adicion o
eliminacién no de la matriz de secuencias de ADN en el sitio de reparacion. Por lo tanto, para ciertas aplicaciones, se
puede utilizar una meganucleasas modificada para producir una rotura de doble cadena en una secuencia de
reconocimiento en un locus que se puede amplificar y se puede capturar una molécula de acido nucleico exogena, tal
como un producto de una PCR en el sitio de la rotura de EN mediante NHEJ (véase, por ejemplo, Salomon y col.
(1998), EMBO J. 17:6086-6095). En tales casos, el acido nucleico exégeno puede tener huna homologia o no, con la
secuencia diana. El proceso de union de extremos no homologos se produce tanto en eucariotas como procariotas
tales como bacterias.
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Como se utiliza en el presente documento, la expresion “secuencia de interés” significa cualquier secuencia de acido
nucleico, si codifica una proteina, ARN o elemento regulador (por ejemplo, un amplificador, silenciador o secuencia
promotora), que pueden insertarse en un genoma o utilizarse para remplazar una secuencia de ADN gendémico. Las
secuencias de interés pueden tener secuencias de ADN heterdlogo que permitan la marcacién de una proteina o ARN
que se expresa a partir de la secuencia de interés. Por ejemplo, se puede marcar una proteina con marcadores que
incluyen, pero no se limitan a, un epitopo (por ejemplo, c-myc, FLAG) u otro ligando (por ejemplo, poli-His). Ademas,
una secuencia de interés puede codificar una proteina de fusién de acuerdo con técnicas conocidas en la técnica
(véase, por ejemplo, Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley 1999). En realizaciones preferidas,
la secuencia de interés comprende un promotor unido operativamente a un gen que codifica una proteina de valor
medicinal tal como un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, citocina, factor de crecimiento, hormona o enzima. Para
algunas aplicaciones, la secuencia de interés esta flanqueada por una secuencia de ADN que es reconocida por la
meganucleasa modificada para la escision. Por lo tanto, las secuencias flanqueantes se escinden permitiendo la
insercion apropiada de la secuencia de interés en las secuencias gendmicas de reconocimiento escindidas por una
meganucleasa modificada. Para algunas aplicaciones, la secuencia de interés esta flanqueada por secuencias de ADN
con homologia o similitud de secuencia sustancial con el sitio diana de manera que se inserta por recombinacion
homologa la secuencia de interés en el genoma en el locus de la secuencia diana.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “ADN donante” se refiere a una molécula de ADN que
comprende una secuencia de interés flanqueado por secuencias de ADN homéloga de un sitio diana. EI ADN donante
puede servir como armazoén para la reparacion de ADN por recombinacion homologa si se suministra a una célula con
una nucleasa especifica del sitio tal como una meganucleasa, nucleasa en dedos de zinc, o nucleasa efectora TAL.
El resultado de dicha reparacion de ADN es la inserciéon de la secuencia de interés en el ADN cromosémico de la
célula. EI ADN donante puede ser lineal, tal como un producto de la PCR, o circular, tal como un plasmido. En los
casos en los que el ADN donante es un plasmido circular, se puede hacer referencia a este como un “plasmido
donante”.

Como se utiliza en el presente documento, a menos de que se indique especificamente otra cosa, la palabra “0” se
utiliza en sentido incluyente de “y/0” y no en el sentido excluyente de “o/0”.

2.1 Transgén direccionado a loci que se pueden amplificar

La presente invencion proporciona procedimientos para la generacion de lineas celulares de mamifero transgénicas
que expresen un producto proteico deseado de interés, incluyendo lineas celulares de “alta produccion”, dirigiendo la
insercion de un gen que codifica el producto proteico de interés (por ejemplo, un casete de expresion genética de una
proteina terapéutica) en regiones del genoma que se pueden amplificar. Dichas regiones de las células de mamifero
incluyen los genes de DHFR, GS, y HPRT, asi como otros que se muestran en la Tabla 1.

El mecanismo preciso de la amplificacion genética no se conoce. Ademas, es muy probable que no haya un Unico
mecanismo por el que se produce la amplificacion genética, sino que se produce una variedad de diferentes
aberraciones cromosomicas aleatorias, en combinaciéon con una fuerte selecciéon por amplificacién, resulta en un
numero de copias genéticas creciente (revisado en Omasa (2002), J. Biosci. Bioeng. 94:600-605). Esta claro que la
localizacion cromosémica tiene un papel principal en la amplificacion y el mantenimiento estable de genes amplificados
(Brinton y Heintz (1995), Chromosoma 104:143-51). Se ha descubierto que los transgenes integrados en
localizaciones cromosomicas adyacentes a los teldomeros se amplifican mas faciimente y, una vez amplificados tienden
a ser estables en un alto nimero de copias después de retirar el agente de seleccion (Yoshikawa y col. (2000),
Cytotechnology 33:37-46; Yoshikawa y col. (2000), Biotechnol Prog. 16:710-715). Esto es significativo debido a que
los agentes de seleccion tales como MTX y MSX son téxicos y no se pueden incluir en el medio de cultivo en un
procedimiento de biofabricacion comercial. Por el contrario, los transgenes integrados en las regiones del genoma de
CHO que no es adyacente a los telémeros se amplifican de manera ineficaz y pierden rapidamente el nimero de
copias después de retirar los agentes de seleccion del medio. Por ejemplo, Yoshikawa y col. describieron que los
transgenes integrados aleatoriamente unidos a un marcador genético DHFR se amplificada hasta mas de 10 veces
de numero de copias cuando el sitio de integracion estaba adyacente el telémero (Yoshikawa y col. (2000), Biotechnol
Prog. 16:710-715). Estos investigadores también descubrieron que un transgén integrado en una regién no telomérica
perderia > 50 % de sus copias en solo 20 dias después de la retirada de MTX del medio de cultivo. Ninguno de los
genes de seleccion identificados en la Tabla 1 es adyacente al estan en regiones no teloméricas en el genoma de
raton (www. ensembl.com) telébmero y la similitud con la organizacién del genoma entre el raton y CHO, hace que sea
probable que estos genes estén también en la region no telomérica de las CHO (Xu y col. (2011), Nat. Biotechnol.
29:735-741). Por lo tanto, la técnica anterior instruye que los loci identificados en la Tabla 1, incluyendo los loci DHFR
y GS, son localizaciones no preferidas para dirigir la insercion del transgén si el objetivo es la amplificacion genética
eficaz y estable.

Ademas, en el caso de la amplificacion de un gen endégeno, esta calor que las secuencias cromosomicas fuera de la
secuencia del gen de seleccion tienen un papel importante facilitando la amplificacién y definiendo la longitud de la
secuencia de ADN que se co-amplifica con el gen seleccionado (Looney y Hamlin (1987), Mol. and Cell. Biol. 7:569-
577). En particular, se ha demostrado que la secuencia y localizacion del origen de replicacion del ADN en relacion
con el gen de seleccion tiene un papel principal en la amplificacion. Por ejemplo, se ha demostrado que la amplificacion
del locus DHFR endégeno de CHO es dependiente al encontrar un par de origenes de replicacion descubiertos en la
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region 5.000-60.000 pares de bases corriente abajo del gen que codifica la secuencia de DHFR (Anachkova y Hamlin
(1989), Mol. and Cell. Biol. 9:532-540; Milbrandt y col. (1981), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:6042-6047). Ademas,
Brinton y Heintz en demostrado que esos mismos origenes de replicacion fallan en la promocion de la amplificacion
genética cuando se incorporan aleatoriamente en el genoma con una secuencia DHFR transgénica (Brinton y Heintz
(1995), Chromosoma. 104:143-51). Esto demuestra claramente la importancia del mantenimiento de la secuencia y
un contexto cromosomico apropiado de estos origenes de replicacion para promover la amplificacion del gen de DHFR.
Por lo tanto, la técnica instruye que la region corriente abajo del DFHR es critica para la amplificacion genética y no
deberia alterarse, por ejemplo, insertando un casete de expresioén genética transgénica como se describe en la
presente invencion.

Sorprendentemente, los inventores han descubierto que las secuencias de ADN, incluyendo las secuencias exdgenas
transcripcionalmente activas, que se insertan proximales a (por ejemplo, en <100.000 pares de bases) los genes de
seleccion en lineas celulares de mamifero (por ejemplo, CHO-K1) se co-amplificaran en presencia de los compuestos
apropiados que se seleccionan para la amplificacién. Por lo tanto, la presente invencion proporciona procedimientos
para la produccion de lineas celulares isogénicas en las que se pueden amplificar transgenes que codifican productos
proteicos de interés (por ejemplo, casetes de expresion genética bioterapéutica) pero en las que no es necesario
explorar un gran ndmero de lineas celulares generadas aleatoriamente para identificar las que expresan altos niveles
del producto proteico de interés y son resistentes al silenciamiento genético.

Ademas, los inventores han descubierto sorprendentemente que las lineas celulares de mamifero de la invencién, en
las que se co-amplifica una secuencia de interés con un gen de seleccion en un locus que se puede amplificar son
estables con respecto a la expresion de la secuencia de interés y/o numero de copias de la secuencia de interés
incluso en ausencia de una seleccidon continua. Es decir, mientras que la técnica ensefia que las secuencias
amplificadas se reduciran a lo largo del tiempo si no se mantiene la seleccion (véase, por ejemplo, Yoshikawa y col.
(2000), Biotechnol Prog. 16:710-715), los inventores han descubierto que las lineas celulares de acuerdo con los
procedimientos de la invencion contindan produciendo los productos proteicos de interés (codificados por las
secuencias de interés) a niveles del 20 %-25 % de los niveles iniciales, incluso 14 semanas después de la retirada de
la agente de seleccion. Esto es significativo, como se ha sefialado anteriormente, debido a que los agentes de
seleccion tales como MTX y MSX son toxicos, y seria altamente deseable producir proteinas bioterapéuticas en lineas
celulares que no necesitan continuar con la exposicién a dichos agentes de seleccion. Por lo tanto, en algunas
realizaciones, la invencion proporciona lineas celulares de mamifero que continian expresando un producto proteico
de interés a partir de una secuencia exdgena de interés presente en una regién amplificada del genoma (es decir,
presente en 2-1.000 copias, co-amplificada con un gen de seleccion en un locus que se puede amplificar) durante un
periodo de al menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 0 14 semanas después de la retirada del agente de seleccion amplificacion,
y con una reduccion de los niveles de expresion y/o numero de copias de menos del 20, 25, 30, 35, 0 40 %.

La presente invencion también proporciona los productos necesarios para practicar los procedimientos, y dirigir la
insercidn de secuencias de interés en loci que se pueden amplificar en lineas celulares de mamifero. Un procedimiento
comun para la inserciéon o modificacion de una secuencia de ADN implica la introduccién de una secuencia de ADN
transgénica flanqueada por secuencias homdlogas de la diana gendmica y la seleccion o exploracion de un evento de
recombinacion homdloga satisfactoria. La recombinacion con el ADN transgénico se produce raramente, pero se
puede estimular por una rotura de doble cadena en el ADN gendmico en el sitio diana (Porteus y col. (2005), Nat.
Biotechnol. 23: 967-73; Tzfira y col. (2005), Trends Biotechnol. 23: 567-9; McDaniel y col. (2005), Curr. Opin.
Biotechnol. 16: 476-83). Se han empleado muchos procedimientos para crear roturas de ADN de doble cadena,
incluyendo tratamientos con radiacion y quimicos. Aunque estos procedimientos estimulan eficazmente la
recombinacion, las roturas de doble cadena se dispersan aleatoriamente en el genoma, que pueden ser altamente
mutagénicas y toxicas. Hasta el presente, la incapacidad para dirigir modificaciones genéticas a sitios Unicos en un
escenario cromosomico es un impedimento principal de la modificacion del genoma de rutina.

Una estrategia para conseguir este objetivo es estimular la recombinacién homoéloga en una rotura de cadena doble
en un locus diana utilizando una nucleasa con especificidad por una secuencia que es lo suficientemente grande para
estar presente en un Unico sitio en el genoma (véase, por ejemplo, Porteus y col. (2005), Nat. Biotechnol. 23: 967-73).
La eficacia de esta estrategia se ha demostrado en una variedad de organismos utilizando ZFN (Porteus (2006), Mol
Ther 13: 438-46; Wright y col. (2005), Plant J. 44: 693-705; Urnov y col. (2005), Nature 435: 646-51). Las
endonucleasas de asentamiento son un grupo de nucleasas de origen natural que reconocen sitios de escision de 15-
40 pares de bases que se encuentran comunmente en los genomas de plantas y hongos. Se asocian frecuentemente
con elementos de ADN parasitos, tales como intrones e inteinas de auto corte y empalme del Grupo |. Promueven
naturalmente la recombinaciéon homdloga o insercion genética en localizaciones especificas del genoma huésped
produciendo una doble rotura en el cromosoma, que recluta la maquinaria de reparacion de ADN celular (Stoddard
(2006), Q. Rev. Biophys. 38: 49-95). Las endonucleasas de asentamiento se agrupan comunmente en cuatro familias:
la familia LAGLIDADG, la familia GIY-YIG, la familia de la caja His-Cys y la familia HNH. Estas familias se caracterizan
por motivos estructurales que afectan actividad catalitica y la secuencia de reconocimiento. Por ejemplo, los miembros
de la familia LAGLIDADG se caracterizan por tener una o dos copias del motivo conservado LAGLIDADG (véase
Chevalier y col. (2001), Nucleic Acids Res. 29(18): 3757-3774). Las endonucleasas de asentamiento LAGLIDADG con
una unica copia del motivo LAGLIDADG forma homodimeros, mientras que los miembros con dos copias del motivo
LAGLIDADG se encuentran como mondmeros.

11



10

15

20

25

30

35

ES 2773891 T3

Las endonucleasas de asentamiento, primariamente de la familia LAGLIDADG, se han utilizado para promover
eficazmente la modificacion del genoma especifica del sitio en plantas, levaduras, Drosophila, células de mamifero y
ratones, pero esta estrategia se ha limitado a la modificacion de genes homdlogos que conservan la secuencia de
reconocimiento de endonucleasa (Monnat y col. (1999), Biochem. Biophys. Res. Commun. 255: 88-93) o en genomas
modificados previamente en los que se ha introducido una secuencia de reconocimiento (Rouet y col. (1994), Mol.
Cell. Biol. 14: 8096-106; Chilton y col. (2003), Plant Physiol. 133: 956-65; Puchta y col. (1996), Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 93: 5055-60; Rong y col. (2002), Genes Dev. 16: 1568-81; Gouble y col. (2006), J. Gene Med. 8(5):616-622).

La implementacion sistematica de modificacion genética estimulada por nucleasas necesita el uso de enzimas
modificadas con especificidades a medida para dirigirse a las roturas de ADN en sitios existentes en un genoma, y,
por lo tanto, ha habido gran interés en adaptar las endonucleasas de asentamiento para promover modificaciones
genéticas en sitios médica o biotecnolégicamente relevantes (Porteus y col. (2005), Nat. Biotechnol. 23: 967-73;
Sussman y col. (2004), J. Mol. Biol. 342: 31-41; Epinat y col. (2003), Nucleic Acids Res. 31: 2952-62).

La I-Crel (SEQ ID NO: 1) es un miembro de la familia LAGLIDADG de endonucleasas de asentamiento que reconoce
y corta una secuencia de reconocimiento de 22 pares de bases en el cromosoma de cloroplastos de las algas
Chlamydomonas reinhardtii. Se han utilizado técnicas de seleccion genética para modificar la preferencia de sitio de
escision por la I-Crel (Sussman y col. (2004), J. Mol. Biol. 342: 31-41; Chames y col. (2005), Nucleic Acids Res. 33:
e178; Seligman y col. (2002), Nucleic Acids Res. 30: 3870-9, Arnould y col. (2006), J. Mol. Biol. 355: 443-58). Mas
recientemente, se ha descrito un procedimiento para disefar racionalmente endonucleasas de asentamiento mono-
LAGLIDADG que sean capaces de redisefiar completamente la I-Crel y otras endonucleasas de asentamiento para
dirigirse a sitios de ADN ampliamente divergentes, incluyendo sitios en genomas de mamiferos, levaduras, plantas,
bacterianos y viricos (documento WO 2007/047859).

Por lo tanto, en una realizacion la invencion proporciona meganucleasas modificadas derivadas de la secuencia de
aminoacidos de |-Crel que reconoce y corta sitios de ADN en regiones que se pueden amplificar de genomas de
mamifero. Estas meganucleasas modificadas se pueden utilizar de acuerdo con la invencion para dirigir la insercion
de casetes de expresion genética en localizaciones determinadas del ADN cromosémico de lineas celulares tales
como de células CHO. La presente invencion optimizara enormemente la produccion de lineas celulares deseadas
reduciendo el numero de lineas que se deben explorar para identificar un clon de “alta producciéon” adecuados para la
produccion a escala comercial de una glicoproteina terapéutica.

La presente invencion implica el direccionamiento las “secuencias de interés” de ADN transgénico en loci que se
pueden amplificar. Los loci que se pueden amplificar son regiones del ADN cromosémico que contiene genes de
seleccion que se convierten en amplificados en presencia de agentes de seleccion (por ejemplo, farmacos). Por
ejemplo, el locus DHFR de la célula de ovario de hamster chino (CHO) se puede amplificar hasta ~1.000 copias
cultivando las células en presencia de metotrexato (MTX), un inhibidor de la DHFR. La Tabla 1 enumera ejemplos
adicionales de genes indicadores que se pueden amplificar utilizando farmacos de molécula pequefia (Kellems, ed.
Gene amplification in mammalian cells: a comprehensive guide. Marcel Dekker, New York, 1993; Omasa (2002), J.
Biosci. Bioeng. 94:6 600-605).

Tabla 1. Genes de seleccion

Nombre del gen de seleccion Amplificado con

Dihidrofolato Reductasa Metotrexato (MTX)

Glutamina Sintetasa Metionina sulfoximina (MSX)

Hipoxantina fosforribosil transferasa Aminopterina, hipoxantina, y timidina
Treonil ARNt Sintetasa Borrelidina

Na, K-ATPasa QOuabaina

Asparagina Sintetasa Albizina o Beta-aspartil hidroxamato
Ornitina Descarboxilasa alfa-difluorometilornitina (DFMO)
Inosina-5’-monofosfato deshidrogenasa Acido Micofendlico

Adenosina Desaminasa Adenosina, Alanosina, 2'desoxicoformicina
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(continuacion)

Nombre del gen de seleccion Amplificado con

Timidilato Sintetasa Fluorouracilo

Aspartato Transcarbamilasa N-Fosfonacetil-L-Aspartato (PALA)
Metalotioneina Cadmio

Adenilato Desaminasa (1,2) Adenina, Azaserina, Coformicina
UMP-Sintetasa 6-azauridina, pirazofurano

Deben tenerse en cuenta varias consideraciones cuando se selecciona un sitio diana especifico para la insercion de
una secuencia de interés en un locus que se puede amplificar. Primero, el sitio de insercion seleccionado debe co-
amplificarse con el gen bajo selecciéon. En muchos casos, ya existen datos experimentales en la técnica que delimita
la cantidad de secuencia cromosomica flanqueante que se co-amplifica con un gen indicador de interés. Estos datos,
que definen con precision la extension del locus que se puede amplificar, existen para DHFR de CHO (Ma 'y col. (1988),
Mol Cell Biol. 8(6):2316-27), DHFR humano (Morales y col. (2009), Mol Cancer Ther. 8(2):424-432), y GS de CHO
(Sanders y col. (1987), Dev Biol Stand. 66:55-63). Cuando dichos datos no existen aun en la técnica, los inventores
predijeron que las secuencias de ADN <100.000 pares de bases corriente arribo o corriente abajo del gen de seleccion
que codifica la secuencia es probable que se co-amplfiquen. Por lo tanto, estas regiones podrian ser sitios adecuados
para el direccionamiento de la insercion de una secuencia de interés.

Segundo, los sitios diana se deberian seleccionar de manera que no tuvieran mucho impacto en la funcion del gen de
seleccion (por ejemplo, el gen enddgeno de la DHFR, GS, o HPRT). Debido a que la amplificaciéon necesita una copia
funcional del gen de seleccion, se deberian evitar los sitios de insercion en el promotor, exones, intrones, sefiales de
poliadenilacién, u otras secuencias reguladoras que, si se alteran, impactaria enormemente en la transcripcion o
traduccion del gen de seleccion. Por ejemplo, el documento WO 2008/059317 desvela meganucleasas que escinden
los sitios de ADN diana en el gen HPRT. Hasta el punto en el que el documento WO 2008/059317 desvela la insercion
de genes en el locus del HPRT, ensefia de que la secuencia codificante del gen de HPRT se deberia alterar en el
proceso de insercion del transgén para facilitar la seleccion para el direccionamiento apropiado utilizando 6-tioguanina.
La 6-tioguanina es un analogo de nucledtido toxico que destruye las células que tienen una actividad funcional de
HPRT. Debido a que las células producidas de acuerdo con el documento WO 2008/059317 no tienen actividad de
HPRT, no amplificaran un transgén insertado en respuesta al tratamiento con un inhibidor de HPRT, y, por lo tanto, no
se pueden utilizar en la presente invencion. Para la presente invencion, a menos de que ya se conozcan los limites
precisos de todas las secuencias reguladoras para un gen de seleccion particular, se deberian seleccionar sitios de
inserciéon >1.000 pares de bases, >2.000 pares de bases, >3.000 pares de bases, >4.000 pares de bases, o,
preferentemente, >5.000 pares de bases, corriente arriba o corriente abajo de la secuencia codificante del gen. Sin
embargo, si se conocen la localizacion de las secuencias reguladoras, la secuencia de interés se puede insertar
inmediatamente adyacente a la secuencia regulador mas 5 o 3’ (por ejemplo, inmediatamente 3’ de la sefial de
poliadenilacion).

Por ultimo, los sitios diana se deberian seleccionar para que no alteren otros genes cromosomicos que pueden ser
importantes para la fisiologia celular normal. En general, los sitios de insercion genética deberian de estar a >1.000
pares de bases, >2.000 pares de bases, >3.000 pares de bases, >4.000 pares de bases, o, preferentemente, >5.000
pares de bases de cualquier secuencia genética codificante.

Se describen esquematicamente distintos procedimientos de la invencioén en las figuras de la siguiente manera:

La Figura 1 representa una estrategia general para dirigir una secuencia de interés a un locus que se puede
amplificar. En la primera etapa, una endonucleasa especifica del sitio introduce una rotura de doble cadena en el
ADN cromosomico de una célula en un sitio que estd proximal a un gen de seleccion endégeno. EI ADN
cromosomico escindido se somete entonces a recombinacion homaologa con una molécula de ADN donante que
comprende una secuencia de interés flanqueada por secuencias de ADN homdlogas de las secuencias que
flanquean la secuencia de reconocimiento de la endonucleasa del sitio diana. Como resultado, se inserta la
secuencia de interés en el ADN cromosémico de la célula adyacente al gen de seleccion enddgeno. La célula
modificada se cultiva entonces en presencia de uno o mas compuestos que inhiben la funcion del gen de seleccion
para inducir un aumento del nimero de copias (es decir, una amplificaciéon) del gen de seleccion. La secuencia de
interés, que esta unida genéticamente al gen de seleccion, se co-amplificara con el gen de seleccion. El resultado
es una linea celular transgénica estable que comprende multiples copias de la secuencia de interés.

La Figura 2(A) representa un esquema del locus de DHFR de CHO que muestra una region preferida para el
direccionamiento de una secuencia de interés 5.000-60.000 pares de bases corriente abajo del gen de DHFR. La
Figura 2(B) representa un esquema del locus GS de CHO que muestra una region preferida para el
direccionamiento de una secuencia de interés 5.000-55.000 pares de bases corriente abajo del gen de GS. Los
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promotores se muestran como flechas. Los exones se muestran como rectangulo, con los exones no codificantes
en blanco y los exones codificantes de proteinas en gris.

La Figura 3 representa una estrategia para la insercion de una secuencia de interés en un locus que se puede
amplificar en un procedimiento de dos etapas que implica una secuencia diana integrada previamente. En la
primera etapa, el ADN cromosémico de una célula se escinde por una endonucleasa especifica del sitio en un sitio
que esta proximal a un gen de seleccion. EIl ADN cromosomico escindido se somete entonces a recombinacion
homologa con una molécula de ADN donante que comprende una secuencia diana exdgena flanqueada por
secuencias de ADN homologas a las secuencias flanqueantes del sitio diana enddgeno. Esto da como resultado
la insercidon de una secuencia diana modificada nueva en el ADN cromosémico de la célula proximal al gen de
seleccion. Se puede direccionar posteriormente una secuencia de interés proximal al mismo gen de seleccion
utilizando una nucleasa, integrasa, transposasa, o recombinasa que reconozca especificamente la secuencia diana
modificada integrada previamente. La célula modificada se cultiva entones en presencia de uno o mas compuestos
que co-amplifican el gen de seleccion y la secuencia de interés.

La Figura 4 representa una estrategia para la insercion de una secuencia diana modificada en un gen de seleccion
(por ejemplo, DHFR) con la retirada concomitante de una parte del gen de seleccion. Se utilizé primero una
endonucleasa especifica del sitio para escindir el ADN cromosémico de la célula, proximal a o en la secuencia del
gen de seleccion. Como se muestra en la figura, el sitio diana endégeno esta entre los exones 2 y 3 del gen de
DHFR de CHO (aunque el sitio diana podria estar en cualquier otro intron o exoén, y el gen de seleccién podria ser
cualquier gen sometido a amplificacién). El ADN cromosémico se somete entonces a recombinacion homologa con
un primer ADN donante (“ADN donante n°® 1”) de manera que la secuencia del primer ADN donante se inserta en
el ADN cromosomico de la célula. Como se muestra en la figura, esto da como resultado la sustitucion del promotor
y los dos primeros exones de DHFR por la secuencia diana modificada nueva (aunque el primer ADN donante
podia remplazar mas o menos del ADN cromosoémico, tal como solo una parte del exén). Si dicha sustitucion se
hace en todos los alelos DHFR de una célula, la linea celular resultante es DHFR (-/-). Se puede dirigir
posteriormente una secuencia de interés proximal a un gen de seleccidon en la linea celular utilizando una
endonucleasa, integrasa, transposasa, o recombinasa que reconoce la secuencia diana modificada. Como se
muestra en la figura, el segundo ADN donante (“ADN donante n°® 2”) comprende una secuencia de interés, asi
como un promotor y los primeros dos exones de DHFR. El direccionamiento apropiado de esta segunda molécula
de ADN donante da como resultado la insercién de la secuencia de interés en la secuencia diana modificada
mientras que se reconstituye simultaneamente un gen DHFR funcional. Por lo tanto, las lineas celulares
direccionadas apropiadamente seran DHFR+ y se pueden seleccionar utilizando medios deficientes en
hipoxantina/timidina. Ademas, los que se representa en un diagrama aqui para la DHFR se puede aplicar a
cualquier gen de seleccion en un locus que se pueda amplificar.

La Figura 5 representa una estrategia para la insercion de una secuencia diana modificada en un locus que se
puede amplificar con una alteracién concomitante de la secuencia codificante de un gen de seleccion. Primero se
utiliza una endonucleasa especifica del sitio para escindir el ADN cromosémico de la célula en la secuencia
codificante del gen de seleccion. Como se muestran en la figura, el sitio diana enddgeno esta en el tercer exon del
gen GS de CHO. EI ADN cromosémico se somete entonces a recombinacion genética con un primer ADN donante
(“ADN donante n° 1”) de manera que la secuencia del primer ADN donante se inserta en el ADN cromosoémico de
la célula. Esto da como resultado la insercion de una secuencia diana modificada nueva en la secuencia codificante
de GS. Si se produce dicha insercion en ambos alelos del gen GS y da como resultado una mutacion con cambio
de fase u otra manera de alteracion de la funcion del gen GS, la linea celular resultante sera GS (-/-). Una secuencia
de interés se puede direccionar posteriormente en proximal al locus que se puede amplificar de la linea celular
utilizando una endonucleasa, integrasa, transposasa, o0 recombinasa que reconozca la secuencia diana
modificada. Como se muestra en la figura, un segundo ADN donante (“ADN donante n° 2”) comprende una
secuencia de interés unida operativamente a un promotor asi como la parte 3’ de la secuencia codificante de GS
que comprende los exones 3,4, 5, y 6 (La figura muestra los exones 3, 4, 5 y 6 unidos en una Unica secuencia de
nucledtidos (es decir, con intrones retirados), pero también se podria utilizar una secuencia que incluya o intrones
de origen natural o uno o mas intrones artificiales. El direccionamiento apropiado de la segunda molécula de ADN
donante da como resultado la insercién de la secuencia de interés en la secuencia diana modificada a la vez que
se reconstituye simultaneamente un gen de GS funcional. Por lo tanto, las lineas direccionadas apropiadamente
seran GS+ y se pueden seleccionar utilizando medios deficientes en L-glutamina. Ademas, la secuencia de interés
se puede co-amplificar con el gen GS utilizando una seleccion con MSX. La estrategia representada mediante
diagramas aqui para GS se puede aplicar a cualquier gen de seleccion en un locus que se pueda amplificar.

La Figura 6 representa una estrategia para la insercion de una secuencia diana modificada en un locus que se
puede amplificar con la alteraciéon concomitante del procesamiento del ARNm de un gen de seleccion. Primero se
utiliza una endonucleasa para escindir el ADN cromosémico de la célula en un intron del gen de seleccion. Como
se representa, el sitio diana enddégeno esta en el intrén entre el tercer y cuarto exones codificantes del gen de GS
de CHO. ElI ADN cromosémico se somete entonces a recombinacion homoéloga con un ADN donante n® 1 de
manera que la secuencia del ADN donante se inserta en el ADN cromosomico de la célula. Esto da como resultado
la insercion de una nueva secuencia diana modificada en la secuencia codificante de GS con una secuencia
adicional que produce que el ARNm de GS se procese incorrectamente. Como se representa, esta secuencia
adicional comprende un fuerte receptor de corte y empalme. Si dicha insercion se produce en ambos alelos del
gen GS, el receptor artificial de corte y empalme producira que el ARNm de GS se corte y empalme
incorrectamente, dando como resultado una pérdida de expresion de GS y la necesidad de crecimiento en cultivos
que contengan L-glutamina. Se puede dirigir posteriormente una secuencia de interés a locus que se puede
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amplificar en la linea celular utilizando una endonucleasa, integrasa, transposasa, o recombinasa que reconozca
la secuencia diana modificada. Como se representa mediante diagramas, el ADN donante n° 2 comprende una
secuencia de interés unida operativamente a un promotor, asi como ola parte 3’ de la figura muestra los exones 4,
5, y 6 unido a una secuencia de nucleétidos Unica. (La figura muestra los exones 4, 5, y 6 unido en una secuencia
de nucledtidos Unica (es decir, con los intrones retirados), pero también se podria emplear una secuencia que
incluye intrones de origen natural o uno o mas intrones artificiales). El direccionamiento apropiado de esta molécula
de ADN donante n° 2 da como resultado la insercion de la secuencia de interés en la secuencia diana modificada
mientras se reconstituye simultaneamente un gen GS funcional. Por lo tanto, las lineas celulares direccionadas
apropiadamente seran GS+ y se pueden seleccionar utilizando medios deficientes en L-glutamina y la secuencia
de interés se puede co-amplificar con el gen de GS utilizando una selecciéon con MSX. La estrategia representada
mediante diagramas aqui para GS se puede aplicar a cualquier gen de seleccion en un locus que se pueda
amplificar.

La Figura 7(A) representa un ensayo de recombinacion repetida directa de la actividad de endonucleasa especifica
del sitio. Se produce un plasmido indicador que comprende los dos tercios 5’ del gen GFP (“GF”), seguido por una
secuencia de reconocimiento por la endonucleasa, seguido por los dos tercios 3’ del gen GFP (“FP”). Las células
de mamifero se transfectaron con este plasmido indicador, asi como el gen que codifica la endonucleasa. La
escision de la secuencia de reconocimiento por la endonucleasa estimula la recombinacion homéloga entre
repeticiones directas del gen de GFP para restaurar la funcién de GFP. Las células GFP+ se pueden contar y/o
clasificar en un citdmetro de flujo.

La Figura 7(B) representa los resultados del ensayo de la Figura 7(A) segun se aplica a las meganucleasas CHO-
23/24 y CHO-51/52. Las barras claras indican el porcentaje de células GFP+ cuando se transfectan las células con
el plasmido indicador solo (-endonucleasa). Las barras oscuras indican el porcentaje de células GFP+ cuando se
co-transfectan con el plasmido indicador y el gen de meganucleasas correspondiente (+endonucleasa). El ensayo
se llevd a cabo por triplicado y se muestra la desviacion tipica.

La Figura 7(C) representa el alineamiento de secuencias obtenidas de las células CHO transfectadas con el ARNm
que codifica la meganucleasa CHO-23/24. La secuencia superior es de una célula CHO de tipo silvestre (TS) con
la secuencia de reconocimiento para la CHO-23/24 subrayada.

La Figura 7(D) representa el alineamiento de secuencias obtenidas de las células CHO transfectadas con el ARNm
que codifica la meganucleasas CHO-51/52. La secuencia superior es de una célula CHO de tipo silvestre (TS) con
la secuencia de reconocimiento para la CHO-51/52 subrayada.

La Figura 8(A) representa una estrategia para la insercion de una secuencia de ADN exégena en el locus de DHFR
de CHO utilizando la meganucleasa CHO-51/52. Las células CHO se co-transfectaron con el ARNm que codifica
la CHO-51/52 y un plasmido donante que comprendia un sitio EcoRI flanqueado por 543 pares de bases de la
secuencia de ADN homologa de la region corriente arriba del sitio de reconocimiento de CHO-51/52 y 461 pares
de bases de la secuencia de ADN homologa de la regién corriente arriba del sitio de reconocimiento de CHO-
51/52. 48 horas después de la transfeccion, el ADN gendmico se aisld y se sometié a PCR utilizando cebadores
especificos para la region corriente abajo del locus de DHFR (flechas discontinuas).

La Figura 8(B) representa los productos de la PCR que se clonaron en el pUC-19 y 48 clones plasmidicos
individuales y se digirieron con EcoRl y se visualizaron en gel de agarosa. 10 plasmidos (calles numeradas) daban
lugar a un fragmento de restriccion de 647 bases, consistente con la escision de un primer sitio EcoRI en el vector
pUC-19 y un segundo sitio EcoRI en el fragmento de PCR clonado. Estos 10 plasmidos se secuenciaron para
confirmar que albergaban un fragmento de la PCR que comprendian una parte corriente abajo del locus DHFR con
un sitio de restriccion EcoRl insertado en la secuencia de reconocimiento. Este patron de restriccién no se observo
cuando se transfectaron las células con el plasmido donante solo.

La Figura 9(A) representa una estrategia para la insercion de una secuencia diana modificada en el locus de DHFR
de CHO utilizando la meganucleasas CHO-23/24. Las células CHO se co-transfectaron con el ARNm que codifica
la CHO-23/24 y un plasmido donante que comprende, en la orientacién 5 a 3’, un promotor SV40, un coddn de
inicio ATG, un sitio FRT, y un gen de resistencia a la Zeocina (Zeo). Las células resistentes a zeocina se clonaron
por dilucién limitante y se exploraron por PCR para identificar una linea celular clénica en la que se integra en la
secuencia del plasmido donante en el sitio de reconocimiento para la CHO-23/24. Después de la expansion, esta
linea celular se co-transfecté con un primer plasmido que codifica la Flp recombinasa unida operativamente a un
promotor y un segundo plasmido (plasmido donante n° 2) que comprende un gen de la GFP bajo el control de un
promotor CMV, un sitio FRT, y un gen de resistencia a la higromicina (Hig) que carece de un coddn de inicio. Los
sitios FRT entre la recombinacion mediada por Flp resultaba en la integracion de la secuencia del plasmido donante
n° 2 en la secuencia diana modificada (es decir, el sitio FRT) de manera que se producia un casete de expresion
genética Hig funcional. La Figura 9(B) representa los productos de PCR de clones resistentes a la higromicina
producidos como en (A) que se clonaron por dilucion limitante. Se extrajo el ADN gendmico de 24 clones
individuales y se amplifico por PCR utilizando un primer cebador en el locus DHFR y un segundo cebador en el
gen Hig (lineas discontinuas). Los 24 clones daban lugar a un producto de la PCR consistente con la insercion del
gen HIG en la secuencia diana modificada. La Figura 9(C) representa la expresion de los 24 clones producidos en
(B) utilizando citometria de flujo. Se descubrid que todos los genes expresan altos niveles de GFP con una
relativamente poca variabilidad clon a clon.

Figura 10. Se produjo una linea de CHO que expresa GFP integrando un casete de expresion del gen GFP en el
locus DHFR utilizando una estrategia de secuencia diana modificada como se muestra en la Figura 9. Esta linea
celular se cultivdé entonces en MTX como se describe en el Ejemplo 2 para amplificar el gen GFP integrado. (A)
graficos de citometria de flujo que muestran la intensidad de GFP en el eje Y. En la linea celular pre-MTX, la
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intensidad de GFP tenia un promedio de aproximadamente 2 x 10% mientras que en la linea celular cultivada en
250 nM de MTX, era visible una subpoblacién distinta (en un circulo) en el que la intensidad de GFP se aproxima
a 10* (B) Las lineas celulares tratadas con MTX se clasificaron por FACS para identificar células individuales que
expresan grandes cantidades de GFP. Cinco de dichas células de alta expresion se expandieron y se determind
la intensidad de GFP por citometria de flujo. Se descubrié que los cinco clones tenian un aumento significativo de
la expresion de GFP con respecto a la linea celular pre-MTX. (C) EI ADN genémico se aislé a partir de cinco lineas
celulares clonicas producidas en (B) y se sometieron a PCR cuantitativa utilizando un par de cebadores especifico
para el gen de GFP. Se descubri6 que los cinco clones de alta expresion tenian significativamente mas copias del
gen GFP que la linea celular pre-MTX. Estos resultados demuestran que el numero de copias y el nivel de
expresion de un transgén integrado corriente abajo del DHFR de CHO puede amplificarse en respuesta al
tratamiento con MTX.

Figura 11. (A) Un ensayo de recombinacion repetida directa, como en la Figura 5A. (B) El ensayo en (A) aplicado
a las meganucleasas CHO-13/14 y CGS-5/6. Las barras claras indican el porcentaje de células GFP+ cuando se
transfectan las células con el plasmido indicador solo (-endonucleasa). Las barras oscuras indican el porcentaje
de células GFP+ cuando las células se co-transfectan con un plasmido indicador y el gen correspondiente de la
meganucleasa (+endonucleasa). El ensayo se llevd a cabo por triplicado y se muestra la desviacion tipica. (C)
Alineamiento de secuencias obtenidas de células CHO transfectadas con ARNm que codifica la meganucleasas
CGS-5/6. La secuencia superior es de la célula CHO de tipo silvestre (TS) con la secuencia de reconocimiento
para la CGS-5/6 subrayada. Los puntos indican bases eliminadas. Las bases que estan en cursiva y negrita son
mutaciones o inserciones puntuales con respecto a la secuencia de tipo silvestre. Notese que se espera que las
mutaciones observadas en al menos los clones 6d4, 6g5, 3b7, 3d11, 3e5, 6f10, 6hH8, 6d10, 6d7, 3g8 y 3a9 inactive
la funcién del gen GS.

2.1.1 Direccionamiento genético al locus DHFR de CHO

El locus DHFR de CHO se representa en forma de diagrama en la Figura 2A. El locus comprende el gen de DHFR
que codifica una secuencia en 6 exones que abarcan ~24.500 pares de bases. El gen Msh3 se localiza inmediatamente
corriente arriba del DHFR y se transcribe divergentemente del mismo promotor de DHFR. Se puede encontrar un
hipotético gen, 2BE2121, ~65.000 pares de bases corriente abajo de la secuencia codificante de DHFR. Por lo tanto,
hay una regiéon de ~65.000 pares de bases corriente abajo del gen DHFR que no alberga ningun gen conocido y es
una localizacién adecuada para dirigir la insercion de secuencias de interés. Los sitios diana para la insercion de una
secuencia de interés, en general no se deberia seleccionar si son <1.000 pares de bases, y preferentemente no <5.000
pares de bases de los genes DHFR o0 2BE2121. Esto limita la ventana de sitios diana preferidos en la region de 1.000-
60.000 pares de bases corriente abajo de la secuencia codificante de la DHFR. La secuencia de esta region se
proporciona como la SEQ ID NO: 2.

Los loci de DHFR humano y de ratdn tienen una organizacion similar al locus de CHO. En ambos casos, el gen Msh3
esta inmediatamente corriente arriba del DHFR, pero hay una gran area que carece de secuencias codificantes
corriente abajo del DHFR. En los seres humanos el gen ANKRD34B tiene ~55.000 pares de bases corriente abajo del
DHFR mientras que el gen ANKRD34B tiene ~37.000 pares de bases corriente abajo del DHFR de raton. Por lo tanto,
la region corriente abajo del DHFR es una localizaciéon apropiada para insertar genes de interés en lineas celulares y
células CHO humanas y de ratén. Ademas, los casetes de expresion genética insertados en esta region se expresaran
con un nivel alto, seran resistentes al silenciamiento genético y capaces de amplificarse mediante el tratamiento con
MTX. Los procedimientos para la amplificacion del locus DHFR en células CHO se conocen en la técnica (véase, por
ejemplo, Kellems, ed., Gene amplification in mammalian cells: a comprehensive guide. Marcel Dekker, New York,
1993) y normalmente implican una concentracion creciente gradualmente de la concentracion de MTX en los medios
de cultivo desde 0 hasta 0,8 mM durante un periodo de varias semanas.

2.1.2 Direccionamiento genético al locus de GS

Los loci en CHO humana y de ratén de la glutamina sintetasa (también conocida como “glutamato-amonio ligasa” o
“GluL”) comparten una organizacion comun (Fig. 2B). EI gen TEDDM1 esta inmediatamente corriente arriba de GS en
todas las especies (~5.000 pb corriente arriba en el caso de los seres humanos, ~7.000 pb corriente arriba en el caso
del raton y CHO). El gen corriente abajo mas cercano esta, sin embargo, ~46.000 pb mas lejos en el caso del ser
humano y ~117.000 pb mas lejos en el caso del raton y las CHO. Por lo tanto, los inventores predijeron que la region
cromosomica de 1.000-41.000 pb o 5.000-41.000 pb corriente abajo del GS en células humanas y 1.000-100.000 pb,
0 5.000-100.000 pb corriente abajo del GS en el ratéon y células de CHO eran localizaciones apropiadas para dirigir la
inserciéon de secuencias de interés. Debido a que los sitios de ADN distales a la secuencia codificante de GS es mas
probable que sean susceptibles al silenciamiento genético, se prefiere una regién cromosémica de 5.000-60.000 pb
corriente abajo de GS para dirigir la inserciéon de una secuencia de interés tanto en ratén o células CHO. La secuencia
de esta region del genoma de CHO se proporciona como la SEQ ID NO: 3. Los casetes de expresion genética
insertados en esta region se expresaran a un nivel alto, seran resistentes al silenciamiento genético y capaces de
amplificarse mediante el tratamiento con MSX. Las regiones menos preferidas incluyen la region cromosoémica entre
los genes TEDDM1 y GS o la regién <10.000 pb corriente abajo de TEDDM1 (véase la Figura 2B). Los procedimientos
para la amplificacién del locus de GS se conocen en la técnica (Bebbington y col. (1992), Biotechnology (N Y).
10(2):169-75).
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2.2 Endonucleasas modificadas para el direccionamiento genético

Se puede insertar una secuencia de interés en un locus que se pueda amplificar utilizando una endonucleasa
especifica del sitio modificada. Los procedimientos para la generacion de endonucleasas especificas del sitio que
puedan dirigir roturas de ADN en loci predeterminados en un genoma se conocen en la técnica. Estas incluyen las
nucleasas en dedos de zinc (Le Provost y col. (2010), Trends Biotechnol. 28(3):134-41), nucleasas efectoras TAL (Li
y col. (2011), Nucleic Acids Res. 39(1):359-72), y meganucleasas modificadas (documentos WO 2007/047859; WO
2007/049156; WO 2009/059195). En una realizacion, la invencion proporciona meganucleasas modificadas derivadas
de I-Crel que se pueden utilizar para dirigir la insercion de un gen de interés en un locus que se pueda amplificar. Los
procedimientos para producir dichas meganucleasas modificadas se conocen en la técnica (véase, por ejemplo, los
documentos WO 2007/047859; WO 2007/049156; WO 2009/059195). En realizaciones preferidas, se utiliza una
meganucleasas de “cadena sencilla” para dirigir la insercién genética en una region que se puede amplificar del
genoma. Los procedimientos para la produccién de dichas meganucleasas de “cadena sencilla” se conocen en la
técnica (véase, por ejemplo, los documentos WO 2009/059195 y WO 2009/095742). En algunas realizaciones, la
nucleasa modificada se fusiona a una sefial de localizacion nuclear (NLS) para facilitar la captacion nuclear. Ejemplos
de sefales de localizacién nuclear incluyen la NLS de SV40 (secuencia de aminoacidos MAPKKKRKY) que se pueden
fusionar en el extremo C o, preferentemente, en el extremo N de la proteina. Ademas, se puede marcar una nucleasa
modificada con un epitopo peptidico (por ejemplo, un epitopo HA, FLAG o Myc) para monitorizar los niveles de
expresion o localizacion o para facilitar la purificacion.

2.3 Lineas celulares modificadas con secuencias de interés dirigidas a loci que se puedan amplificar

En algunas realizaciones, la invencién proporciona procedimientos para la utilizacion de nucleasas modificadas en el
direccionamiento de la insercion de transgenes en loci que se puedan amplificar en células de mamifero cultivadas.
Este procedimiento tiene dos componentes primarios: (1) una nucleasa modificada; y (2) una molécula donante de
ADN que comprende una secuencia de interés. El procedimiento comprende poner en contacto el ADN de la célula
con la nucleasa modificada para crear una rotura de la doble cadena del ADN en una secuencia de reconocimiento
enddgena de un locus que se pueda amplificar seguido por la insercion de la molécula de ADN donante en el sitio de
la rotura del ADN. Dicha insercion del ADN donante se facilita por la maquinaria de reparacion de ADN y puede
producirse por la ruta de unién de extremos no homologos o por recombinacion homéloga (Figura 1).

La nucleasa modificada se puede suministrar a la célula en forma de proteina o, preferentemente, como un acido
nucleico que codifique la nucleasa modificada. Dicho acido nucleico puede ser un ADN (por ejemplo, un ADN
plasmidico circular o que se ha hecho lineal o productos de PCR) o un ARN. Para las realizaciones en las que la
secuencia codificante de nucleasa modificada se suministra en forma de ADN, deberia estar unida operativamente a
un promotor para facilitar la transcripcion del gen de la nucleasa modificada. Los promotores de mamifero adecuados
para la invencion incluyen los promotores constitutivos tales como el promotor temprano de citomegalovirus (CMV)
(Thomsen y col. (1984), Proc Natl Acad Sci USA. 81(3):659-63) o el promotor temprano del SV40 (Benoist y Chambon
(1981), Nature. 290(5804):304-10), asi como los promotores inducibles tales como el promotor inducible por
tetraciclina (Dingermann y col. (1992), Mol Cell Biol. 12(9):4038-45).

En algunas realizaciones, se suministra a la célula el ARNm que codifica la nucleasa modificada debido a que esto
reduce la probabilidad de que el gen que codifica la nucleasa modificada se integre en el genoma de la célula. Dicho
ARNm que codifica la nucleasa modificada se puede producir utilizando procedimientos conocidos en la técnica tales
como la transcripcién in vitro. En algunas realizaciones, el ARN esta protegido utilizando 7-metil-guanosina. En algunas
realizaciones, el ARNm puede estar poliadenilado.

Las nucleasas proteicas modificadas purificadas se pueden suministrar a las células para escindir el ADN genémico,
lo que permite la recombinacion homologa o la union de extremos no homoélogos en el sitio de escision con una
secuencia de interés, mediante una variedad de diferentes mecanismos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la
nucleasa proteica recombinante se puede introducir en la célula mediante técnicas que incluyen, pero no se limitan a,
microinyeccion o transfecciones liposémica (véase, por ejemplo, Lipofectamine™, Invitrogen Corp., Carlsbad, CA). La
formulacién de liposomas se puede utilizar para facilitar la fusién de la bicapa lipidica con una célula diana, permitiendo
de esta manera que los contenidos del liposoma o las proteinas asociadas con su superficie se introduzcan en la
célula. De manera alternativa, la enzima se puede fusionar con un péptido de captacién apropiado tal como el de la
proteina TAT del VIH para dirigir la captacion celular (véase, por ejemplo, Hudecz y col. (2005), Med. Res. Rev. 25:
679-736).

De manera alternativa, las secuencias genéticas que codifican la nucleasa proteica modificada se insertan en un vector
y se transfectan en una célula eucariota utilizando técnicas conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel y
col., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley 1999). La secuencia de interés se puede introducir en el mismo
vector, un vector diferente, o por otros medios conocidos en la técnica. Ejemplos no limitantes de vectores para la
transfeccion de ADN incluyen vectores viricos, plasmidos, césmidos y vectores YAC. La transfeccion de secuencias
de ADN se puede conseguir mediante una variedad de procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Por
ejemplo, se utilizan liposomas e inmunoliposomas para suministrar secuencias de ADN a las células (véase, por
ejemplo, Lasic y col. (1995), Science 267: 1275-76). Ademas, se pueden utilizar virus para introducir vectores en las
células (véase, por ejemplo, la Pat. de EE. UU. N.° 7.037.492). De manera alternativa, las estrategias de transfeccion
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se pueden utilizar de manera que los vectores se introduzcan como ADN desnudo (véase, por ejemplo, Rui y col.
(2002), Life Sci. 71(15): 1771-8).

Los procedimientos generales para el suministro de acidos nucleicos en las células incluyen: (1) procedimientos
quimicos (Graham y col. (1973), Virology 54(2):536-539; Zatloukal y col. (1992), Ann. N. Y. Acad. Sci., 660:136-153;
(2) procedimientos fisicos tales como la microinyeccion (Capecchi (1980), Cell 22(2):479-488, electroporacion (Wong
y col. (1982), Biochim. Biophys. Res. Commun. 107(2):584-587; Fromm y col. (1985), Proc. Nat'l| Acad. Sci. USA
82(17):5824-5828; Pat. de EE. UU. N.° 5.384.253) e inyeccion balistica (Johnston y col. (1994), Methods Cell. Biol.
43(A): 353-365; Fynan y col. (1993), Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 90(24): 11478-11482); (3) vectores viricos (Clapp
(1993), Clin. Perinatol. 20(1): 155-168; Lu y col. (1993), J. Exp. Med. 178(6):2089-2096; Eglitis y col. (1988), Avd. Exp.
Med. Biol. 241:19-27; Eglitis y col. (1988), Biotechniques 6(7):608-614); y (4) mecanismos mediados por un receptor
(Curiel y col. (1991), Proc. Nat'| Acad. Sci. USA 88(19):8850-8854; Curiel y col. (1992), Hum. Gen. Ther. 3(2):147-154;
Wagner y col. (1992), Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 89 (13):6099-6103). En algunas realizaciones preferidas, el ARNm
protegido con 7-metil-guanosina que codifica la nucleasa modificada se suministra a las células utilizando
electroporacion.

La molécula donante de ADN comprende un gen de interés unido operativamente a un promotor. En muchos casos,
una molécula donante puede comprender multiples genes unidos operativamente al mismo o diferentes promotores.
Por ejemplo, las moléculas donantes que comprende casetes de expresion de anticuerpos monoclonales pueden
comprender un gen que codifica la cadena pesada del anticuerpo y un segundo gen que codifica la cadena ligera del
anticuerpo. Ambos genes pueden estar bajo el control de diferentes promotores o pueden estar bajo el control del
mismo promotor utilizando, por ejemplo, un sitio interno de entrada en el ribosoma (IRES). Las moléculas donantes
pueden comprender también un gen indicador genético unido operativamente a un promotor para facilitar la
identificacion de las células transgénicas. Dichos indicadores genéticos se conocen en la técnica e incluyen los genes
de la neomicina fosfotransferasa (NEO), hipoxantina fosforribosiltransferasa (HPRT), glutamina sintetasa (GS),
dihidrofolato reductasa (DHFR) y la higromicina fosfotransferasa (HIG).

En algunas realizaciones, las moléculas donantes de ADN comprenderan adicionalmente secuencias flanqueantes
homologas de las secuencias diana del ADN de la célula. Dichas secuencias flanqueantes homdélogas comprenden >
3 o, preferentemente, < 50 o mas preferentemente > 200 o mas preferentemente > 400 pares de bases de ADN que
son idénticas o casi idénticas en secuencia al locus cromosoémico reconocido por la nucleasa modificada (Figura 1).
Dichas secuencias de ADN homodlogas facilitan la integracion de la secuencia donante de ADN en el locus que se
puede amplificar por recombinacién homologa.

La molécula “donante” de ADN puede ser circular (por ejemplo, un ADN plasmidico) o lineal (por ejemplo, un plasmido
que se ha hecho lineal o productos de una PCR). Los procedimientos para el suministro de moléculas de ADN se
conocen en la técnica como se ha expuesto anteriormente.

En algunas realizaciones, el gen de nucleasa modificada y el ADN donante se llevan a cabo en moléculas de acido
nucleico separadas que se co-transfectan en las células o lineas celulares. Por ejemplo, el gen de la nucleasa
modificada unida operativamente a un promotor puede transfectarse en forma de plasmido simultaneamente con una
molécula de ADN donante diferente en forma de plasmido o de producto de PCR. En una realizacion alternativa, la
nucleasa modificada se puede suministrar en forma de ARNm con una molécula de ADN donante en forma de plasmido
o de producto de PCR. En una tercera realizacion, el gen de la nucleasa modificada y el ADN donante se llevan en la
misma molécula de ADN, tal como un plasmido. En una cuarta realizacién, las células se co-transfectan con una
nucleasa proteica modificada y una molécula de ADN en forma de plasmido o producto de PCR.

Después de la transfeccion con la nucleasa modificada y el ADN donante, normalmente se permite a las células que
se recuperen de la transfeccion (24-72 horas) antes de clonarse utilizando procedimientos conocidos en la técnica.
Los procedimientos comunes para la clonacién de una linea celular modificada genéticamente incluyen “dilucion
limitante” en la que las células transfectadas se transfieren a las placas de cultivo tisular (por ejemplo, placas de 48
pocillos, 96 pocillos, etc.) a una concentracion de < 1 célula por pocillo y se expanden en poblaciones clénicas. Otras
estrategias de clonacion incluyen sistemas de aislamiento/identificacion de clones robéticos tal como ClonePix™
(Genetix, Molecular Devices, Inc., Sunnyvale, CA). Las lineas celulares clénicas se pueden entonces explorar para
identificar lineas celulares en las que se ha integrado la secuencia de interés en el sitio diana pretendido. Las lineas
celulares pueden explorarse facilmente utilizando analisis moleculares conocidos en la técnica tales como PCR o
Transferencia de Southern. Por ejemplo, se puede aislar el ADN gendmico de una linea celular clénica y someterse a
amplificaciéon por PCR utilizando un primer cebador (en sentido de la cadena) que se hibrida a una secuencia de ADN
en la secuencia de interés y un segundo cebador (de cadena antisentido) que se hibrida a una secuencia del locus
que se puede amplificar. Si la molécula de ADN donante comprende una secuencia de ADN homadloga del sitio diana,
es importante que el segundo cebador se disefie para hibridarse a una secuencia en el locus que se puede amplificar
que esta mas alla de los limites de homologia que lleva la molécula donante para evitar resultados falsos positivos.
De manera alternativa, las lineas celulares se pueden explorar en cuanto a la expresion de la secuencia de interés.
Por ejemplo, si la secuencia de interés codifica una proteina secretada tal como un anticuerpo, el medio de cultivo se
tiene que muestrear de las lineas celulares clénicas aisladas y se ensaya en cuanto a la presencia del anticuerpo
proteico utilizando procedimientos conocidos en la técnica tales como Transferencia de Western o ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Este tipo de exploracion funcional se puede utilizar para determinar cual
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de estas lineas celulares transgénicas llevan la secuencia de interés dirigida al locus que se puede amplificar de
interés, como se ha descrito anteriormente.

El procedimiento de la invencién se puede utilizar en cualquier tipo de célula que es pueda transfectar y cultivar tal
como lineas celulares inmortalizadas y células madre. En realizaciones preferidas, el procedimiento de la invencion
se utiliza para modificar genéticamente lineas celulares inmortalizadas que se utilizan cominmente para la
biofabricacion. Esto incluye:

1. Las lineas celulares de hamster tal como células de rifién recién nacido de hamster (BHK) y todas las variantes
de células ovaricas de hamster chino (CHO), por ejemplo, CHO-K1, CHO-S (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA),
DG44, o Potelligent™ (Lonza Group Ltd., Basel, Suiza). Debido a que las secuencias genémicas de las diferentes
lineas celulares de hamster son casi idénticas, una meganucleasa modificada que se pueda utilizar para practicar
la invencién en un tipo celular de hamster (por ejemplo, células BHK) se puede utilizar en general para practicar la
invencion en otro tipo celular de hamster (por ejemplo, CHO-K1).

2. Las lineas celulares de ratén tal como las células de hibridoma de ratén o mieloma de ratén (por ejemplo, NSO).
Debido a que las secuencias del genoma de las diferentes lineas celulares de raton son casi idénticas, una
meganucleasa modificada que se pueda utilizar para practicar la invencién en un tipo celular de ratén (por ejemplo,
células de hibridoma de ratén) se puede utilizar en general para practicar la invencién en otro tipo celular de raton
(por ejemplo, NSO).

3. Las lineas celulares humanas tales como las células renales embrionarias humanas (por ejemplo, HEK-293 o
293S) y las células retinianas humanas (por ejemplo, PER.C6). Debido a que las secuencias gendmicas de
diferentes lineas celulares humanas son casi idénticas, una meganucleasa modificada que se pueda utilizar para
practicar la invencién en un tipo celular humano (por ejemplo, células HEK-293) se pueden utilizar en general para
practicar la invencion en otro tipo celular humano (por ejemplo, PER.C6).

2.6 Lineas celulares modificadas previamente con secuencias diana modificadas en loci que se puedan amplificar

En una realizacién, la invencidon proporciona lineas celulares que estan modificadas previamente para que
comprendan una “secuencia diana modificada” que se pueda direccionar para la insercion genética en un locus que
se puede amplificar en una linea celular de mamifero (Figura 3). Una secuencia diana modificada comprende una
secuencia de reconocimiento para una enzima que es Util para la insercién de acidos nucleicos transgénicos en
secuencias de ADN cromosémico. Dichas secuencias diana modificadas pueden incluir secuencias de reconocimiento
para meganucleasas modificadas derivadas de I-Crel (por ejemplo, las SEQ ID NO: 37-87 del documento WO
2009/076292), secuencias de reconocimiento para nucleasas en dedos de zinc, secuencias de reconocimiento para
nucleasas efectoras TAL (TALEN), el sitio LoxP (SEQ ID NO: 4) que es reconocido por la Cre recombinasa, el sito
FRT (SEQ ID NO: 5) que es reconocido por la recombinasa FLP , el sitio attB (SEQ ID NO: 6) que es reconocidos por
la recombinasa lambda, o cualquier otra secuencia de ADN conocida en la técnica que es reconocida por una
endonucleasa, recombinasa, integrasa, o transposasa especificas del sitio que sean utiles para el direccionamiento
de la insercion de acidos nucleicos en un genoma. Por lo tanto, la invencion permite a un experto en la técnica utilizar
una nucleasa modificada (por ejemplo, una meganucleasas, nucleasa en dedos de zinc, o nucleasa efectora TAL)
para insertar una secuencia diana modificada en un locus que se puede amplificar en una linea celular de mamifero.
La linea celular resultante comprende dicha secuencia diana modificada en un locus que se puede amplificar se puede
poner en contacto con la enzima apropiada (por ejemplo, una segunda meganucleasas modificada, una segunda
nucleasa en dedos de zinc, una segunda nucleasa efectora TAL, una recombinas, una integrasa, o una transposasa)
para dirigir la insercion de un gen de interés en el locus que se pueda amplificar en la secuencia diana modificada.
Esta estrategia en dos etapas puede ser ventajosa debido a la eficacia de la insercion genética que se puede conseguir
utilizando una meganucleasas 6ptima, nucleasa en dedos de zinc, recombinasa, integrasa, o transposasa puede ser
mayor que la que se puede conseguir utilizando la endonucleasa inicial (por ejemplo, meganucleasas o nucleasa en
dedos de zinc) que escinda el sitio diana endégeno para promover la insercion de la secuencia diana modificada.

En una realizacién alternativa, se produce una linea celular insertando una secuencia diana modificada en un locus
que se puede amplificar con la retirada concomitante de todo o una parte del marcador genético enddégeno adyacente
(Figura 4). Por ejemplo, se puede utilizar una meganucleasa modificada, nucleasa en dedos de zinc o nucleasa
efectora TAL para retirar los dos primeros exones en ambos alelos del gen DHFR de CHO y sustituirlos con una
secuencia diana modificada por una meganucleasa modificada, ZFN, TALEN, recombinasa, integrasa, o transposasa
diferentes. La linea celular resultante sera deficiente en DHFR e incapaz de crecer en ausencia de hipoxantina/timidina.
De manera alternativa, por ejemplo, se puede utilizar una meganucleasa modificada, ZFN o TALEN para retirar el
primer exon de ambos alelos del gen GS de CHO y sustituirlo con una secuencia diana modificada para una
meganucleasa modificada, ZFN, TALEN, recombinasa, integrasa, o transposasa diferentes (Figura 4). La linea celular
resultante sera deficiente en GS e incapaz de crecer en ausencia de L-glutamina. Dicha linea celular es util debido a
que se puede insertar un gen de interés en la secuencia diana modificada en la linea celular modificada previamente
mientras que simultaneamente se reconstituye el gen de seleccion (por ejemplo, DHFR o GS). Por lo tanto, es posible
seleccionar los transfectantes que albergan el gen de interés en el locus que se puede amplificar utilizando las
condiciones del medio que seleccionan las células DHFR+ o GS+.

En una realizacién alternativa, se produce una linea celular en la que la secuencia diana modificada se inserta en un
locus que se puede amplificar con alternacion del gen de seleccion (Figuras 5, 6). Esto se puede conseguir, por
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ejemplo, utilizando una meganucleasas que reconoce un sitio de ADN en la secuencia codificante del gen de seleccion.
Dicha meganucleasas se puede utilizar para dirigir la inserciéon de una secuencia diana modificada en una secuencia
codificante del gen de seleccion dando como resultado una alteracion de la funcién del gen, por ejemplo, introduciendo
un cambio de fase (Figura 5). De manera alternativa, por ejemplo, se puede insertar una secuencia diana modificad
en un intron de la secuencia del gen de seleccion con una secuencia adicional que promueve un procesamiento
impropio de la transcripcion del gen de seleccion (Figura 6). Dichas secuencias que promueven un procesamiento
impropio incluyen, por ejemplo, receptores de corte y empalme artificiales o sefiales de poliadenilacion. Las secuencias
receptoras de corte y empalme se conocen en la técnica (Clancy (2008), "RNA Splicing: Introns, Exons and
Spliceosome," Nature Education 1:1) y comprenden normalmente una secuencia rica en pirimidina de 20-50 pares de
bases seguida por una secuencia (C/T)AG(A/G). La SEQ ID NO: 33 es un ejemplo de secuencia receptores de corte
y empalme. De la misma manera, las sefales de poliadenilacion se conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, la
sefal de poliadenilacion de SV40 (SEQ ID NO: 34) y la sefial de poliadenilacion BGH (SEQ ID NO: 35). En algunas
realizaciones, la linea celular resultante que alberga la nueva secuencia diana modificada en todos los alelos del gen
de seleccion sera deficiente en la funcion del gen debido a la mala transcripcion o mala traduccion del gen de seleccion
y sera capaz de crecer solo en condiciones permisivas. Por ejemplo, una secuencia diana modificada se puede insertar
en la secuencia del gen de GS utilizando una meganucleasas dando como resultado una linea celular que es GS-/-
que solo puede crecer en presencia de L-glutamina en el medio de cultivo. En una etapa posterior, se puede insertar
un gen de interés en la secuencia diana modificada mientras se reconstituye simultdneamente el gen indicador (por
ejemplo, DHFR o GS). Por lo tanto, es posible seleccionar los transfectantes que albergan el gen de interés en el locus
que se puede amplificar utilizando las condiciones del medio que seleccionan las células DHFR+ o GS+.

2.5 Lineas celulares transgénicas para la biofabricacion

En algunas realizaciones, la invencion proporciona lineas celulares transgénicas adecuadas para la produccion de
farmacos proteicos. Dichas lineas celulares transgénicas comprenden una poblacion de células en la que se inserta
un gen de interés, unido operativamente a un promotor en el genoma de la célula en un locus que se pueda amplificar
en el que el gen de interés codifica una proteina terapéutica. Ejemplos de terapéuticos proteicos incluyen: anticuerpos
monoclonales, fragmentos de anticuerpo, eritropoyetina, activador del plasmindgeno de tipo tisular, Factor VIII, Factor
IX, insulina, factores estimulantes de colonias, interferones (por ejemplo, interferén-a, interferon-f e interferon-y),
interleucinas (por ejemplo, interleucina-2), vacunas, factor de necrosis tumoral, y glucocerebrosidasa. También se
hace referencia a los terapéuticos proteicos como “biolégicos” o “biofarmacéuticos”.

Para utilizarse para la biofabricacion, una linea celular transgénica de la invencion deberia someterse a: (1) la
adaptacion de medio de cultivo libre de suero en suspension; y (2) amplificacion del gen de interés. En algunas
realizaciones, la invencién se practica en lineas celulares adherentes que se pueden adaptar al medio de cultivo en
suspension para facilitar su mantenimiento en biorreactores de matraces con agitado o contenedores con agitado
como es tipica de la biofabricacién industrial. Los procedimientos para la adaptacion de células adherentes a crecer
en suspension se conocen en la técnica (Cell Culture and Upstream Processing, Butler, ed. (Taylor y Francis Group,
New York, 2007)). Es necesario en general adaptar adicionalmente las lineas celulares de biofabricacion a medios
definidos quimicamente que carecen de componentes derivados de animales (es decir, medios “libres de suero”). Los
procedimientos para la preparacion de dichos medios y la adaptacion de lineas celulares a este se conocen en la
técnica (Cell Culture and Upstream Processing, Butler, ed. (Taylor y Francis Group, New York, 2007)). Dichos medios
también se pueden adquirir comercialmente (por ejemplo, medio CD-3 para el mantenimiento de células CHO,
disponible en Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y las células se pueden adaptar a este siguiendo las instrucciones del
fabricante. En algunas realizaciones, la linea celular se adapta al cultivo en suspensién y/o el medio libre de suero
antes de transfectarse con la nucleasa modificada.

Finalmente, los procedimientos para la amplificacién genética se conocen en la técnica (Cell Culture and Upstream
Processing, Butler, ed. (Taylor y Francis Group, New York, 2007)). En general, el procedimiento implica la adicion de
un inhibidor de un producto genético de seleccion al medio de cultivo para seleccionar las células que expresan
anormalmente grandes cantidades del producto genético debido a los eventos de duplicacion genética. En general, la
concentracion de inhibidor afiadido al medio de cultivo se aumenta lentamente durante un periodo de semanas hasta
que se alcanza el nivel deseado de amplificacion. El inhibidor se retira entonces en general del medio antes de iniciar
la ejecucion de la bioproduccion para evitar la posibilidad de que el inhibidor contamine la formulacion proteica
terapéutica. Por ejemplo, se puede amplificar el locus DHFR de CHO aumentando lentamente la concentracion de
MTX en el medio de cultivo de 0 mM hasta 0,8 mM durante un periodo de varias semanas. El locus GS puede, de la
misma manera, amplificarse en el medio de 0 yM hasta 100 yM durante un periodo de varias semanas. Los
procedimientos para la evaluacion de la amplificacion genética se conocen en la técnica e incluyen la Transferencia
de Southern y PCR en tiempo real cuantitativa (tPCR). Ademas, o como alternativa, los niveles de expresion de la
secuencia de interés, que se correlaciona en general con el numero de copas del gen, se pueden evaluar determinando
la concentracion de proteina terapéutica en el medio de cultivo utilizando procedimientos convencionales tales como
Transferencia de Western o ELISA. Después de la produccion de la linea celular, adaptacion, y amplificacion, las
proteinas terapéuticas se pueden producir y purificar utilizando procedimientos que son convencionales en la industria
biofarmacéutica.

Ejemplos
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La presente invencion se ilustra adicionalmente por los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como
limitantes. Los expertos en la materia reconoceran, o podran determinar, utilizando no mas que la experimentacion de
rutina, numerosos equivalentes de las sustancias y procedimientos especificos descritos en el presente documento.
Se pretende que dichos equivalentes estén abarcados en el ambito de las reivindicaciones que siguen a los siguientes
ejemplos. El Ejemplo 1 se refiere a meganucleasas modificadas que se pueden utilizar para dirigir la insercion de un
gen de interés corriente abajo del gen DHFR en células CHO. El Ejemplo 2 se refiere a meganucleasas modificadas
que se pueden utilizar para dirigir la insercion de una secuencia diana modificada en el gen DHFR de CHO con la
retirada concomitante de los exones 1y 2 de DHFR. El Ejemplo 2 también se refiere a meganucleasas modificadas
que se pueden utilizar para dirigir la insercion de una secuencia diana modificada en el gen GS de CHO. El Ejemplo 3
se refiere a meganucleasas que se pueden utilizar para dirigir la insercion de un gen de interés corriente abajo del gen
GS en células CHO.

Ejemplo 1

Insercion genética dirigida en el locus DHFR de CHO utilizando meganucleasas modificadas

La secuencia de ADN gendmico de CHO de 10.000-55.000 pares de bases corriente abajo del gen DHFR se explord
para identificar sitios de ADN susceptibles para el direccionamiento con meganucleasas modificadas. Se seleccionaron
dos sitios (SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8) que tienen, respectivamente, 35.699 y 15.898 pares de bases corriente
abajo de la secuencia codificante de DHFR (Tabla 2).

Tabla 2. Ejemplo de sitios de reconocimiento para meganucleasas modificadas en el locus DHFR de CHO

. . cee s Localizacion relativa a la secuencia
SEQID NO: Secuencias del sitio diana codificante de DHFR de CHO
7 5-TAAGGCCTCATATGAAAATATA-3’ |35.699 pb corriente abajo
8 5-ATAGATGTCTTGCATACTCTAG-3' |15.898 pb corriente abajo

1. Meganucleasas que reconocen la SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8

Se produjo una meganucleasas modificada (SEQ ID NO: 9) que reconoce y escinda la SEQ ID NO: 7. Esta
meganucleasa se denomino “CHO-23/24". Se produjo una segunda meganucleasa modificada (SEQ ID NO: 10) que
reconoce y escinde la SEQ ID NO: 8. Esta nucleasa se llamoé “CHO-51/52". Cada meganucleasas comprende una
sefial de localizacion de nucleasa en el extremo N derivada de SV40, una primera subunidad de meganucleasas, una
secuencia de engarce, y una segunda subunidad de meganucleasas.

2. Escisién especifica del sitio del ADN plasmidico por las meganucleasas CHO-23/24 y CHO-51/52

La CHO-23/24 y CHO-51/52 se evaluaron utilizando un ensayo de recombinacion repetida directa como se ha descrito
previamente (Gao y col. (2010), Plant J. 61(1):176-87, Figure 7A). Un casete indicador GFP deficiente se generd un
casete clonando primero un fragmento 5’ de 480 pb del gen GFP en pcDNA5/FRT digerido con Nhel/Hindlll (Invitrogen
Corp., Carlsbad, CA) dando como resultado el plasmido pGF. A continuacion, se cloné un fragmento 3’ de 480 pb del
gen GFP (incluyendo una secuencia de 240 pb duplicada en el fragmento 5’ de 480 pb) en el pGF digerido por
BamHI/Xhol. El plasmido resultante, pGFFP, consiste en dos tercios 5’ del gen GFP seguido por dos tercios 3’ del gen
GFP, interrumpido por 24 pb del pcDNA/poliengarce FRT. Para insertar los sitios de reconocimiento de
meganucleasas, se hibridaron los oligonucleétidos complementarios que comprenden la secuencia en sentido y
antisentido de cada sitio de reconocimiento y se ligaron en el pGFFP digerido con Hindlll/BamHI.

Las secuencias codificantes de las meganucleasas modificadas se insertaron en el vector de expresion de mamifero
pCP bajo el control de un promotor constitutivo (CMV). Las células de ovario de hamster chino (CHO) con una
confluencia aproximada del 90 % se transfectaron en placas de 96 pocillos con 150 ng de plasmido indicador pGFFP
y 50 ng de vector de expresion de meganucleasas o para determinar el fondo, 50 ng de pCP vacio utilizando
Lipofectamina 2000 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA). Para determinar
la eficacia de la transfeccion, las células CHO se transfectaron con 200 ng de pCP GFP. Las células se lavaron en
PBS 24 h después de la transfeccion, se tripsinizaron y se resuspendieron en PBS suplementado con un 3 % de suero
bovino fetal. Las células se ensayaron en cuanto a la actividad de GFP utilizando un citémetro de flujo Cell Lab Quanta
SC MPL y el software Cell Lab Quanta adjunto (Beckman Coulter, Brea, CA).

Los resultados se muestran en la Figura 7B. Se descubrié que ambas meganucleasas modificadas seran capaces de
escindir sus sitios de reconocimiento pretendidos por encima del fondo en el contexto de un ensayo indicador basado
en plasmido.

3. Escision especifica del sitio del locus DHFR de CHO por las meganucleasas CHO-23/24 y CHO-51/52

Para determinar si las CHO-23/24 y CHO-51/52 son capaces o no de escindir sus sitios diana pretendidos en el locus
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DHFR de CHO, los inventores exploraron el ADN genémico de células CHO que expresan o CHO-23/24 o CHO-51/52
para identificar las pruebas de la escision cromosomica en el sitio diana pretendido. Ese ensayo se basa en el hecho
de que las roturas del ADN cromosémico se reparan frecuentemente por NHEJ de una manera que introduce
mutaciones en el sitio de la rotura de ADN. Estas mutaciones, normalmente pequefias eliminaciones o inserciones
(conocidas colectivamente como “indel”) dejan una cicatriz delatora que se puede detectar por secuenciacion (Gao y
col. (2010), Plant J. 61(1): 176-87).

Las células CHO se transfectaron con ARNm que codifican CHO-23/24 o CHO-51/52. EI ARNm se prepard
produciendo primero una matriz de PCR para una reaccion de transcripcion in vitro (SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO:
21). Cada producto de PCR incluia un promotor T7 y 609 pb de la secuencia de vector corriente abajo del gen de
meganucleasas. El producto de PCR se purificd en gel para asegurar una Unica matriz. El ARN protegido (m7G) se
genero utilizando el kit RiboMAX (Promega Corp., Fitchburg, WI) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y el
analogo Ribo cap m7G (Promega Corp., Fitchburg, WI) se incluy6 en la reacciéon y 0,5 pg del producto de PCR
meganucleasas purificad servia como la matriz del ADN. EI ARN protegido se purificé utilizando el Sistema de
Aislamiento de ARN total SV (Promega Corp., Fitchburg, WI) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se nucleofectaron 1,5 x 10® células CHO-K1 con 3 x 10'2 copias de ARNm de CHO-23/24 O CHO-51/52 (2 x 108
copias/célula) utilizando el dispositivo Amaxa Nucleofector Il (Lonza Group Ltd., Basel, Suiza) y el programa U-23 de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. A las 48 horas después de la transfeccion, se aislé el ADN de las células
utilizando un kit FlexiGene (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ADN
gendmico se sometié entonces a una PCR para amplificar el sitio diana correspondiente. En el caso de las células
transfectadas con el ARNm que codificaba la CHO-23/24, los cebadores de la PCR directo e inverso eran de las SEQ
ID NO: 16 y SEQ ID NO: 17. En el caso de las células transfectadas con el ARNm que codificaba la CHO-51/52, los
cebadores de la PCR directo e inverso eran de las SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 19. Los productos de la PCR se
purificaron en gel y se clonaron en pUC-19. Se secuenciaron 40 plasmidos que albergaban los productos de la PCR
derivados de las células transfectadas con el ARNm de la CHO-23/24, de los cuales se descubrié que 13 tenian
mutaciones en el sitio diana de CHO-23/24 (Figura 7C). Se secuenciaron 44 plasmidos que albergaban los productos
de la PCR derivados de las células transfectadas con el ARNm de la CHO-51/52, de los que se descubrié que 10 de
los cuales tenian mutaciones en el sitio diana de la CHO-51/52 (Figura 7D). Estos resultados indican que CHO-23/24
y CHO-51/52 son capaces de cortar sus sitios diana pretendidos corriente abajo del gen de DHFR de CHO.

4. Integracion especifica del sitio en el locus DHFR de CHO utilizando una meganucleasas modificada.

Para evaluar la eficacia de la insercion de ADN en el locus DHFR de CHO utilizando una meganucleasas modificada,
los inventores prepararon un plasmido donante (SEQ ID NO: 11) que comprende un sitio de la enzima de restriccion
EcoRI flanqueado por una secuencia homodloga de ADN al sitio de reconocimiento de la CHO-51/52 (Figura 8A).
especificamente, el plasmido donante de SEQ ID NO: 11 comprende un vector pUC-19 que alberga un casete de
recombinacién homadloga insertado entre los sitios de restriccion Kpnl e Hindlll. El casete de recombinacion homologa
comprende, en el orden 5’ a 3’: (i) 543 pares de bases de un ADN idéntico a la secuencia inmediatamente corriente
arriba del medio sitio de la secuencia de reconocimiento de la CHO-51/52 y la “secuencia central” de cuatro pares de
bases que separa los dos medio sitios que comprenden la secuencia de reconocimiento de CHO-51/52; (i) un sitio de
enzima de restriccion EcoRI (5-GAATTC-3’); y (iii) 461 pares de bases de ADN idéntico a la secuencia inmediatamente
corriente abajo del sitio de corte de la CHO-51/52, incluyendo el medio sitio corriente abajo de la secuencia de
reconocimiento y la “secuencia central” de cuatro pares de bases que separan los dos medio sitios que comprenden
la secuencia de reconocimiento de CHO-51/52. Nétese que esto da como resultado una duplicacién de la “secuencia
central” de cuatro pares de bases (5-TTGC-3’) para maximizar la probabilidad de la invasién de cadena por las tres
protuberancias 3’ generados por la escision con CHO-51/52. Los inventores han descubierto que los plasmidos
donantes que comprenden dicha duplicacién de la secuencia central son sustratos éptimos para el direccionamiento
genético por recombinacién homologa.

Se prepard el ARNm que codificaba la CHO-51/52 como se ha descrito anteriormente. Se nucleofectaron 1,5 x 108
células CHO-K1 con 3 x 10'2 copias de ARNm de CHO-51/52 (2 x 10° copias/célula) y 1,5 ug de plasmido donante
(SEQ ID NO: 11). La nucleofeccién se llevo a cabo utilizando el dispositivo Amaxa Nucleofector Il (Lonza Group Ltd.,
Basel, Suiza) y el programa U-23 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A las 48 horas después de la
transfeccion se aislé el ADN de las células utilizando un kit FlexiGene (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. EIl ADN gendmico se sometié entonces a una PCR utilizando los cebadores que flanquean
el sitio de reconocimiento de la CHO-51/52 (SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 19). De manera importante, estos cebadores
estan mas alla de los limites de la secuencia homdloga que lleva el plasmido donante, y, por lo tanto, se amplificara
solo la secuencia de ADN cromosomica y no el plasmido donante. Los productos de la PCR se clonaron en un plasmido
pUC-19 y se purificaron 48 clones y se digirieron con EcoRI (Figura 8B). 10 plasmidos daban lugar a un patrén de
restriccion consistente con la insercion de un sitio EcoRI en la secuencia de reconocimiento de CHO-51/52. Estos
datos demuestran que es posible utilizar la CHO-51/52 para insertar un ADN corriente abajo del gen DHFR de CHO
enla SEQ ID NO: 8.

5. Integracion especifica del sitio de una secuencia diana modificada en el locus DHFR de CHO

Se produjo un plasmido donante (SEQ ID NO: 25) que comprende una secuencia FRT (SEQ ID NO: 5) adyacente a
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un gen de resistencia de zeocina bajo el control de un promotor temprano de SV40 (Figura 9A). Este casete estaba
flanqueado por una secuencia de ADN homoéloga al locus DHFR de CHO inmediatamente corriente arriba o corriente
abajo de la secuencia de reconocimiento de la CHO-23/24. Las células CHO se co-transfectaron con este plasmido
donante y el ARNm que codifica la CHO-23/24 como se ha descrito anteriormente. A las 72 horas después de la co-
transfeccion, las células resistentes a la zeocina se clonaron por dilucion limitante y se expandieron durante
aproximadamente 3 semanas. Las poblaciones clénicas se exploraron entonces por PCR utilizando un primer cebador
en el promotor SV40 (SEQ ID NO: 26) y un segundo cebador en el locus DHFR (SEQ ID NO: 16) para identificar las
lineas celulares que llevaban la secuencia FRT/zeocina corriente abajo del gen DHFR. Una de dichas células que
llevaba la insercion se la secuencia diana FRT se co-transfectd posteriormente con un segundo plasmido donante
(SEQ ID NO: 27) y un plasmido que codifica Flp recombinasa. La SEQ ID NO: 27 comprende un gen GFP bajo el
control de un promotor CMV, una secuencia FRT, y un gen de resistencia a higromicina no funcional que carece del
codon de inicio ATG. La recombinacioén estimulada por Flp entre los sitios FRT en el genoma y el plasmido resultaba
en la incorporacion de la secuencia completa del plasmido en el genoma de CHO en el sitio de la secuencia diana
modificada. Dicha recombinacion restauraba la funcién del gen de resistencia a higromicina orientandolo corriente
abajo de un coddn de inicio ATG integrado como parte de la secuencia diana modificada. Como tal, las integraciones
satisfactorias se podrian seleccionar utilizando higromicina.

Las células resistentes a la higromicina se clonaron por dilucion limitante y se ensayaron 24 lineas clonicas individuales
por PCR utilizando un primer cebador en el gen de resistencia a la higromicina (SEQ ID NO: 28). Los 24 clones daban
lugar al producto de PCR esperado (Figura 9B), indicando que el casete de expresion del gen GFP se habia insertado
satisfactoriamente en la secuencia diana DHFR modificada en todos los casos. Entonces se evaluaron las 24 lineas
celulares por citometria de flujo y se descubrié que expresaban niveles consistentes de GFP (Figura 9C).

6. Amplificacién de transgenes

Se sembro una linea de CHO que expresaba GFP como se ha descrito anteriormente, con una densidad de 3 x 10°

células/ml en 30 ml de medio que contenia 50 nM de MTX. Las células se cultivaron durante 14 dias antes de
resembrarse con la misma densidad en un medio que contenia 100 nM de MTX. Las células se cultivaron durante
otros 14 dias antes de resembrarse en un medio que contenia 250 nM de MTX. Después de los 14 dias de cultivo, se
evaluo la expresion de GFP en las células tratadas por citometria de flujo y se comparé con la expresion de GFP en
la poblacion celular parental (pre-MTX) (Figura 10A). Se descubridé que las células tratadas con MTX tenian una
subpoblacién distinta en las que la expresion de GFP estaba significativamente aumentada. Las células individuales
con alta expresion de la poblacién tratada con MTX se aislaron entonces utilizando un clasificador celular y se
expandieron 5 clones durante 14 dias en ausencia de MTX. La expresion de GFP en las 5 poblaciones celulares
clénicas se evaluaron entonces por citometria de flujo y se compararon con la poblacién celular parental (pre-MTX).
Se descubrié que los clones tratados con MTX tenian aproximadamente 4-6 veces la intensidad de GFP que las células
pre-MTX. La PCR cuantitativa se llevd a cabo entonces utilizando un conjunto de cebadores especificos del gen GFP
y se descubrié que los clones tratados con MTX tenian todos aproximadamente 5-9 veces mas copias del gen GFP
que la poblacion pre-MTX. Estos datos proporcionan una prueba concluyente de que un transgén insertado corriente
abajo del gen DHFR de CHO se puede amplificar con el tratamiento de MTX.

7. Estabilidad de la amplificacién genética

Las cinco lineas celulares clonicas que expresaban altos niveles de GFP que se produjeron en (6) anteriormente se
pasaron entonces durante un periodo de 14 semanas con o sin 250 nM de MTX para evaluar la estabilidad de la
amplificacion genética. Se determind en una base semanal y el ensayo de PCR cuantitativa usado para determinar el
numero de copias del gen GRP descrito anteriormente se repitid al final del periodo de evaluacién de 14 semanas.
Como se esperaba, los clones que se pasaron en el medio con MTX mantenian un alto nivel de expresion de GFPR
sin que ningun clon se desviara mas del 20 % de la intensidad de GFP determinada la semana 1. La PCR cuantitativa
revelé que el numero de copias al igual se desviaba menos del 20 % para todos los clones. Sorprendentemente, la
amplificacion era igualmente estable en las lineas celulares cultivadas en medio que carecia de MTX. Al contrario de
lo que se habia predicho basandose en la técnica existente, la expresion del gen GFP no se reducia mas del 18 % en
cualquiera de las cinco lineas celulares durante el periodo de evaluacion de 14 semanas. El nimero de copias del gen
determinado por PCR cuantitativa también era estable con menos de un 24 % de desviacion a lo largo del tiempo para
todas las lineas celulares. Estos resultados indican que un transgén amplificado en el locus DHFR de CHO es estable
durante un periodo de tiempo extendido, obviando la necesidad de cultivar las células en agentes de seleccion toxicos
que podria contaminar las formulaciones de bioproducto.

Ejemplo 2

Insercion de una secuencia diana modificada en las regiones codificantes del gen DHFR o GS de CHO

Como se representa mediante diagramas en la Figura 4, un procedimiento alternativo para direccionar una secuencia
de interés a un locus que se puede amplificar implica la produccion de una linea celular en la que una parte de un gen
de seleccion se sustituye por una secuencia diana modificada. La ventaja de esta estrategia es que la posterior
insercion de una secuencia de interés se puede acoplar con la reconstitucion del gen de seleccion de manera que las
lineas celulares que albergan la secuencia direccionada apropiadamente de interés se pueden seleccionar utilizando
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las condiciones de medio adecuadas. Una linea celular que alberga dicha secuencia diana modificada puede
producirse utilizando una recombinacion homologa inducida por nucleasa. En este caso, se prefiere una endonucleasa
especifica del sitio que corta una secuencia de reconocimiento cerca o en la secuencia del gen de seleccion.

1. Meganucleasas modificadas gue cortan los genes DHFR o GS

Se produjo una meganucleasa llamada “CHO-13/14” (SEQ ID NO: 12) que corta una secuencia de reconocimiento en
el gen DHFR de CHO (SEQ ID NO: 13). La secuencia de reconocimiento esta en un intrén entre el Exén 2 y el Exon
3 del DHFR de CHO. Se produjo una meganucleasa llamada “CGS-5/6” (SEQ ID NO: 14) que corta una secuencia de
reconocimiento en el gen GS de CHO (SEQ ID NO: 15). Cada meganucleasas comprende una sefial de localizacion
de nucleasa en el extremo N derivada de SV40, una primera subunidad de meganucleasa, una secuencia de engarce,
y una segunda subunidad de meganucleasas.

2. Escisién especifica del sitio del ADN plasmidico por las meganucleasas CHO-13/14 y CGS-5/6

Se evaluaron las CHO-13/14 y CGS-5/6 utilizando un ensayo de recombinacion de repeticion directa como se describe
en el Ejemplo 1 (Figura 7A). Se descubri6 que ambas meganucleasas escindian eficazmente sus secuencias de
reconocimiento pretendidas en el contexto de un ensayo indicador basado en plasmido (Figura 7B).

3. Escision especifica del sitio del gen GS de CHO por CGS-5/6

Las células CHO se transfectaron con ARNm que codifica CGS-5/6. El ARNm se preparé produciendo primero una
matriz de PCR para una reaccion de transcripcion in vitro (SEQ ID NO: 22). Cada producto de PCR incluia un promotor
T7 y 609 pb de la secuencia de vector corriente abajo del gen de meganucleasas. El producto de PCR se purificé en
gel para asegurar una Unica matriz. El ARN protegido (m7G) se gener6 utilizando el kit RiboMAX (Promega Corp.,
Fitchburg, WI) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y el analogo Ribo cap m7G (Promega Corp., Fitchburg,
WI) se incluyé en la reaccion y 0,5 pg del producto de PCR meganucleasas purificad servia como la matriz del ADN.
El ARN protegido se purificé utilizando el Sistema de Aislamiento de ARN total SV (Promega Corp., Fitchburg, WI) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se nucleofectaron 1,5 x 108 células CHO-K1 con 3 x 10'? copias de ARNm de CGS-5/6 utilizando el dispositivo Amaxa
Nucleofector Il (Lonza Group Ltd., Basel, Suiza) y el programa U-23 de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
A las 48 horas después de la transfeccion, se aislé el ADN de las células utilizando un kit FlexiGene (Qiagen, Hilden,
Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ADN gendmico se sometié entonces a una PCR para
amplificar el sitio diana CGS-5/6 utilizando los cebadores de SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24. Los productos de la
PCR se purificaron en gel y se clonaron en pUC-19 y se digirieron 94 plasmidos que albergaban los productos de la
PCR con la enzima de restriccion BssSI, que reconocia y corta la secuencia 5-CTCGTG-3' que se encuentra en la
secuencia de reconocimiento de CGS-5/6. Se descubrié que 17 plasmidos eran resistentes a BssSlI, sugiriendo que el
sitio de reconocimiento de la CGS-5/6 estaba mutado. Estos 17 plasmidos se secuenciaron para confirmar la existencia
de indels o mutaciones puntuales en la secuencia de reconocimiento de la CGS-5/6 (Figura 7C). Estos resultados
indican que CGS-5/6 es capaz de cortar su sitio diana pretendido del gen de GS de CHO Debido a que la secuencia
de reconocimiento de CGS-5/6 esta en un exén de la secuencia codificante de GS, se espera que muchas de las
mutaciones introducidas por CGS-5/6 cambien la fase del gen GS. Por lo tanto, CGS-5/6 es util para inactivar la GS
de CHO para producir lineas celulares GS (-/-). Dichas lineas celulares son utiles porque son susceptibles de seleccion
por GS y de amplificacién para la produccion de lineas celulares.

Ejemplo 3

Meganucleasas para el direccionamiento de insercién genética en el locus GS de CHO

1. Meganucleasas modificadas que cortean corriente abajo del gen GS de CHO

Se produjo una meganucleasa modificada llamada “CHOX-45/46” (SEQ ID NO: 29) que reconoce una secuencia de
ADN (SEQ ID NO: 30) de aproximadamente 7700 pares de bases corriente abajo de la secuencia codificante de GS
de CHO. Las células CHO se transfectaron con ARNm que codifica la CHOX-45/46 como se describe en el Ejemplo
2. A'las 72 horas después de la transfeccion, se extrajo el ADN gendémico del agrupamiento de células transfectadas
y se amplifico por PCR la region corriente abajo del gen GS de CHO utilizando un par de cebadores (SEQ ID NO: 31
y SEQ ID NO: 32) que flanqueaban la secuencia de reconocimiento de CHOX-45/46. Se clonaron entonces los
productos de la PCR y se secuenciaron 24 productos clonados. Se descubrié que 14 de los 24 clones de los productos
de PCR (un 58,3 %) tenian grandes mutaciones de la secuencia consistentes con la escision del genoma inducida por
meganucleasas seguido por la reparacion mutagénica con uniéon de extremos no homoélogos. A partir de estos datos,
los inventores concluyeron que la meganucleasa CHOX-45/46 es capaz de escindir especificamente un sitio de ADN
corriente abajo de la secuencia codificante del gen GS de CHO y era capaz igualmente de dirigir la insercion de
transgenes en este locus que se puede amplificar del genoma.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> PRECISION BIOSCIENCES, INC.
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<120> PROCEDIMIENTOS Y PRODUCTOS PARA LA PRODUCCION DE LINEAS CELULARES DE
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<160> 64

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211> 163
<212> PRT

<213> Chlamydomonas reinhardltii

<400> 1

Met

1
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Tyr

Thr

Gly
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Ile

Pro

Azn

Asgp

Lys

Gln
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Tyr

Lys

Lys

Ser

Thr
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Lys
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Arg
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100
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His
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Leu
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Pro
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Ser
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Asgp
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Phe
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Thr

Val
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Lys
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Thr

Leu
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Phe

Leu

Ile

Phe
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Asgp
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Lys

Leu
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Lys
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Ile
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Leu

Pro

Val
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Glu

Ile

Pro

Ile

Val
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Azn
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Thr

Ile
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Cys
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Gln

Gln

Gly

Ser

Leu
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Thr
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Val Asp Gln Ile Ala Ala Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr

130

135

140

Ser Glu Thr Val Arg Ala Val Leu Aszp Ser Leu Ser Glu Lys Lys Lys

145

Ser Ser Pro

<210> 2

<211> 50001

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<220>

<221> modified_base

<222> (36646)..(36646)

<223> a, ¢, t, g, desconocido u otro

<220>

<221> modified_base

<222> (38354)..(38354)

<223> a, ¢, t, g, desconocido u otro

<400> 2

taaaactcaa
tgggtgggty
tggecacata
ctgtttttet
ggaagctgga
aaacatcagg
taggatgggy
agggatecte
gtactgaggy
tcatcteaga
ctagcctect
tatatgtcca
actgttggga
tcagteteac
aaagatgtaa
gtaacacceg

atgggtccca

gatgccaget
aaggtctgaa
acttggeaac
caatgttgaa
acctocggecta
aataaatagc
gctcocagac
cagtacatge
cctgaactgt
acattttcet
gttactctct
tactcagatyg
aacatcagac
tttttecagy
gtaatgaact
cttecettata

gaatcttcect

150

ttgtagctag
gcatttacag
tgatttgggy
ctatatggge
tctaagatag
tgctaagtta
ctggggctce
cteccactgt
ccacacactt
ttaatcttite
atacatgtca
aaaagccatt
ttttttectg
atgacttetg
teatgtgtte
agecatttet

tttaaataaa

cktaggaaac
agttctetea
gaacagaata
atagteacag
aataatcaaqg
caagttggty
ctaataaagc
tgggactygey
aagecacacyg
ttaatgaaaa
cataaaacta
agctgtggtce
cagcgccetge
aactatcace
tgaacacaca
caaaatgtte

caccccagag

26

155

aaagtagtaa
agacaaagea
caagaaagga
ctgectaace
aaatgtcaat
ctttagacat
tgtgctggeco
ggegatggtt
cettttactg
ggtogeattt
catgaaaact
atacaaaacc
cctgatctte
gtaagatgag
gettagtgea
ccattacace

gattctgaag

aaaataataa
cagaggetgy
aatttaaata
tatagagact
tatttgagaa
ttggagagga
tacaagttecc
tetgacgtgyg
agtcatctee
cttecgaggy
ttgaaggcac
ccacagacca
cacagagaat
aatttgaaac
ttgaaattac

tgcatcggayg

ctagaacacc

160

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020



aaggactgac
ttettgetac
tctecattete
atggaataat
agctaaagac
ggtaactcag
attctcatag
ggagaatgtg
gtetgectgt
catacacaca
cctacacaaa
caaacacata
tgggaagggt
teccagetgtg
tggagacttt
agacctgcag
tcttectgag
gttececectgg
ttettecttgg
ggtacttaat
gccaccoctg
gtcctcagaa
cggaagggat

ggggagaata

ccatagatag
atacacatac
atacatagat
ttgagactga
gactggccag
cccaccccca
tttattootg

aacaaaactt

agagagaagc
tgatttagaa
gggactttga
ggcagacgat
ctttecactte
tcagatacaa
ttcatttate
ctgectettec
agctoccagge
tggcatacac
aacatgecata
cactgattaa
taaataataa
tegtggatga
ctggtgagaa
tagccetgtyg
ataggagaca
agaccgcacg
aacaaaaatg
aacacaaaac
agccatcagt
aagctggagy
cctgagtaag
gttcaatcta
atagatatag
atgtatgtgt
acgtgtgtgt
gtttetetac
accagatcca
cccageccat
catattatta

gaaaaacatt
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atgoctgtgg
ggcatttgee
aaggaagcaa
ceggttgtge
ttaaatatat
ggtaagcaaa
aattatagaa
agacagcccqg
ccaggggatc
acacatacac
cattaactaa
gtaacatgac
caatcacctt
gaaatcaaat
tgcttttact
geggecctge
cactagagag
tgttteteeg
gagaacaaat
aaaattateca
caggtcttgg
aatatgagat
atggecctctt
gcatcgagaa
attatgtata
atacatacat
gtgtgtgtgt
tatgtagetce
coectectetg
cttatatttt
gccatggtte

tttcaagatt

goegactccag
cccgaatggg
aacagaaaac
agattagatt
aataaaattc
gtaaatgata
atggtggact
ggttctttte
tggcacctte
aaattctaaa
ataattaata
tetgtaaggt
tgaaagactyg
gcataattga
ggcagtagag
agtggccctg
tgtttctaat
ataatacatt
cagattggtyg
gaggctggat
aggaacaatc
tttctacage
cttcatcaca
atcgaaggtt
tattgtgtaa
acatacatac
gtgtgtgtgt
tggetgtect
cotoctaagt
getteattte
agtcttgttt

tgtttgtttt
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acacctggga
getgggggac
catgcaaagt
ttacatattg
atacaagagt
ggtgccectt

ggagygaagy

cccagcaate
ttctggeete
attaaatagt
gttaataaat
caaaggcggco
gacctggtga
atgagtgcca
teccctgteta
tgatggctct
gagcagctee
gacatttectg
tgtggtcecttt
tttaggtget
tccaaggaga
actcatageca
tggteatagt
cccttttgac
aacacacgta
atacatacat
gtgtgtgtgt
gaaagttget
getgagatta
aaagtaagect
gtgttttgga

taagatttat

getgectget
tgtcactatt
ataagcecace
ctgattttga
attttgtgta
aacaaaatgc
cttgaggtca
tgggactecac
tgcaggeoacce
aggttgtagg
aaaaatcaac
tgaccagctg
ttaaggatgt
ggaatagaac
aacaggagag
geagttgtac
tgtactttct
ttaaacecatt
taaataactt
ctcagecatct
aaacagttct
aaatcattta
ctgcttecaat
tggcaatgecec
tgtatatata
acatacatac
gtatgtgtgt
aagtagacca
aaggcctgca
ctatgecatca
atatttactt

ttatttatta

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



tgtataataa
ccagattgaa
cctotggaag
catcttaagt
cagacagcta
tatgggggtt
actcatacag
goccagaatt
aaaatagtag
ttgtttggte
agttgaatct
atotagatte
tocotgotcaa
ttatacacat
aggtgagatt
gctgatactt
tgtgtttaga
toctttagaa
cattgtaaat
tgttgttcta
ttttcatcte
ttttatatag
gaggactatt
ctagccaagt
cctttactgt
ttctctcact
taaatctaca
gtcaccatte
tctoecaggtg
acacatgaat

acacccttet

taaatattat
ttacagatgg
agcoagecagt
gtattgccac
tecttettte
gttttgtttt
gatgtgctca
tgttcctttt
ggaaactttt
tatccccttg
caacttectt
tgtteteocaaa
ggaatttaaa
gtgecagetg
tgaacceoctt
attecatgggt
cccacagtgg
tacagctaat
tattttgaaa
ccagetggga
adadcaaacaad
tgattgagaa
agctectagag
tggggtgcty
atctttccaa
tgactgtgga
ctagttaacc
cttaatgctc
acagtgacta
agccttaget

tcatgetgtt
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tatgaaaaac
ttgtgageca
acttttaact
aagcatacat
cctggcocecagt
cccactccag
cttcacttgg
tattgtetta
ttgatagggt
agagtccctt
tttctttaat
tecaagcoaage
tgtctggtet
tatatecectt
agaaggtgct
cccacatetg
ttgcatgtac
aattatgacc
tgetttaaga
ccttgaaatg
aagatacact
tetacagatt
ctatgaactt
ttacctgtat
ctgttctctt
gtaacctaac
acaaagacac
tcccagatgce
atgtectccag
ttteageaat

ctcacagtaa

ggtgttctgc
ccatgtggtt
goctgageocat
ctteatggee
cacaacaccc
ttececttgee
gatgatttet
gtgttaatca
aaacctgatt
acaatgtgag
gtgggtattt
tocaaggeotgt
ccatcatatt
ttettettga
agagaagagg
ctaatgtaag
actaagtatg
gctatteteca
tatacttgag
agatcecttg
tgataataga
tgggtatecet
tatctecaga
ccectectgtca
ttataaccac
ttgegtgttt
tettttotga
agccaaactt
attgagcatc
agacagatag

taagtcctaa
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ctgcagggea
gctgggactt
ctecocagge
caatcttetyg
tecagetatea
tgctetgace
tttteaccca
actatcaaag
gattgcaggc
ttagttagtyg
gtaaggaata
aagcatggat
actttaatag
tggacectatg
tacctgatgg
caataacaga
tatcatcatt
tagcatttat
aactatgecat
aggccageat
tgagggataa

ggtecacttag

ttoccaaageco
aattccaagt
acatagtteca
ccagttttcyg
getgtgtota
cactttgggc
taccatctac
ateccatagtt

ttectgtttt

gaagagggca
gaactcagga
ccaaaataca
tccatcactt
ggaaaggccc
tcatgagtag
ttgttgetet
ccagcaacaa
tttggttgec
gctgetaact
gocoocttaa
tocaccaactt
taatagttta
aactetgttyg
tcaaggcaag
taatatgett
gtcttategt
attatatgag
atcatgcgta
aaagagaaag
atgtcatact
gagaccaagyg
aatacaaact
gttttcacca
tggtctttec
atctcttcct
ttctatecact
ttgagagtct
cctghtgtatt
agecatgtea

ctecocateta

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800



aactcaaccec
tcccecttet
attctgteoct
acttgaggct
cagaaagttg
aactgctage
ttctacaact
tcatettget
atgotaattg
agaatcctat
aagcatagaa
aaaaagtatg
gaggtcctga
ataaaatcte
tgtgtgtgtg
tgtgtgtgty
gagttaaggc
caagctacag
aaagaaagaa
agggagggaa
gaacaaacca
attgtcatag
cttagtcctt
gacttctcca
cgaaaatctt
ctatcaagee
cctgotgagt
aaattttcag
agaaggagat
gttttagete
acaattaggg

caggttcaat

tgtcctaaat
ctccattaca
caacaaggaa
actggtgtag
ggggaggeag
tatgctttgt
tcctgaatct
tgcagtgaag
ttttctaaag
atctagtctg
agtactettg
aatgacttag
gttecaattce
tetctetete
tgtgtgtgag
tgtgtgtgtyg
ctcactecaca
agtaaggtac
agaaagaaaqg
ggaactggaa
ctgtatgcca
ccaatgtcte
ttatttagac
catgctgccc
aaccctgtga
goettttocaa
tcaaactcac
tttaaaactc
aggcagaget
tecagagagt
gatatacata

tgotagcooct
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accttactca
aggtggaaac
tteocecaggt
tgggaagaca
cccagttgtg
cacagtcaca
ttgctetgaa
ctecttggag
tgtgtgagga
cactcctggg
tacttgacac
agagatggct
caacaaccac
tetetetgtyg
tgtgtgagtg
togtgtgatgg
gtgacaggec
tgacaaagaa
aaagaaagaa
gggggaagga
ttatacatta
aatattccat
tacatgacct
tcaaaactta
coctgacacce
catttgggge
agagggacca
taattattaa
ctatgagttyg
taccagcaaqg
taactaaatg

gagtggggat

aatcctaatt
tcagagatcc
tectgeacga
ggcccaaacc
gagcaggaga
agaaaaaagyg
atgaagaggt
tatttgaaac
gtactggcag
cacatgagac
agaaataatt
catcagttaa
aaaaactcac
tgtgtgtgtyg
tgtgtgtgtg
tgggcttgtyg
agtctaggtt
agaaagaaag
agaaagaaaqg
gggaaagaaa
gctttggget
aagaggtgte
gtttttgcoct
ctcctggaag
agaatgecte
aacagggatt
gaagotgact
acaggggatg
agttatagge
acactgtecac
ataaagectt

ttggacaaat

29

gtatctettce
aggtgtcttg
aggaaagcat
atgtcacaga
aggagaaaac
gooctagoot
ttggatggct
caggaagttt
agttecaggeoco
attcagctat
tcagtatgta
aagcacatac
acatatgeat
tgtgtgtgtyg
tgtgtgtgtg
tttgcaagec
acagtgagtt
aaaaaaagaa
aaagaaagga
agaaaaagaa
ttacaggtta
tagttgtggg
aataggccat
atctttattt
tgggaacaac
aaaattatga
cactgatatc
toctecagace
cagcctggtt
aaacaaataa
acctageaca

ttaaaaagac

cacaaacatt
catgttgttg
ggaggaccat
aacccatcac
aggcttgggg
ggoctacata
gtctgggaat
gaaggagttyg
ttgtgaggaa
ctoocttata
gagcattaaa
tgetetteca
gtgattaaaa
tgtgtgtgay
tgtgtgtgtg
cagcactagy
ctagacagcc
agaaagaaag
gagaggtgag
acaaccaaag
tacactctat
tatgttcttt
tagtaatact
aagctatgaa
ctecaggcaac
ttgttgtetyg
aagcagttct
agcactcaag
ttcatagtga
aaacaaacaa
ttecaagtoce

cttttttgta

4860

4920

49890

5040

5100

5180

5220

52890

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

£240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720



tcacacataa
tgtattttace
caggccagga
cacctttaat
cctggtctac
acacacaaac

cccaggctgg

tacaggtgee

ggacgctggg

aaagatagat
caggttctgg
ttctcaagga
gtcacctaaa
atacttgaag
tggccttcaa
tgtttctatt
tttecagtgga
agagaagcga
cctgttocage
tgcagtcagg
ttecaacacaa
gagagggaga
atccaggett
gagtaattgt
gaatatatte
cattetttaa
ctgactacct
tgggagggga
ggactgtgeca
ggtttagett

ttcacaatta

atatgactgc
ggcattaget
atcagaaatt
tcaageactt
atagtgaatt
aatcagaggg
cctcaaactc
tgacacacac
caagcactgt
ccatatggat
ttcataactg
gagaccacaa
ttctagctca
tgttaacggg
ctoggoaaac
catggacttyg
cttcacaagt
gaggtgacaa
acatgaaagc
tgtgtagggt
atgcaaaagc
gagagagaga
tgaagoaage
ctgettggag
attagottge
aaccttgcag
gtegatctet
cagcttagac
aataagcact
aaattgagaqg

cagctttett
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actggttgtt
catatagttg
gatacaaaat
gaaaggcaga
ccgggacage
aagggcttat
atgctettga
cacttttgtg
gccagctgag
goetgtgette
agtcttattg
atgagaagty
aacagggttt
catttctctt
taggaacaat
tgagtgattt
tcacccteag

gcocetetgygg

atcgectgat
gggttagcagy
cagagagaga
gagagagaga
cagocttcag
aactgaagaa
atgteoaaaag
cecttgagact
ccagcactge
tectgtggac
ctattaggac

gggatttggt

cattgtecatt

gttttocatyg
tgeaggetgg
tcaggaaaga
ggcaggtgat
cagggcttca
tttgtttttg
tatgceocace
aagtgctgaa
ccacactcecc
tatctaaaca
gtcacctect
aagcctaact
ctggctctta
aaagaccaaa
aatgtooget
ctgggaaaca
gtagtatact
ctggecattg
gcteoccaaag
gggtgcttag
gagagagaga
gagagagaga
ctotgtoctt
tagcacatgg
gocacatgeoa
tgaggtgceag
ctggctaaca
ttggattgaa
ctatttttgg
ttgcctcact

aaaatacatt
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gaaacagaat
caagtgtgga
cctetgggtg
ctttgtgagt
tagaaagaac
agacagggte
tcacaagtge
gagtaagcece
cagtgtgcac
gaatgacaac
tecteccatttt
tttaatgcgy
ccttttecte
tctggccaga
goatgtggct
cgaattataa
gtocaggtaga
tecetgetygy
ctggagcact
gegggtttty
gagagagaga
gagagagaga
gagecattct
caaagaacaa
gatagaaacoe
aaacccacat
gggacaatat
agaagaacag
tgtettggga
agctgtttct

aaatgtgtac

caatgtggca
atgtataggg
caatggtgca
tccaggecag
ctgtctcaaa
ttetatgtag
atgttaagat
agggetteat
gatactttge
cacactectgg
tegctggtat
tctctectat
gggtttctgg
ttcaaatgge
tgtagecacte
gataagtcct
aacgtcttte
cattgaacag
ggoagcoecod
tagttacctt
gagagagaga
gcaggaaagce
gagtggaatg
tttgtacectg
attatottgg
goccatgtga
agggggatgg

ggaagacagg

caccteoctact
tcecactcaa

ttgttggggt

6780

€840

6200

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

8460

8520

8580



aaggctttcet
gcagtaggac
cetgoacttyg
gccagtgcag
gaagagtcag
cacctccaag
ttctcaggga
caaggcetaaa
gaacaaaggt
teagteggta
tgggcatcat
tttcecagtct
ccagccectyg
ctectagcac
toceccagace
agatgctcaa
ttttecagtct
cacctatact
gatcaccacc
tetetetgte
tttctetote
ctgetetcett
cettttecca
tcattectett
caggaagact
ccttetttet
ctttttgttt
actcaatctyg
atgtgettga
gtcagtttga
aaccagettt

ggatgtcaga

gttgaaatct
cagaaggcat
taagagacaa
ataatgeocca
ctgtgatete
cacatttggg
ataacctaag
tagecateat
ggttcaggge
aacagaatce
ttactataag
tatgcagtcc
gcatcecatag
ccatatateeo
tegeececte
gaccacttece
ctcttececca
ggeetgtect
tgtgtatatc
tetetetetyg
totetgtete
ctttectget
ttcactttec
gctccatgat
ttatccatta
ttctteettt
tgttttgttt
tagagcaggc
attaaaggtg
tttggattge
tgagctaatg

gggaggctat
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gcataaagac
gtgtttccat
acactagaac
aactggaacc
ccagatgtece
atccaactge
agtctctgtc
tgttettttt
tgocctgatg
tecttectat
tcatacagge
tgtctagttg
accaaggact
aaagagtctg
aaaaagtcca
atagagtatt
tgtcctetea
tggggttotyg
cactatgctc
tetetgtete
tocteoteotete
gcttttgtee
cccaataaaa
tttaaaatca
aacctgggtg
cttttttecet
tgagacagcg
tggccttgag
tgcaccacca
tgeattggea
atagagagaa

ccagaggagc

aatgtccaca
cccgagtcta
catcagettg
taaagatgaa
tecteatgee
taaccoctgyg
actcagtcta
ccagatgete
atgaatttga
ccagagatgt
accagacact
acttgccagt
ctggaatgtt
gaacgttatg
ccaaagacte
taaactgecet
gggtgggggg
acaagatatg
ccttttaaaa
tgtgtgtgtyg
toctteotetg
ctagaggcta
aactctocac
caatgaggag
ctttttettt
ttcttecttt
tttctectgta
ctcacagaga
ctgecetgget
gagaggttta
gctcaaggaa

ttacaactga
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gccceecagte
tattggaatg
caggtctaca
ggcctttggg
ceattgecac
tgtteotttte
tggcatccta
agcaatgagg
caagccagaa
tggettgtte
cagagataaa
attctcaagg
ctgggaaagc
gtggaageccce
cocagccecce
cccagaaaac
caggggtatt
acctecageta
gggcectgte
tgtetetgte
coctgactete
gtcteetete
ccaagceteta
gggagcatgyg
ctteootteet
cttttttecet
gctttggaga
tcecacctgee
taaaactggg
ttggggtgca
ttggagcaat

ggtaaactta

agtggaaaga
tttgttaaaa
ggccagtgtt
agctgaggtg
tetagectee
ttagttgaaa
tgataacagc
atgcagaggt
tctaacaaga
tgtcactgga
taacatgaag
aagtteccacc
tcecacectgag
cacctecteote
acacacooce
agaattecatt
agtattcaag
cagccactaa
cacctecccat
tetetetete
cocteocctece
tccecettece
tcacatggea
aaaaattatc
tectttette
tttttecttt
ctgccectgaa
tctgecteece
ctttttetaa
gaaaccttte
gcttgactag

aaagttaggg

8640

8700

8760

8B20

8880

8340

2000

9060

9120

9180

$240

9300

5360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

$840

9500

9360

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500



agtttgtcaa

gttatggtgy
tatggtggaa
cagaaatccc
gtatttaaac
ctatcacgte
ctecagtggag
agactacaga
tcaaatttaa
tccaaactaa
aagaaaaacc
ctotetetet
atgaacaaca
tgtocttgtyg
ttecttggtt
atgtccttac
gaaaagaaca
agctteoagte
agetecagga
catgacaggg
cttgaccaac
agttgtatag
cgcttgaget
gctgggggaa
gggaggacty
ggagaggaag
azaaaagaac
daaaagagag
tggcagetta
ggagcatagg

tcagaaccag

cttcaaccca
aagcatcacec
gttocacceoa
accaaatgat
tgcoeececaa
tcotggggage
actctgaaag
tgecggoeca
acagtatcta
gattaactat
tctetcectete
ctetotcaca
aaataacagg
tgtgtetgtt
tgtgaggttt
tagtctetat
ctagccatct
cagtaagtge
gtectgttga
aaacccacag
aattagggaa
catggtetgt
ggcttttggg
gcacttggtc
coccttteotg
gagaggaaac
acttgtactg
gagaaacctg
gtggaggaag
gtaaagatgt

caacaateat

ES 2773891 T3

cagaatagag
ccaacccttyg
agcectocekt
gactccctceco
cCccccagadaa
tggcaggeca
ccagaagagc
gactattata
tctacaaatc
acctgtgaag
tctectetet
cacacacaca
aattaacaat
tgtgtgtetyg
ctacccaate
tgtggattaa
catgtaatca
tagaagtaga
aaagagagaqg
agacagctga
cotgeatgag
ttgtgagget
aacctgttec
ctgeoecteaac
aaaaagaaca
tgtgataggg
gtagattgge
gggagggggg
gaagacatga
ttgaggagaa

acagagtgte

cagagccagg
acatccatat
cocggtogoe
cccagagata
atagatgtgt
tttgggagea
ctagacagat
tccagcaaaa
caatattaca
acacaggaaa
ctctectetet
cacacacaca
aattgatgtg
tgtatatgtt
tataactace
ggaaactgtg
aattggtgac
tgecagagatc
gaaggattgt
cctgggettyg
gcecaaccetag
tctagcagtyg
gcatgetgga
ttgatgegece
aggagaagtyg
atgtaaaata
taaaatgaaa
ctccaaagag
cctacacgaa
ggaggaacac

cagggtccat

32

aggagctgag
goctgaagag
ctocaaacceo
ttcaagacca
ggttttececaa
ttgtatcecat
agatgtcttg
gtttcaaaca
gaagghtgeta
taatctcaca
ctctectctet
cacacaccaa
tgtgtatgtc
tgtecacctga
ttttetteat
tggagaacaqg
tatcctaatt
cacagacaaqg
aggagccaaa
tgggtgggag
gaactetgea
ggatcagggc
ttaccacacc
ttgeattgtt
aataggggag
aattaaaaaa
caaagataaa
aggtgagggyg
tcgagetgta
atgettgtaa

gggcacatga

gcttctgagt
tctggaatgt
tgctacatet
ctcccacagy
tctetettte
taaacgactt
catactctag
ccatacaaag
gtaggaaaac
ctggcaaaaqg
ctctectctet
cacecaatace
cctgtgtgty

gagggtggete

tcacttecte
ttttetteta
attatgagag
cactgagceca
gagtcaagaqg
ctcatggact
tgtgtgtgac
ctgtoecttgy
cagccttgat
ggattctecat
gggattggga
ttaattaatt
agtacacagg
gggatgggaa
gtttttatct
aacatggtct

aggacagacc

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10520

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11540

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360



aacacatatt
gggactgtaa
ttagcactga
gaaaaggatt
aacacacagt
gatggttggg
cttggttggy
gttggttggt
atctcagttt
catagtgtet
agggaaacco
gctecggagtc
tggcetactte
ttttgaggtce
ttagtgatat
goagtaatac
cacagaggta
cataaacatt
tttgtccaac
tttgagctceca
catggcagte
ctgaccatca
ataaaatgcc
ggtttttttt
atcctggeac
tgocctocoga
tttaaaatga
ttegtaaggt
ttgtgtttga
acaaaaacaa
ccacttgett

aaatatcttc

taacagtaaa
tttagttgta
aaaaaaaaaa
caaagaaagce
ggtgtgattt
tggttgtttg
tagttggttyg
cgtttggtig
gtetcaaact
gtgttcatgg
cteagaaaag
agcaaggaac
ccagcacaagt
ccaagaatag
agtaaatatg
acaactaata
cagacacttg
tagattagta
tagatgacag
gactagacag
ttcacactta
ctegggtcat
atcacatcgt
tttttttttt
ttgetctgga
gtgctgggat
aaactttgga
aggtgtgggt
gggcagctag
goctcocaaata
taaaatcagg

tettacagta
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gtgtccatat
aaggacttgt
aaacacacac
catgatttet
cagcaatcaa
cttggtttgt
ggtgattggyg
gotggggtgg
cactatgtge
aatgtetcte
gagtttetat
tgaagccctt
ctecagatgag
gatgcagata
tattgtgtet
cagatgtgat
gtaaaccatt
tgctgggtaa
ctggaataga
aactcacagg
acacctgaca
tettttgatt
tattttcttc
ttbttttttt
gaccaggctg
taaaggogtg
aatgttetga
tatagcataa
agccacatgg
agattcactg
tcttaaagac

cagattatge

ttggtatgaa
ctggeoatgtyg
acacacacac
cttttgataa
gtacaggttg
aagatgggtg
tgggtgggta
gttttgtttt
acatgagtat
tagettagag
ggcctecaag
aattttatag
tcacagacat
agccatgoca
aggctgetge
ggttaatatt
ctgggtgecac
aatacattgt
aaagtctgce
ttctctgage
gacttaatga
ctgtcacttt
ctgtctgtga
tttgttttte
accttgaact
taccaccaac
aaccagctgg
tcccacacaa
tgagtccctg
ggccctttet
geactagatg

tctataaaca

33

agtgatgggt
ggtattettg
atatattcta
atecagaata
ctbgtetgtt
gotgggttgy
tttggttggg
gagacaggga
gtgatgagat
aatttaaaaa
aataagaatg
acacaaagga
gocatggoacc
gaatcccaac
atttetggtt
atgtgacaac
gtaaggatag
ccatcoccaat
tctctcatag
tttccagett
tecatatgaac
ggagaactaa
atatttttct
tetgtgtage
ctecagagatc
goboggoety
tgtcagatag
gaggctgaag
cctcaaaaca
tteocttcoott
ctgaacttaa

ctgcactgat

aaattgtcct
ggttoecctee
gtgttttgta
atgtaataag
tgttgtatgg
tgggtggttyg
tgggtggtgg
tttactctat
tatctaagac
atggcocatgt
gatcctoota
atccattgtg
ttatgcagte
acacaaagecc
atgetactgt
ttgagtgggy
ttttggatga
gggcatggge
ttectcaggec
gatgaatgtc
caattcaaat
taccgaggac
tttttttett
tttggagect
cgoctgecte
tctgtgaata
tcagagaact
caggaggatt
caaaagcaag
ctecagtgagt
cagtaataat

aaagttcage

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12500

12560

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13520

13680

13740

13800

13860

13520

13580

14040

14100

14160

14220

14280



cttaaccttt
tcagcatgaa
aatcattaaa
agtcocctace
aactggcttc
gataactact
ctcttataaa
catgattgea
gttctatatc
tatggggeca
atttetgatg
ttttattatt
cccteteecct
tetgtgtage
cacagagatc
acctggccaa
catgggaacc
tatatattca
tttaaagaag
acactaccag
ctgtgtcaaa
gatagcatect
teoctecageta
gcaactotgg
atgaaactaa
cacatagtte
tggaattaaa
ctteocaatag
aaaacaagag
tctgaaactce

tgecctcagtg

gttotgtaaa
ggcaggtttt
gacaagactg
aggacacaag
ccaagaaatt
gtcttagetg
ggaaagcaat
ggaagtatgg
agattgacac
ttttecattca
agacttagta
attattagtt
catcaaaact
tttggagect
tgcetgeeott
aattagtttt
aggaacacta
ggcaaatatt
tgacattgte
catctaaaca
gtattatgtt
taacttcctt
atgceagggy
ttteettggg
atactctatt
aggttggect
ggcatgaacec
atttgaggtt
ataacttteca
tagagcttct

tgatgttttt
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tgttteoctag
tcoagaaaaca
caacttttte
coacectggt
atacaaaagc
gggtttetat
tattgggtce
tggcecacag
acttcttceca
aaccaccaaa
aatagtctta
caaattagga
agttttttgt
atcctggcac
tgoetceocga
aagtccagtt
tatatatata
tatgecatata
ttggaatttt
ctggcctgaa
ccttttagga
tgaaaggttg
acaataatga
cagcacctge
attactaaaa
tgaactcaga
acCdcaCcaa
ttgaaaatgt
actaagttte
gtttctaget

gataatctta

tttttetact
cagcagetace
aactggaaat
tgetgtgtga
aaggtgtcac
tgetgtgaag
agcttacagt
gcagacatgyg
acaaggccac
gctacaaggt
aaagceccata
agaagettge
tttttaggtt
tcgeotetgga
gtgctgggat
ctaggagctc
tatatatata
aaaataaaat
tgtggctget
accagccaaa
tatcectatat
gtcttcteaa
tccoctecca
tttaagaatg
tatttttttg
gagactcact
acataacact
ggcacagasaa
tataggttct
tctgagtgtt

aagaaatcaa

34

gcocogtattat
acagatggec
cattcaagat
catcagttag
ctagtattag
agacaccatg
tcagaggttt
tgcetggagaa
acctccacte
agcttatace
zaatgactca
tttacatgtc
ttttttocaag
gaccaggctg
taaaggeatg
caatgcccta
tatatatata
aaatcttttt
ctgeccktat
gaaaaccttt
cctaaaggat
gecagtecteg
aaaccaaaca
agcaaatgac
agacagggca
tacetttgec
tgaattttgg
atatgaattce
tgctaggaat
agtattgtag

agaadatttta

aagacaaatg
tctaatecat
gtttttetga
gtagactetg
cataacttect
accacagaaa
aatccattgt
gtagatgaga
actctgagcc
ccagettget
aaactagttt
aatcccttet
acagggtttc
gccteogaact
caccaccaac
ttttggette
tatatatata
tecttttttt
gtgtaactgy
gtgccaggtc
ttattttact
tggagctgge
gaaaaccatg
caatcagectce
tggaattcat
teccacgtge
aagagtcectt
aaatataatg
cctaagettg
gtatgtgeccc

taaaagacta

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14540

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15500

15960

16020

16080

16140



gactgktgcta
tatgctacta
aagtagaaaa
ttaacctaaa
aatcaccaag
taaaaggcce
actggagaga
aaggacctca
ctecttecaatt
aatctgtage
aaaaaaccgg
cccagtaaag
agaaatgtat
ctectcacatg
tcatcaatece
tactaacatt
ggggaagaaq
aagggataaa
caaataaaca
cacagagaga
gacagacaga
gagagagaga
atcccaaatt
tgaaagcata
catggtatca
catgatgaat
ctgagtctac
taaagtgttt
ttgttgatgg
aattaatttt
ccatgtagta

cacagcattt

cacaaaaaga
gtataaatec
acataaacat
acattaactt
aacatgatac
tatcactaaa
agtccatact
gectotgaaa
aacattttaa
tatttectttt
tgaagtgagt
gcaaggtett
ttectetcagt
gtggaaagta
cattgataag
agctgtcatt
gatgtatttt
ggcattgcag
cacgctagecyg
gagagagaga
gagggagaga
gagagagaga
tectagaacct
atgccattac
attgacctca
ttctaaaget
aattacatac
gggtggtctyg
tttgttttte
gtttactcte

ttagaaagat

gagtgacagy
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atattcagat
tttataaagt
caaagacatg
gcaaaaatag
aaggacaatt
gcacaacaga
atcatagcac
cacaaataca
gaaaactata
ataagcatga
ggagaaagygyg
catececatttt
tctggagect
gaaagcaagc
gaagagacct
tctgggtcac
ggctcactgt
caggaatatg
cgcgegeaca
gagagagaga
ggcagagagg
gagagaaatc
cctaaaacaa
ccaggcagaa
tgtaatttca
tgaaattcec
atgaaaatgt
tctetattga
ttttaagata
ctgacatttt
gtaaaattaa

gtacaattag

gccaagaaag
ggaatgacaa
aataataaga
aatagtccca
cctaggatga
aacagactca
tcagaaggaa
aaatatgtec
aactgttaaa
caactaagtt
gatacgaaga
atcctgaact
cagtccagga
tecacttgtea
ggcatctcag
tgtaacagaa
ctctgaggat
tgtggcagaa
cacacacaca
gagagagaga
gagagagaga
aaaggcccac
caccatcaac
tctgeectgte
gaatactaca
tttgaataaa
aactacgaag
tgectettett
cttggecccea
aaaagacaaa
gggttgctta

agatcatcag

35

agttcttaga
atctgatgaa
aaatcatatt
aaaagtaaac
taaaacaaga
aaagataaat
ataaaaatca
cgoottettyg
gagagcttag
tccocctgattt
cagcatccca
ctgggaaatt
cactaagtct
ctecactacct
tttectaagg
agcctgacag
ttcaacttat
gctgtttatg
cacacacaca
gagagggggg
gagagagaga
ctccatcaga
tgagggagac
tgggggagtc
taaaactatc
ggaccaacta
tggccageca
tgecotgttt
agaaaaaaaa
tttatgaaga
agetgtgtag

ggatgtggca

aattaagaaa
atcttactaa
gtgcatatga
aaaataaata
atattcatta
cttcattgte
aaatgtcaaa
acacgcatta
tattttaaga
aaacagacckt
catgactget
tataaagaac
aggtactaca
gatgecectett
actcagectect
aagcaaccca
cccagcaata
tcacaataaa

cacacacaca

ggggeagaca
gagagagaga
ctggtcccat
atttttggat
acatttaagc
agatattttt
cagaattttg
caatgaaaat
ttttttaata
tgacageett
cctgactgtt
aattgaagag

caaagtgtac

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17340

18000

18060



tcaacctcac
tcaaatagaa
aaactacaag
tcatgtatag
gtccaaatac
tgtgtttctt
tacaaccecat
ctcatctcat
ttttttgagg
atataggaat
gtgtgeccaca
caccecagag
ctgttttgag
gagagagaga
agtaggttag
tccetcoeeca
gaagetggac
atggggtcetg
ctatcceege
agcactttge
aaaccagaat
tctgettgag
agtaacectg
agcaagaacc
tagettttet
tgcaacatga
aagttcaaaa
aagggtggtt
cgtatcatgt
toctttggtt

acaagttaca

cttttactge
gaagaaatag
acttgtaact
attaactaga
tctgtgaatg
agcttgaggt
agtcetcaag
tttgegtgty
ccctgaaggth
ctgaaagtgt
ggaatcagga
ggetatttge
ttgggtttgt
gagagagaga
aagggcaggt
gaacacacac
gatcacttge
ttgttgagtt
cocecttttt
agtctcaget
atgtgtgtty
ttoectgtagg
cagagaccte
ccaaggttect
gtatatgtgt
aaggctgtga
acaaatgaag
tectgtttgtt
catttcacgt
agaagcaaaa

ttattagtta
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ttagecagaga
taattttaga
saaatatagt
atctaatttt
cattagttte
tctctccaaa
aaatagttgt
cctttgacac
atcttcagga
cccttotetg
acgataaaty
ateoctgteoet
ggtaccagaa
gagagagaga
aaaagcactt
atgaaggtaa
ttttgtgtge
cacagtctca
tgagacatgyg
ccectgagty
ggtgttatga
aagctgaget
ccaccaagac
gggtocttgt
ctgtgtetgt

aaactgtgeca
gcagecacte
caaagaagcc
tagtatgaag
ttatgcataa

atattctagt

acagggtgce
aggatcaaat
caaacccatt
taaattttca
ttatgggaaa
caggaccaag
cattttetta
cccataccca
atccataagt
catgatctct
gagaggggaa
tcaaaatete
cccecktgecee
gagagagaga
tagacaagag
acgatggtta
ttgaagtgac
ccatgttage
tettgetaac
ctatgatcac
gagtttacac
gggaacctaa
tagctaacec
gctacagtte
cectgtecagat
ttttgagaat
ataagggtct
tgtcatacat
tccttataat
aatgtgttec

tcttattttt

36

teggtgagat
tttcectggtt
tcaactggaa
tettacttce
acatcatatc
acgaggccag
ttccaattge
cataaactaa
gagcectltaag
tctttcagtt
gtgcagttgce
tetgagectt
cgcocecatte
goagcagage
caggtataaqg
aaggatacaqg
aggetgtgge
aagcatgteca
atacccagac
tegtgtgage
attgetgecet
gettootoet
ctecttettyg
cagaagagta
caagtceocaqg
gaacatcatt
ttaatgaggc
tttcagaaaa
tcatttcata
tttgtgtttyg

cccaatctec

aggaaattaa
agaatgatca
totgtgetat
azaaatattt
ttttgtacaa
gaccatgtga
atcccaaggt
ggtggtgtta
ctgecatctgg
tttcaagtca
ttggtataga
cotgoctaag
tgactaatga
atagaatgaa
ggecttggac
ataggatgtc
tttegggtte
ctattaagct
cggectagga
tacagtacce
tgaatgetge
cccagatage
tgetgtactt
tgaacaatct
cetecactgta
agtctccagt

aaggygggcaa

tttagaaaca
ttaaatgatt
gagcaaaatt

aagaagcaaa

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18900

18960

19020

19080

19140

19200

19260

19320

19380

19440

19500

19560

19620

19680

19740

19800

19860

19520



atattececct
cctaaatatt
ttattgtaat
tccaaatett
gacctgatcc
aggteoctaag
catcagctta
catcgatgac
tgetggactt
tggagctacce
toctttgeta
tcatggtttg
tgatgettgt
gttgaggggg
ggtgagtggt
acaacctctyg
ggtaagataa
ttgggggcat
gtatgctgat
tttctetgag
cctoteoeocte
ctgtttgtct
cctegagetg
tgtagaagge
gttatgtage
gttttgtgte
aagatcecegt
cotatggoca
agggtcaaag
gttactecac
togtacaage

tggtagtgtg

aaaccctaaa
aaagcatcag
gtggattaga
tcaaagteott
ggttaggaat
tgotgagatt
tcacttctta
ctcagecctag
cttcocattaa
atccecatata
gogeageaat
gttaagtgece
ggataggagg

actgtggggt

tttgtcctat
aaactaagcc
agctaacaaa
ggcacagagt
tcaaaggtee
gagggaggcc
tcotteocettt
ctcacccocgee
tattcataac
ctggagetga
attaaagtta
taaatggaat
atacttacta
gatcacaaga
ttcceccaaga
agttagaaag
atgaagacct

catcttecaat
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gcatcaaatt
attatcetgt
gttaactata
gaaaacacaa
ttcaggctgt
aaaggtetat
acttttttct
taggaatggt
gactgatcte
taatcttetg
gtaagtttta
ctttccaagg
cagggcctag
cctggtettt
caagcacctc
agtataacct
agacaaattg
gtgtcaccca
cttaaagcaa
actgtctectce
ccccaataaa
ttttaggece
acaaatgaca
cctgaagaac
tagtggttee
taaatacctt
ttaagatgta
ctoetocactg
ttcagectgag
gagtgggget
gagcetogaag

cccageoattg

atcctatcac
ctatggtgac
cetttteate
tttataaata
cctcaaacte
getaccacag
tttcttettc
tcccatgtga
catttgaact
gtttataaac
atacaaacag
gcccatatag
tggacagtct
ttccecactec
tgtcctgeca
atttatcteca
ttataatececa
tctgtgecatg
actccteocea
tgtctetete
ctttccacat
cacctaccat
gacaaagatc
actgetgact
tcagaaagca
gttcccgaat
tataaaccte
atgtgoocgt
ttcatgcaag
ggagggatga
cctggcacec

gggagacaga

37

acagtgacca
cagtcattgt
acactataat
ctgtgttectg
atcatcttcec
ccatacgaat
tacatactgc
acccttaatc
tgacttgtet
agattgettt
taaggtctet
ttaagggetc
ttaggtecatg
tttttaggte
tggtgtaatt
agatgtaact
ggcaagcctg
gcaagcagta
cttoctcetet
tgtgtctett
taagttttgt
gggatctgece
aaccctgaag
tcaacattge
gtectectttg
aattgtttta
aagctgaaag
tgraacctga
ttttagaaaa
ctcactgaga
atgtaaaaaqg

gaaagagaaa

gtcatecgtaa
aacctaaata
gtaaacactc
tttgttttga
tgccteactce
gooatgteote
tgagtaggag
tgtaggaaga
ctetettgtyg
accctecaaga
gattggagtg
aaccaccaag
gagctatget
ctagctatga
gattataact
tacaggtaat
gceocateece
cccktgactct
ttttctgeeca
tttetatett
ctgaaggtat
aaaggtctca
actagtagga
ceateegtea
aaaacttcte
gttctcttga
aatgacttec
ttagaggaag
aaaacaagat
aaggttattg
aaaccatgca

gggacatcce

19980

20040

20100

20160

20220

20280

20340

20400

204460

20520

20580

20640

20700

20760

20820

20880

20940

21000

21060

21120

21180

21240

21300

21360

21420

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840



tagagecttcc
tgtctgggga
acacacacag
gaagatacct
acacacacac
acggatggtg
tacagtcgtc
tcaacatcta
cettggecte
aggaagatgc
tcactaaatt
gggettttat
ctgctaatca
actaaactgg
tgcaatttgg
agatgaaatt
gactottgga
attggatgtg
gtttcaaatg
ctgaaagaaa
gaggcaggag
tggecttage
cocttaggac
gatggtgacc
ttagtctaga
catcatgtte
ctggatgact
agaattattg
ggaagaagcg
tcatgggtge

gcaacctcetg

tggtecagcca
ggaaaaaggy
agagagagag
gatatcaacc
acacacacac
ttgaattcta
cctgectttg
ctecageecttyg
ctgttttgtt
tataccaatg
gttcaggaty
acagatctgt
ggtagkttttc
ttecccacaag
tatgaatcat
ttttcaaagt
gaccatggoce
ctgaacaatc
aatcctttet
caaggcacgg
ctteteacag
agtcagagaqg
ctgetececa
aggtagtcaa
actgaaccag
teatatagag
tacatagaaa
gaacagtacc
actaggectte

catggggagc

tectttgaga
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gocettggecaa
agggagggayg
agagagagag
tcacacactc
acacacacac
aggctcttat
acgctactct
agtggttgea
tttetgatge
agctacaatt
gocecacttgt
gettocacac
ttgeccetoy
cgacaggeta
ttageaageo
teteotttgaa
tatceootgat
aggtactttc
ggotetatta
tttgttctga
ctgtaacage
ccaagagagc
gagatcocact
gcacatgage
atcaagaacc
tgtgatetag
gaaagagagg
agtgectcaa
ttacagcata
atgaagttca

cacttcctga

gccagtgaac
ggagagagayg
agagagagag
atgtacccat
acacacacac
ccacacatat
gtttctccaa
ctctgaceee
taaaaactga
ttgttgcect
aattctectyg
ctggetgage
ctgccattte
tcatttetea
cagtteotect
ttaaaactat
tagtecttgg
atgtcacttg
gtttottttt
ctectoggtte
catggagtca
tcagttgagyg
ttcotacagta
ctgagggata
aggttttctt
gtattgttte
gaggaaacaa
aatcettggt
gacatacagt
gctccatcca

agatataaga

38

tccaggttca
agagacacac
agagagagag
gtatgtaggt
acacacacac
atggagacaa
ccctgettec
aggacctctt
atctggggce
ttttaatttt
ccttagette
agacactcat
ctacctgect
getettocac
ctttgtaaaa
cactgccttyg
tecacagaag
gagtcttaca
tgtcactgtg
agaggatata
ggtggetagt
agagtccage
tettetaaac
atatcattea
ctcacataat
tccaaatgga
gcaagggayy
ggactagaga
tcttaccaga
gccattccta

gtecagggag

gtgagagacc
acacacacac
agagattgag
accttcacac
acacacacac
atagaagaat
cagatatttt
tctgtgactt
tcatgcacac
tgagatggte
ccaagtaget
gatttcattt
ttecttgeoeca
aggttagetg
cagatgattt
cttgctotot
gatgggtgge
gtaactgcat
aaaaaaacac
gttcaccatyg
tacagtcage
caggctgtag
agtgtcacta
aaccatagga
agataccaca
gaagccaaca
gggaagagtg
attagectea
ggcacageca
gogatttoty

agacatctga

21300

21360

22020

22080

22140

22200

22260

22320

22380

22440

22500

22560

22620

22680

22740

22800

22860

22320

22980

23040

23100

23160

23220

23280

23340

23400

23460

23520

23580

23640

23700



ttgeotttgat
caggaaggty
acataaaaga
agacacaaggc
ttttteocaga
cctgcageac
agocgaatgt
taagoaggeot
ctcaatgagt
acacatacac
acacacacac
caactgaaca
teocectttcte
cgaacagcct
atcatetttt
tectcteotte
gaagtctact
ctacactetg
tcagtttgtg
agtcacatcg
ttgtcagact
catcatgatc
aggagcttgc
agggtteotat
gtatatgctt
caggatgttt
ttactgectga
ttgaggggca
tagttgagca
atatttcagg
tccatggagy

cacatcctcet

cccaggatet
aaactggaaa
cagattgaca
accttcagaa
agaatcaaca
aaatgtgaca
aatggtcact
agcaagacta
aagtggaaga
aatgcaacca
acacacacac
gaagccaact
ctgggcatgg
tecctaggttt
taaaaattta
falale) Aalalalalat]
aagtctgeccc
gtgtctagge
cattagtgtt
ttgtcaccta
ggagtcagtyg
ttgactecctt
ccattggtta
cttetotggg
atgagtgagt
tttttctagt
gtagtactge
tctaggttgt
aatgtccttg
gtecttgaggt
ctgtacaagt

ccaccataag
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tgggatggaa
cacaagctag
cgagaacagc
aggtaaagtce
goegtgtaac
ataggagttyg
tgtagtttea
gocatgttge
atgatggagg
tgcatccaca
acgcaaatgg
ggtectgectyg
ggcaggcagg
tatggctcag
ttaatttatt
ccteoccatet
catcatetea
agaacaaggt
agatcttgga
tattaaggga
atctcteact
tgttcatatt
gttgtggatt
gttgtgaatt
acatacaaca
tctgtcecatt
attgtgtaaa
ttecaagtte
tggtatgaat
aggttgattc
ttgcactcee

ctgtecatcag

ttggtgttgt
cttttettac
atggcagatt
agagacctta
aataggacta
gaatccccay
goctcagatyg
caagctetgyg
ccaacttcaa
gtgtatgtac
acaaagaaaqg
ttcagatect
atctgtatgg
tttggtggag
ttttatatte
gttccttaga
ttgaggecagg
atctctecat
cccacttecca
gtctagtteg
agctoctggte
gtcactettg
tctgcatctg
gtagactggyg
tttgteette
tgcctgeaaa
tgtaccacat
tggttattac
gtgccteectt
ctaattttect
accagcaatg

tgtttttgat

39

ctctgetoca
ttagcaaaaa
tatttagtca
ggggaatttt
gataaacaag
gactcacata
ggggtgggga
gttatattga
ccttggactt
acacacacac
aggtaaaacc
ttttggecte
ggtgagggtc
aggggatcta
caatcecagt
gagggtaaga
accaaggcac
atagaatggg
gtggcctecat
gtcttatgca
agctgattet
cctcacttca
cttccatcta
tatottttge
tgggtetggg
ttttagaaty
ttteotttate
aaataatgtt
tgggtatatg
gagaaatcga
gaggagtgtt

cttagcecttt

gctoccagggt
cocacaggtyg
aagttttace
cttgocagaa
taagactgga
aagccatgog
ttectecagaa
gacactctge
ccacatgaac
acacacacac
tacaaggaat
tetgtgtget
ttcagagaag
gtttetetta
tttecctece
cctectetag
ctctecacee
cteocactaag
atattgtccc
ggttecceccat
gtggtttecee
attgtactcc
tttctggaag
tttatgtetyg
ttacecccact
tecattgttte
cattettecag
cctatgaata
cacaaaagtg
catactaatt
ctetttacte

ctgatcaget

23760

23820

23880

23340

24000

24060

24120

24180

24240

24300

24360

24420

24480

24540

24600

24660

24720

24780

24840

243800

24360

25020

25080

25140

25200

25260

25320

25380

25440

25500

25560

25620



taaaatggta
gtgactgget
cttgtgttct
atgctettge
gatgtttggg
tgattacaac
cogttateoet
ttaatgaaaa
cctctgeatg
tettetgage
caaagctgag
tatcttgatt
ttccagaaag
gtggggtaca
cttgotgetyg
ctgcttctee
cagccgaatyg
ttgttggace
ggoteoagtat
aaggaaagaa
ctecacatgt
taatttttag
accacatgeca
gagctaaaaqg
tetggaagat
tatccatcet
tettetgett
cagggagctg
atcatatgac
gagacagygyg

tggcottgec

tcotcagggtt
ctgagagaga
cecttagete
agaggcaaga
tgetggacaqg
tocacteoate
cgcatoecctt
catattcate
acaaaaatga
acaggttgee
gttattttte
ggcagtttga
aattaactga
gatgtaaagt
agtgtgttta
aggccccagc
gtggactgag
caactettag
aggtgettac
ctaactaccy
catgaacatg
aaaatttcat
tgeectggtge
aagattgaga
cagtaagcat
attggttaca
ttttattaca
cattgggaga
atgaggcaga
gctaagtccce

tgaactgecat
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gttttgttaa
gagaagaggyg
aaagtactca
tectggette
ccaaaaatga
atcaageottt
cgtctcatea
agtacagtga
atgtttagaa
cttgtettte
ccatgacagt
ttggttctgg
gggggaagct
ggtccaaggg
tocccatctat
gtagactgaa
caccteteag
tagtaageoca
caccaagett
agagttgttc
ttcacacaat
tttatgtata
ctgaagaagt
ggtacctace
gcecttaaccac
gtecctgacte
aaacaaagaa
tggettotet
aagtctaact
tcttattgaa

tgacagtctt

tcatecttgag
aaaggtggga
ccatgaaaaa
ctoececatett
cagoetgotca
aattacatea
ctgattcaca
ctaattcate
tgaataatga
ctggtactea
gecattgtggt
gatgtactaa
cctogecceg
agaagccgca
coogttgttg
cagtggetge
tecttecagteot
atctactaaa
ggtgaccega
tctgagetee
acatatttat
tgagtgtttt
cataagaacg
atcotgagtge
tgagccateca
atacagttag
ttttatectga
actgtcagag
tacttgagag
gagaccttce

acttggaagyg
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aaaaaggaat
ggaatgtgtg
ccaccagcct
gaatttgcca
cttoacaget
tgagcagget
caaatcacta
aggccaacat
gtcaccagag
ateceoggetyg
ttagagatct
gagacgtgce
agaatgggta
tggecctgect
cttotgttge
ccagaaatte
ctectagtttg
tacagaaagqg
gttcaateoce
acacatgctg
ctectatatat
atctgtttgt
tatcagatte
taggaaccaa
tgeocacttat
atagetgagg
cttacagttc
tcecagaggtg
ttaacttgga
atagaagtta

cctgttttgg

tctattttet
ctttecaagac
ttggaggagc
aaatagcaaa
teccoctcacgta
tatggetgag
ggtgcteegy
ttacatgget
gtgggggaca
aagagctgaa
gtaagcgget
tcatgggcat
ggagcatctg
goctteoacte
agttgeoaate
ccaattgaag
taggcaacca
ceagtgagat
caagactecat
aaacatggge
tcatttetta
atgtctgtgt
cetetaactyg
acctgtgtet
ttgtaacaca
aacctagaat
tggcecttagt
gcocgtaaagt
aatgtccaaa
gcctgacaga

ttcctaagaa

25680

25740

25800

25860

25920

25980

26040

26100

26160

26220

26280

26340

26400

26480

26520

26580

26640

26700

26760

26820

26880

26940

27000

27060

27120

27180

27240

27300

27360

27420

27480



attcaaggat
agctcctect
gatgctgttt
catgtaacag
gtetccececat
coocttatga
ctgagecaget
agtggctgtg
gocataggeoa
cagctgetge
catgagcgta
ggtcaccaaa
tagtgggtay
gggcetacgta
aaggaagaaa
ataagcatta
ttecaattttg
ggtgactcac
acttacagag
caaggaaaaa
cctgaccatg
tocccctaca
ttggcteatg
gtttactaat
atcatttatt
tgactgeact
cacaactcca
goageetotyg
aaacatgtca
ggatgaatgt
ctagggecay

cagtgccaat

ccaccagaga
cagggaccte
tecctgcectaag
actetecaac
ctgtcecectge
gaagtcttcc
totecaactet
tttgtgtttt
caagtgetea
tcagagacca
ctgaacaagg
ctttttttte
tacacatgta
gatagtecteca
taaaaaaaag
tgtaacctag
caaaattttc
caatacgcaa
cacctaacca
gaagaactac
cccattagge
ctececctaat
ggctaatctt
ctctgtcaga
tattcctttt
gtgccagatyg
gtacaggact
ggttaggaga
aatgetgget
cacagggtct
aattaattcc

gacacgtget
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agtgtgcage
agcagtectg
agcacactat
aacacagtga
taagacacct
ctgatgeocat
ggggttateca
tccacaccat
agagtagecag
gatcaaattc
acaaacatca
tgtaaagtga
atctcagcat
aaaaataaat
aatttgttac
tgggtattgg
atgttccata
ctggataaga
gecagcagga
catgtgtgac
gktggtcacct
catttaaaga
ggctcatggg
cagccatttt
gtatatttga
goagagaaaqg
gttagtgaca
caaggataca
acacctaaga
taggccagaa
agtgtgatgg

totecocttatt

cagcaagcetyg
tgtetagett
tttatattat
agatacaagt
actgtccttc
ctagacaagec
ttgotetgea
gagtccagac
gacttgaaca
aaagcaaaat
ccatcataag
caaaaatagt
ttgtcagagt
aaataagtaa
tcaactctge
ctgtttcact
ttacccttat
ttagggtatt
aacatagtaa
ccctaacect
agcecagcoccc
tgcaaatgeca
ctaaccttag
ttttttgcag
tgcaatttat
ctaagccoeg
atctccttaa
gtttatgaca
atcagcaaca
atgtatggcc
acagccaaga

attgctgeac

41

gacteccetat
acctcagoga
tgttgacaca
gtgttttget
acatgtcact
taagagtgct
tocacaattag
agcatceocte
tgtgtggttt
agagagatga
gaactcagct
taagtatttt
gaggcagaga
ataaataaat
acaatggtgc
ttactaacag
ttttattetc
tttattaggg
agtagcgeat
taaaacctct
taggaggcat
tgcttggtga
ctecatgggct
agaagaatcc
aaccacaaga
attcttgtgg
ggcataageca
cctggtatet
tectagtotgyg
gagctgtagce
ccacagggat

agtgttegtt

cocaagcccc

tggggggaaa

ggttggactg

gocatttaaat
gaaaactcca
ctgotoctgea
cacacgtggt
teocaccagcac
atcatacaga
tggttcectge
gacagggagc
gooctagaca
gttgaatgct
aaataaataa
aaaagaaaca
geattgaaat
ccctataaat
aatatgcctt
gocgatgaaa
cccacatcac
ggttacggtg
tgggcectaace
aataatcaag
ccatctttgg
acctactatg
catggactca
tactgecagtg
ggaaggcatg
ccatageccta
agggtcctct
aacaaatgag

acacatageca

27540

27600

27660

27720

27780

27840

27900

27960

28020

28080

281440

28200

28260

28320

28380

28440

28500

28560

28620

28680

28740

28800

28860

28920

28980

235040

29100

29160

29220

25280

29340

29400



ttttegeoaca
atctecctag
acagcacata
ctaaaaggta
cacctgggga
tccagecagy
aaagcaagac
acaatgcctc
tgactgaaga
aaataataaa
caaggacgga
aattcaggat
tgctcaggaa
atgagagect
ctgecagecoct
ttetgatgge
gtgaaaatgc
ctctggaata
acacctcect
aattaaaatt
tttaaagata
tgggaagttc
tagggtaggt
cctetetgac
agaggagcga
cttagttgca
ctoteotgtte
cacagggctc
agcecocagoc
ggggcactet

ttactgeaga

gtaatataat
tgcctceect
caagatttta
atttatggaa
aagacaatgg
ggaaccagtyg
taaaataatc
ccteggteta
ttatacattt
tctctcattt
cactgaattt
gcattgetea
atgggaggga
gatgggagac
gcgecattca
cataggatta
acagactaca
agcactacat
tcettcactg
tetaagtate
ctattttaaa
cagaatttaa
gtactagatc
agceccktgeca
aggagaaaag
tggcacacca
ttgotecttat
totgggagag
ctactcegaa
tgccaaagag

accatggata
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gtgcttgggt
gttacctttg
tgcaatacat
catttggggt
agttcaagga
cttocccagga
atctcaaata
cattaaataa
ggccttgaag
caacataaaa
tecatcaggt
gagtgcatta
cattaatctg
aageocatoca
gccatgcace
gaagataagg
tgctggtaga
ttacagggtt
tctcccattt
tttecagaaa
ttatgaaaat
ggcctcatat
agcgectcage
ttgtcacaga
atgtgagacc
gtgttaggga
taccaccaga
aatcagtccc
tecccacaaqg
aagcaccatt

caggeteocet

catecttgcett
cttctcagtt
cacttecectga
ctttttgatt
cttctaagag
gctatggett
ttcattagat
gaaacctcca
tggaagtatt
tataagggac
agttgeagaa
tattaaaaga
catgoagtga
gatgeoccata
aggctactec
gactctagtg
tecageoactte
caaacctcaa
ctttggttce
tactteacac
ggttatatta
gaaaatataa
tccataccat
gaagtttctg
tceccaagtca
gtcggggaaa
aagaggttge
aggettotgg
tacagcaaat
ggaatagcca

tttgtagatg

42

catatcececat
ttgtttctge
atggctctat
ttctaattta

gggaatgtac

acaaagtggg
gtgggactcc
ttttgtgett
tttgaaaatc
aaggacatct
cgetgtgtog
tagcatettyg
tcatctoctg
cocaggggayg
ctectettece
caggtcaact
azactactgt
tgaatataaa
catctccaca
atgttataaqg
gttgagataa
agcgcectttct
gaagccatcc
tcaccagtge
aagtcatcta
cacagccata
ttagacaacoc
cacatgctat
atocagattat
tgecttgagaa

ggcettaataa

cactcectec
tttgatgtca
ttggaaatca
ccaaaaaatc
catggtatgc
ttatcacatg
taaccatctc
tgcgagaaaa
atgaatagga
actcatgctc
ctcaatcaaa
gaacacagga
caaagcgggc
ctgtactggyg
agctttetec
gectgaccagt
tcaccatcat
caaacaaaac
tagaatttat
caaatgtget
aagaatagaa
cttttaagtc
aggagtcaga
tcatgetgte
tggataaaac
gcccagette
caaaccaaga
gtcaccggaa
agcatttaaa
ctggtectac

atacttotat

29460

29520

29580

29640

29700

29760

29820

29880

29940

30000

30060

30120

30180

30240

30300

30360

30420

30480

30540

30800

30660

30720

30780

30840

305900

30960

31020

31080

31140

31200

31260



aagtgatact
ggactactat
acagttgtoo
tcagagggga
gtgagataaa
tagagactat
aggagccaag
tttetbecatt
cattttgtga
cteectggat
aaagcetattt
ggacagttgc
cttgtectge
gcacagcaga
geeceoctgaca
aacaaagtgt
caatgtactc
aagaaccaca
cctcaccaag
gacatagaat
tttttetggg
tgaagectgtg
ggaatcaatg
gggataaatce
tectetgetaa
ttttgttegt
tocttttgte
aatatatgat
tttttgaatyg
gtcacttaca
tetgttectet

aaaagtcaca

ctgetttgtg
gaaccbgtgg
tacgtcacag
ggcatgctat
ggaaggaagyg
ctgtgatcca
gaaatgtatt
ttgaccctte
aaatgagatc
ttacgagggy
tgactgatat
ttectgttcag
ccaaagetge
ctaaatatgc
tetgagacte
tggcateccaa
taacaaaaaa
atgetcacet
ccagagaaac
ttgtatcteca
caccttttet
gettggggag
ccgggcatgg
coccacctgg
tttttectage
tataagacag
agecaggeccaa
aaagacactc
gocataaaace
atataggata
cttcctegyy

aagctettee
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aaaatgacct
ggttcattgt
agggggacat
tctgeocecttt
gaagaaggaqg
gttcagecaca
gcttttctaa
agccctgeac
taagttagta
gaaatgtagg
ttaaatatag
aggattectc
ccaagtgeat
aactttgtgt
tactacaggt
actttggtaa
atatgggtct
actgggcaac
actctatctg
ttgtttttta
ttooecatgac
acagagcata
gattcaagac
gatctgactt
acttttattc
tcttgetgtg
aatteccact
at.caaagcca
atgtagacaa
ctttcaataa

toctitggggay

tattcctggt

cgtcaatatt
toatgtggtt
atgctatget
ctgacagacc
gaaagacaac
gtgoctgtga
ttgaacaaag
tgtggatatg

aatgtggctyg

catactaaat
atteoctgetec
ttecggggttg
caggcccocaa
ctctteatec
tatctattaa
atcatagect
ctcatttetg
actgagttac
aacaatectt
ggaaaacccc
aacgagttgt
tactggattg
cttatgecatg
caagcacaat
cacttatttt
tatcctagge
ttatctetga
ggcatctatc
ggagtettat
gcttggtage
ccttecttacce

tcecectecta

43

caaagtaatc
aaacagcaaa
tggttaaata
ctgattgcat
attttttget
gtagaagcta
gacacacagc
acatcaagaa
aaaaagaagc
taaaacacta
tggacattce
cctectectte
accaacttet
caggacaaaa
atettttata
tttaataaag
aatggcagat
agagacccaqg
ggtccatgga
aaaggctatt
gggeagtete
gagttcatgg
tgggtagatg
ctttggaagyg
ctgecttgttt
tgatcacaaa
agacagaaag
tttacttttc
gttgtacatg
ccttgeeccta

aggtggggty

agtgtacctt

ctctggttta
gagtagttag
gotgtoctgg
agacatttca
tetgttaagg
caggtcaggc
tgccatttat
actaagcage
cagctgcatc
aaattgaccc
agagttcata
cttaggectg
ccatectgac
ctttecaccca
aagaccaaga
tcaaatggac
ttcaageccet
ctecoccace
gcaagaatta
atgaagtcag
agcagaatac
gtgggtgeat
ctttgttact
cggcattgge
gctttgggag
cctgtggeag
tagattgagg
ttaaagcaty
gtocctacttt
ttctacttat
gcataaaggy

gctggtggee

31320

31380

31440

31500

31560

31620

31680

31740

31800

31860

31920

31980

32040

32100

32160

32220

32280

32340

32400

32460

32520

32580

32640

32700

32760

32820

32880

32340

33000

33060

33120

33180



ttgctagcaa
agataaattt
ttcocettect
catgagtcect
gcagggacac
ctgtctectt
geeoctageaa
gttctggata
aaatggttet
gtgcacagac
gggocatact
geatttgeat
aatcagataa
aaagcagtet
atcatcecte
ttatececac
ggtgggtgta
cctatgaata
tcttgaagtg
agtgaggceag
agccagggga
agagagagag
cacacacaca
ggcageettt
atcaacacag
tgccaaaact
tcatgaaaac
gtttggtaat
caggtatgece
catagtegea

aaataaattg

atgtagtata
aatctagaaa
gtcettaccet
gaaactgatt
ttteccaatga
tctgtceocta
aaatactaca
ccgygaagty
gctgcaacac
accaacccaa
ctcaggacte
ttcaatatat
ggcaggectyg
ggactetecac
tetectgacce
coccaattgt
gcaageocaga
tgttacattg
ggcagattat
gaaggocaga
ggggagtggg
agagagagag
cacacctgaa
gaaagtcaca
ccccacaact
ttagacgagcec
aatcaataag
atccacagaa
ccctacagaa
cctttagact

agatatacag

ES 2773891 T3

acatctgact
chtcaagctgt
caccttgget
agttccaaga
ccacaagace
gectcagttg
gactaggaaqg
caaaggttca
cactttgaga
ctoctgaagy
attaccteeoe
cactggagat
ccttetatag
tetgaaacet
tggtccageca
atettgtote
tgatageetyg
tgtggtaaaa
ccaagtgagt
gggggagaag
gggaaagaaa
aaatatcaca
cctgattgtyg
agagacaggyg
gctgatttta
aaataaatct
gaactaataa
actggacaca
atgtgtatat
ttececaagee

acgcagtggg

tatctcctet
atgtctttgg
actgtagtaa
gctggaggat
ttgcacaagg
ccccagtgtt
cttgggtaca
gcatctggac
gaatgaacac
cecttteteg
caacatceocoe
atataaatet
cettteoacte
cttgggagtyg
ceaggtcace
tageaaaccet
ccaaagaagt
ggaactttgt
ccagtgaaat
gaagcagaga
ggagagagag
cacacacaca
gaggaagaaa
aaaacagatt
gtcatgttaa
gcactatttt
agtagaagtg
tgctgacttt
aggtgggeag
tgagaatage

atactacact

44

cagatatggt
ggaccagceat
gttaatcoetg
gagaagggat
tacacatgga
tatcaatgtt
attgaaaaga
agggctgeta
tgettttcac
agggetctaa
tetctaaata
coagaccaca
agoaaaggtyg
gtggecagaa
aggaaatect
cttoecaatac
tcacagcete
aggtgtgatt
tgcaaaggta
ggcagaggga
agagagagag
cacacacaca
ccactaacca
ctcteccteg
agccaagttg
aagataccaa
aaaattggat
gtgagccata
gagatgtcac
ccaaacacct

tetaaaagaa

tgttgtactt
tacagagctc
atgatteocte
atagcctggt
atgtgttaga
tattaacatt
gcttectcagg
ttgtagtttc
atggtggaga
tcecatcatga
gtaccacact
gecataceata
tttetageoce
atgacttece
ccaagtttea
ttecttectt
atttectggag
aaattatgaa
catcaccaac
ggaaaagaca
agagagagag
cacacacaca
aggcattcga
gcococttcaga
gacttctgac
tgtgatttgt
cacttctgaa
gctccacace
ctgetgtgtt
accaggagea

tgagaaaacc

33240

33300

33360

33420

33480

33540

33600

33660

33720

33780

33840

33800

33960

34020

34080

34140

34200

34260

34320

34380

34440

34500

34560

34620

34680

34740

34800

34860

34920

345980

35040



acgcotataca
atattctcta
gttotgtttt
aaatgtatgg
aaaagagatg
actgtccaag
gaacctactt
tgccacaggy
ttttgagggg
gatggcoccttyg
gactatcagc
taccttttee
aatttecttt
tagettttot
acaaaacggt
tgggggaaga
tctgagateo
cttecatctgt
gotcagtgge
gcatcttetyg
cgegggegeg
cggcteocge
gcggeacaga
cggacagcgc
gegegtooca
gogagatgag
tacctgooge
gaccactgeg
gooogegoos
cgccoggacce
cggoecgggy

ceggtggage

ctgtatateg
tggctttaga
gtgatctgta
tggtetatac
gaggggagga
tgaatgtgtg
ctgctacaac
ttttgtttaa
gggtctcaaa
aactcacacc
ctggececcag
tccaccaggt
tttettgatg
attaagoctt
tgcteocecaca
gagtgaggaa
atccaagcga
cctegetgtyg
ctggagggga

goccccggyy

tecactececag
tocagagett
ctgggcacty
gteggggegg
ggtcagtect
gacactgagyg
gcacctgaca
ggecaccaaqg
agaogogoge
ccgeggggct
goccatggot

gcgegggteg
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teggaacagt
aaacataaaa
tgatgetteg
cttttaaatg
gactcatgec
taaacaaaga
atgtcoctgtyg
ataaagtatg
actacaaact
ttectgtectyg
gaaactatet
cctcocaaata
tttetgtgga
aattagagta
atcactcagt
agggacctge
acgtggacygc
cttetgecee
gatggggegy
cctggactygyg
cggaagegec
cgtggooccgc
agatccaagt
gagcagatecg
ccogetgeac
gtcgegagge
cogeagetge
ggctageggg
ctooggtoct
geggatteeyg
geagggtgge

cggggttcgy

aacacagggy
atagcataac
gtttgtgecaa
tatgctagat
ttcataaaag
gtgacccacc
aatgtgcacc
tctacctagyg
agtttgtttt
cctettteee
ttgattgaca
catgaagagc
atttaataca
taatgaagtt
cttgaagtga
ggaagctgaa
agacccggag
tttgetecte
ggcttaggat
CCogoogeee
agectegagt
ctgtgtetge
ageccactgaa
ggaaggtgaa
ttggggaaac
egogtggoes
cagggcyggygy
cttcagggge
cgogggtoas
ccgtottegg
ggcccocgegy

ctggagegeg

45

tgacaatcag
agttctgtta
aagctctgga
atacatgagt
tttgttotgt
ccaggtagte
aaatgtttac
ggtatattga
gagacaagta
agcactagga
ttatctggte
tgaaacagtt
taaattttaa
atgaatttat
ggttctgact
tetcagacee
tagggacatc
taccagtecte
cgaaggogga
ccacctgcag
ctggogaggt
agagcagggyg
tegtagacag
ggaccactge
tttgggatge
ctgtgaacce
accganaccc
ctotegggag
cagotoottt
gecteghtgge
cgggagegge

tggoogcagy

geaataggac
gtggcaatgt
cttacctttt
aaaaatgatt
cctttetgge
caccttetta
taagggatca
ttgtetttee
tgtagceeag
tggeaggtga
agaaaagatc
ctgtctaceg
tttgeatttt
aaaaataaaa
ttacctgaag
acaagatgga
caggggtcat
agctgtcaaa
gectoggaga
cgoeggcggay
gogogetteaeg
cgggggeceyg
tcacccaget
ggatcecgaca
ggtgacggct
cgogaacceeyg
tgotgoogeg
cctacggett
taggeggoteg
getggaggag
gegtgetegy

tgcotgtgge

35100

35160

35220

35280

35340

35400

35460

35520

35580

35640

35700

35760

35820

35880

35540

36000

36060

36120

36180

36240

36300

36360

36420

36480

36540

36600

36660

36720

36780

36840

36200

36960



cgctgggeag
tgcaggaacc
ccocctggeace
cgggccygagy
tagattggcg
ggacagetge
gogecccaac
ttgcteccte
cagoeektgeat
cactttggag
ctctgctgag
cccagagtet
tgtgagggaa
tggagaccaa
tctecettect
atgectggee
aggaaaggct
atacccatgt
aattggttgt
gatttggaag
ttectggaact
ccatcocace
ggaacctagt
caatcatcta
gttaacattg
acaatgaata
gacaactgtt
aagctgggga
aagcatatca
tggacgetge

acagaagcta

cggaggtgag
agggtcgctg
cggeatcecag
accagtgect
ggctgcgegg
ctgetectgge
actgqtcgece
ccgaattggyg
actcaacagce
gagcaggttt
gaagggacktc
gtggtaacta
acaaacctta
cggaagecga
aggcagagaa
ttggactgee
gcaagcctce
gotecctaat
caaacctett
caaccaggaa
aagaaaagat
caacteaggyg
acttattgaa
ctgnaatgta
agagagcecca
ggaccatttg
ttataagaga
tggtggcagg
gtcttatact

ctagggaggt

gtatttaact
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agegoeggget
ggtgageagt
accccatcag
cctgctetga
ggaccactgg
ttggagtgga
cagtcacctt
gaaaatctga
ctggaaatce
gccatttcta
ttatgagaga
ggcteatagg
ccaactaatt
ctgttotgge
acattttgect
catcaggact
ggttctagaa
tocactgtgy
ggggaagatg
acaaccagga
ggagatgcca
aactggcata
ttecectaageca
gatattaaac
ggttcectge
agctttaggg
gggcacaaag
acaaaggcaa
actgccatgt
ctgtcateta

ccaggctgge

ggggacgcgg
cctgtececcg
ctggaggcgy
cacgccatct
ccagggcctt
ggagacgaaa
cetttgecet
ggaaaccagyg
agtcaccttyg
ccccacatce
agttgggatc
taactaaaag
ccttoecttt
cagtetttge
tatgacctcet
gtgatttttt
ggctcaaact
caacacctct

atggaggcat

gtgaggaatc

ccagtgtatg

tgcaggaccot
gtaaacacat
ceccaactta
cacctettee
tecatgtgcce
gaaaatcact
caggaaaaat
tgggtaccac

aaaaggcagyg

agataatagg
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agcggattge
cggettecgg
gctgcagage
caccaacgag
ctggcacaag
tgagtaccece
tectecgacag
cagggacctt
gtaccteget
gtaccccatc
taggtLaccce
gcocatecetage
ctgaatattt
accctttget
ggctggecta
ttttttttta
caggggtata
gecgttecact
ccctgtggga
ttttttaaag
aagattggee
gtattgggtyg
tcecgaatttg
tgaatgatag
acaacaggac
actttacage
gtcoctgtoca
catctccaac
acaaatcagyg
gagatattga

aatgaccttyg

aacctetgge
gegtgcacat
ggcgectgee
ggcggggtgc
ccettttegt
gaceeccatca
caccttggac
ggagataccg
gcttecoccaga
cecogtecgt
ttaaggltagce
totgtagett
cttagaagac
tggetetgac
cttccaateg
agacctgatt
ctettetetg
cocacaagaa
gcagatgcag
gctcacatga
tetectegge
atgcatattt
daattecectca
ccccaaaatt
aggaactagg
tccatageca
aatgaataga
aaggctttcc
tatctecaaac
gataaaatac

ggagggtatyg

37020

37080

37140

37200

37260

37320

37380

37440

37500

37560

37620

37680

37740

37800

37860

37920

373980

38040

38100

38160

38220

38280

38340

38400

38460

38520

38580

38640

38700

38760

38820



cttaccttte
accaactcta
tgtgcgtggy
cgaacactgt
gcaggcaaca
agetgacage
agattaggaa
ggcgagtgta
ctectgatte
agagetgggyg
ctccattatt
cctggaaact
cccacaaact
tgocctgggac
gcactgateca
acaatacctt
aggaaggtaa
gacteccagt
ctgeotettee
gataactctc
acatacatge
agaaagggtt
agaaaatcta
acagagtaaa
gtctgttttg
tgtgtacagg
tagacagagt
ggcttatatt
tettaattat
agaatacttg
cccagaattce

agtgttttat

cttetetett
acagaccttg
atccattcca
agggatttet
aatcgacagt
tggctgacay
taatgtttte
gttatggctt
taagatgcty
gtoeccagoat
tgtggtcttt
gottgttget
tteoaacceat
ttoctgggacc
ctetgocage
tectecagtt
ataatttgag
tttaacaagy
aaaggacaca
gtteccaggge
aggtgaacat
tacataacta
gtaagttttt
aagtecactte
tggcatatgt
tgaatgectgc
ttotgacetg
aattagaaac
taacccataa
gtgtectate
tectegtetyg

tcatcagcca
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gaacaaaatg
tgtggtggge
gactcattta
aaacaaggaa
gtttatgtge
aaagctcacc
aggtaacttt
gaattgctee
ggctttgett
tcagectgea
tggatctatt
acttgtggtg
catttgtttt
tatagttcaa
tetoctotet
gtctttatte
aaaaaatgta
agttgggetyg
aattcecatte
acctcatgee
tcatacacat
tttaataact
acaagattce
caatagtecca
gcatggtgtg
tecgtgtatga
cctggtocca
tgtttggcct
ctactaatct
ttctecageaa
gttgeceoocge

ataagagaaa

tggactggac
ttgcctgeaa
caaactcgta
ttaaaaaact
ctctgaatag
cagygagaga
ctatteocecat
atttatccac
ctgtctecta
tattettect
tggtcagaga
ggggcageat
tcatceccttt
gggtcatata
ttgcaaaact
ttggecagecat
ccaagtoctc
gagecatgge
ccagaaccca
cttteotgge
aaaatgaaca
aagactgeoct
actcaatcag
agaacaactt
tgtgtgtgtg
gcacatgcag
cagctgtttg
atggcttagg
atgtatttcet
ctacatggeg
ctatactttc

catatgtgaa
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cagatgagca
acagacttga
gtcagtgaaa
cgactocaaa
ctttgattte
agagagaaaa
tcggagtgag
agatattttc
gtttectggt
ctatecteac
gtcagtcttt
ttggaagtco
ctecattgeca
taccaatggcoe
tatttcagat
atgcoecttgta
agtgatacat
tcaacagtta
catggcceoct
atctgagaga
ttaaaaaaga
aataatgtag
accaaacatt
tgtttcattt
tgtgtgtgtg
gtgtgtgttt
gococacaaata
cttectecactyg
acgtggcgtt
tetteoteotet
tacctggcta

gaaggacatt

ccaaggetoo
gctaggttge
tgtgataaac
tgggagagat
cttcggtagy
atcaagtatyg
tgtetggaag
ttcccaaggg
agcagggtag
tatotgetge
ggtttcttge
aggtgctetg
ctttgtgtgg
tcacatgaca
ttttecatttyg
acctttaaza
tcttactaaa
agagcactac
tcecaaacatt
accagcataa
aatgaaatag
ggacccataa
actgttactyg
ctcoaggeact
tgtgtgtgtg
gcatggtgty
aacatacaga
gctatctcectyg
atcttaccgg
gogtettete
ctggecaatc

tccctatcaa

38880

38940

35000

35060

358120

39180

39240

392300

359360

38420

39480

35540

39600

39660

39720

39780

39840

35900

39960

40020

40080

40140

40200

40260

40320

40380

40440

40500

40560

40620

40680

40740



tggtgtgtgt
gtatgtgage
gagttgaggt
tgaacttaga
gcecttcactt
gaactatggy
cctttacctt
tagctagtct
getgggacta
aaactcaggt
ctgttgtttt
aatttettga
ttecatgtec
ctotgttttg
agctttgoct
ctattecatct
cctgecttect
ccagaagtece
caatcacagt
agccaacatt
gatcgecatte
cccaaagace
ccaggtttce
tctatgaaaa
agatgaaaga
actgactaca
atgatcttet
gagcaaacte
gcccaggtat
tttgctatge

cttgtaatect

gtgtgtgttt
acatgtgggt
tagatgteott
gctcactgat
teccatgtgge
gteocctecatge
tLtttttttt
actggtcact
cagactgtac
cctcacgete
aaaaggettt
aaagaagaat
acacagcata
ccagtctget
tagcttagge
acctgctgec
ctgcttctgy
cgactaacct
gacacatctt
ccaagaggcc
tacatctgte
ctgagaaagt
cacaggagga
gcaaatcaga
acttcctgaa
gaatgaggtg
aaaaaagttg
agaagtecatt
tcactccatc
aaatctgagg

cagcactggg
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gtgtgtgtgt
atatgggtge
ccttggeotge
tcagctagtcec
taccatatct
ttgeatggea
gaaagagttt
gaggcccagy
caccatatce
acaaagtaag
gaatatggga
gaatcaagta
aacattatga
cccaaaaaat
ttgtttctaa
acgtgattca
ctcatgatce
cttoctgoct
cacgcagtgt
agggcttgcece
tgactctgaa
acaatgacaa
aaacccatcc
ctcaaatgte
agtgtgtgaa
ccagaagect
aagtttcace
gtagcatata
ctgaatagcc
accagacttt

gaagcagtca

gtgtgtgtgt
atgtgcacct
toctecacett
tagctacceg
actttacatt
agtgctttat
ttttttgeta
gatctactat
atatttettt
tgttttatct
tgtgatgaag
ggagaacctc
ttatcattec
gacacagaga
ctaactcttyg
tgacttttac
cgettttett
agcaattgee
aaaggagtat
tagggcacat
ttggatctga
aggggctgac
taggcaagag
aggatttgtyg
ggcctaaagt
agtcagagec
agtaacagaa
gaagcacaga
agctggggag
ggtctcctge

gcecagatcoca
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gtgtgtatgt
gtgtgtgtge
ttttttattg
gcctgctetg
tatgtgggta
ggactaagac
actgggaact
ttctgecttet
tagcatgage
accaageccat
ggaggtgaaa
cteetggtge
acagattgta
gacttettat
taacttaaat
ctctctetea
cctctoocgag
catttggote
tctgcaacaa
agctaactta
actgtgactt
tetgteocaca
aagtggtctt
ctttacagat
cagggetgtt
tctagggaat
tggccecact
cctatggatt
ctagctcagt
atccacagaa

acagctgeet

gtgtacatgg
atggtggcta
aagetcoteac
ggggtceccet
atggggatct
atctttctag
caacaccaga
cttcecaagt
tetggaagte
ctteccatet
ttetgagata
tgtctttecag
attagtettt
taatgatgaa
taacccattt
ttctgcatat
tgctctgtee
tttactaaac
caggtgatga
agaaaattag
gcatggaaga
tggtgttage
catcaaacac
cgatccggta
catggaaggce
aaagtgtcag
attaaaatgt
getggatgga
cagttaagta
atggtgcaca

agccagogga

40800

40860

40920

40880

41040

41100

41160

41220

41280

41340

41400

41460

41520

41580

41640

41700

41760

41820

41880

415340

42000

42060

42120

42180

42240

42300

42360

42420

42480

42540

42600



aacagcctta
ggaagctcct
cagtgageat
gaaaagtaag
ggagagaagy
attcctattt
atttgttacc
tacatgaagt
tgtgtgtgtyg
actgagaaca
agtcagaaca
agatctctgt
ccagaactac
gtacatggta
atttttececa
gtggtttctg
tatatgaaaa
ttgtttgttt
ctgcaagttg
tgatggcaga
ctttectaca
aaaatggagg
atggaacatt
ggaagaccte
atactgagag
gatgecteta
tctgggtaac
tggatgctac
ataacttcaa
tgagtctcag
ggtcaggaat

cacagtgtct

tcagaaactc
gaaggacact
gtgoctaaat
cctecectggac
tttgocatea
ctatatgatg
agttcecctcet
gtgtgtgtgt
tgtgtgtaac
accagataag
aggcatggtyg
gagttcaagg
atagtgagat
acttgttctt
acttgttttt
tatttgatat
ctgcaaagaa
tttettggtg
ggatccacac
atagcttttc
ggttatgeoac
cagttecagtt
cggeaacata
atatgaccta
tggtactgta
aatacaacac
ctttccagat
tcatagttaa
ctagcaagca
aagactagct
gagtettagy

gagtgcecca
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atgggtcctg
ggaggttaac
cogtacataa
totttttttt
tetatataac
gagaagagge
cctaataagt
gtgtgtggtg
ctaaaggett
agtccaaatt
gtgcteoacet
cccagcctgg
cttgtctgge
atttcagtgt
gtgattgcca
tatgttctga
gtgggttttt
ttetecatgtg
tgccatctga
tagactgtga
ccactotetg
tggagtgctg
tactactaat
actttgoata
tggaagagtg
ccaagcagag
cacactgttt
catctttact
caacactaga
gccteocaggat
atccatgtgy

agggaatggg

gtgaaagata
ttetggataa
caatgatgta
tttttgttge
atggtactca
cactgococt
gocttagggtt
tgtgtgtgtg
tccatgttte
ctagaaacca
tgaaacccac
tctacagact
caaaaatata
ctgtttcteca
ctgtatcatt
cctagtttet
tgttttttgg
accttteoraa
agtcctgcac
caataggggc
agtgattgge
tettttatge
catgcatggt
tgetgacott
tgtgaaaatg
aaatggagca
tcecttectee
tttgttgttyg
tgaattaaga
tcatgaatge
cteatagtet

cttgttcagg

49

ttatctcaaa
acataggctc
aagatggaat
tagatattet
acttcectgt
cocagacate
agtgttgtag
tgtgtgtgtg
cacactgaaa
tgggaaagtg
cacttgggge
gtacatagtg
taagtaaata
agcatgactt
tetttgtgtg
tttecatatta
gttttttttt
tgtttgette
cccaagttte
ataaagccac
tgtgeatcat
gcttattecat
aactgaactg
ttetgtgaca
tattgtttaa
tcactggcac
accaataacc
tecccactgat
gtgatattga
ttacaggaac
ccagoctgga

ctceocectcec

taacaaggtg
gccccaccac
tcattocagt
cgagaccteca
agtccacaac
tcagtetcaa
agaagggctt
tgtgtgtgtg
ggttcttaag
taatattgaa
agaggcagtc
agttccaggg
aaataaatca
tggcttaagg
aagttactaa
aacccatttyg
gtttgtttgt
cagaatagac
aggtatgttt
aaagcattcg
gaatattatc
ggcaatgceca
tgttgtgeaa
gactoctata
ataacagaca
tttggaggce
actttccctt
gctaagaaaa
ctgtgtgtgyg
cctttagcaa
catggagtag

cgtcceccagt

42660

42720

42780

42840

42900

429¢€0

43020

43080

43140

43200

43260

43320

43380

43440

43500

43560

43620

43680

43740

43800

43860

43520

43930

44040

44100

44160

44220

44280

44340

44400

44460

44520



tecaacaggt
ccatcggage
ccaggotgot
ggaggatgtc
ggggtcectct
cttggtagag
tttggctaaa
tttetgtatt
gogtgactta
caggcacatyg
ttgatttgat
cttttgatat
ggaggagagyg
aggaactcaa
caggttcttg
ggtccacage
atgcecacag
tctagactgt
tagaaatatt
ctttteetgt
ccttotggee
ccaacgtttt
tcacatctte
atgtetgtgt
aaaagtggta
gagaagaaaqg
ctggaagage
ttttgocagge
ctettacete
taattetecet

tgtectttcat

ctcagatcca
cctagaagca
gtgtgctttyg
tgtgcacatc
tttecatgat
tctatectte
tatagaattc
gtgeoccteatt
tecocacage
gtatgggtag
aactctatee
agtttecttg
cttcatttgg
ggcagggage
taggctagct
aggtttgaac
gocagattga
caagtcgaca
attecggatat
tatttatatt
ctoctgectta
ttettttett
tattgtcttg
gagggtgtca
gttgtatcct
acttgattta
acccagtget
ttetttettyg
atgcttaaga
gactactgte

gcaggaagac
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ggacatcaga
gaataggggy
ggoctaagtt
catcaaactyg
cttcagctte
tgttatttet
taagcagagg
gocattgttyg
caagggoooce
ccactgttte
ctttcoecea
ctgatgetgt
cttacaatte
atggaggaat
ttctgataac
cttetgeate
tgtaggcagt
gttgatgcta
tggagttett
tgttttatga
taattcctaa
ttcactgeac
tttttetttt
gatcttggaa
agttggcatec
ggagctacca
cttaactgeot
ttcttttgea
tgtcteottac
ttttecctee

ttttcatttyg

gctgagtgaa
ggacacagca
gacagatgaa
gecaggtceccc
tgtattctat
tgagagtatyg
gtcatttcte
atatacctga
ttocettetg
attcatagtt
ttoccogttga
gctaaaatat
cagctcacaqg
tgeetgetgg
atctcaggac
agttactaat
tecttaaatea
actaggacac
ggactagttt
gatagggtet
gaactgatat
tetgtttgag
taaatgtgeca
ttacagttec
aaatgtcacc
tgtggttget
gagccatcte
atttcatggt
tcettoaagg
tgtttgteat

cttttaggtt
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gagcagagct
cacagagaca
acatggtagy
ccagcatttt
gtgcgetgtt
tcccaattet
cttcagatat
atctaaattg
gtetgtgeta
caatgctceg
tgatttotte
tcctaccaaa
tcattgaggy
cttectetet
cacctgctta
caagacattt
agtctttttt
tattctacca
ttetggttet
cteotgtgaag
tacaggcagg
agtctecateg
ttggtgtttt
aaataatatt
ttgacagcct
ggtaattgaa
totggettoa
ctctgactgt
atactgagtt
tototgtttg

tttattttaa

aaaaggagca
agaactgagyg
gtgaccacat
ctgggagett
accattteat
tgcoctggagy
ttaaagacac
atccettggt
tggaagtotyg
ataggccett
ttttgttoce
aacaacctgg
aagtcagggc
gacttactea
gcaatagtgt
goccaaagac
gtcaagtgac
cttttcttgy
cottttettt
ttgtcoctaga
tgccatgage
tcacagtcat
gectgtatgt
tctaccaaga
tgagtcacct
cccaggacct
ttetattgac
tcttecacaga
tttgaagttt
ccctggecte

ctattggtte

44580

44640

44700

44760

44820

44880

44940

45000

45060

45120

45180

45240

45300

45360

45420

45480

45540

45600

45660

45720

45780

45840

45%00

45960

46020

46080

46140

46200

46260

46320

46380



atgactaaag
tcaaccggga
caggcaagtg
gctgactgte
gtggtcacca
coetotggatyg
ttggaagaac
atctgggtga
tggtaggaat
cotggeatea
ctttaaagat
gggtttccac
tagttagttt
gtcctaaceca
agtetgteat
cctgaaaaag
gtgttgtgat
ttotgtagtt
tcaagcttge
attgattggt
goetaagaaaa
tgtcttecaaa
ctaaagctgt
acaatctaca
caggaactta
atcecacttte
caccacacag
agggtcacac
tectcocctgect
ataatcttaa
agaaatgaac

cagtgtgtga

ggctagatga
gectecactgt
cagectgttga
tttctgecage
aacaaccact
goceccatggt
tacccattgt
cagtggggcet
goetgekgtet
tttgacctge
tetgtgttgg
ggcactgttg
ggaaaatttt
agccatctge
cacagataat
tectctttata
acatgagtat
ggttetotet
acaacagcac
tgattgattg
tgetetaccea
aagaagctct
ttaaatctcg
tgacctocte
caggtgtcac
tgetttgact
aaatccatat
tctgtagectc
aaacttctca
gtttaaaagt
agecatgttyg

aatagggaga
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aaaggccagt
ggaatgotte
atgcagacca
tggtcaggaa
tgeeccagaga
ggaagcagcy
ccacatttcec
gacataatgg
gagggaagac
coctecttag
ggtaagtteot
ttttccetet
gggagggagt
tgtggtattt
tgeattttga
aaaaaatgta
atatatgcta
ttetaocotte
ctttacctte
attgattgat
ctgaactgea
gatgctggat
tgagtcttac
aggatggget
caatgaattt
cettetggta
cccataatet
ccacactgge
aataccatga
gagggactgg
gtotggaaat

gtettaccta

gagaaggctg
agtggeatgt
gagcagettc
ggtgggatag
ctttgtgett
cacctgteta
cacattttca
caggggttge
tcatctgage
aactgggaac
tagecttteto
ggctttgtga
caaataagat
tcectgagttt
acttgageat
atgttaattt
tgatgcatat
atgtaggtte
taagccttet
gctagggata
ctectageoe
tctgcaaagt
tgtacagacc
ggtatctotyg
attggtgcat
agagacaagt
tagtcctttt
cttaaacact
ttacaagagt
tcagtttact
gttectagtt

tgtgggttty

51

gagcatatgg
gaaatcetgt
cttogaagga
acttcagctc
taccatteote
tcacaggtge
catgccaget
agtttcagac
agtggaggcet
cecagtteta
aggetaggtc
gtggttgtet
gtatgcattt
ggttctgeoece
ctecctteoot
aaaaagtatt
gtgcaggttg
tggggatcega
catcagceoct
gagcctaggg
aacctgcetaa
ccatttttat
agctctgtgc
cagototgoe
gctcacttea
gtgttaacta
tatttactta
gacctcgaac
gacacaccat
gtgctaggtt
trtecatttgta

atcacagcaa

gtgatacttg
ggtatttget
gtcagatgtt
ttttcaaaca
agagaacaga
tetgaaggag
tcactctggg
tcagagtatyg
ttgectgtte
aageteocctg
ctoetgotott
tttgaaaaac
tgecatgtaa
ctataggeag
tetttgtetg
cattattett
gaggacaact
acccaagtoa
ttttttattg
tcttttacat
attcttacac
ccctaaattc
accatcttec
cagtgectac
tettgtecet
cttgtgetat
tttttgagac
tcatggtgat
gctgggagte
gacattgtat
caaggatatg

ttaataaaat

46440

46500

46560

46620

46680

46740

46800

46860

46920

463280

47040

47100

47160

47220

47280

47340

47400

47460

47520

47580

47640

47700

47760

47820

47880

47340

48000

48060

48120

48180

48240

48300



atgctctaaa
ttaatacatc
ttatagtaca
atagctcaat
actatctatt
gtgtcaatgg
aattttatgt
atgtetggtg
tgagcetacta
cttaatgact
atttactttt
atggattagc
acccttgaga
tcagaaagat
gtgaccatac
catagccagc
cttccattaa
atacaagtta
tcetgactttt
aagcetgtceca
tcaacgagag
ttgaccagca
accccaacat
cgggcccgga
attetggeta
teectecttag
caccctetgg
agagccatcc

catgttctte

<210>3
<211> 50000
<212> ADN

taatgaaaaa
ataaataata
atctgatctt
attaagtcat
gagggagtca
taaaaattaa
gtatacatat
cetgaggagyg
tgtggetgtt
aggccatctc
atgtaggtgc
acagtcacag
cagggtetet
cetggaatet
ctgtegtttt
gattttaccg
taatcccatc
gacatcgagt
gaagatggat
tocagagecagg
caatgacegt
gagcgttggt
ccaggacaaa
agtggtttec
ctecagetetg
tgettgecag
gaggcatace
gccagccacy

agagacggac

<213> Cricetulus griseus

<220>
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agccagtaac
tatcactgeca
tgtcacctac
tattatccece
gaatctgaga
atgttcataa
atgcatgttt
ccagaacgta
gggaattgaa
tccattttcet
gtgtgtgaat
aagactagag
cactaaacot
gtetttetee
actggggtte
actgagacat
tatgteccect
ctgattaate
gaaggcacag
cttegeectea
ggcgaaacac
agagccaaga
tectgggaaaa
ttgetgeoteca
gtgtatgecta
gogaaaggaa
acccageagt
ccttcagaaa

c

tagtagtgtt
gattatgtct
tgtaagcaca
ataataagta
tagttaaata
agcetgtatg
tgccttcottg
teagatcocec
ccotggatget
taaaaaaaaa
gtgtatggtt

gagggtectet

gaaactcace
ctggcectaa
tacagagtca
ttatectgeece
tcatacatat
ttcaacttct
aagtctcocac
caagactttt
ctttaatgat
tggttaaata
gcgectctgat
agagtggggc
taaatgcaga
aagaggtcat
acctcaacat

ttgacatcaa

52

tctgaatect
acatgttata
actgaaaaac
attattatcc
aatttaagca
actectttta
tatgtetgag
tgaaactggt
ctgaaagagce
tttaaaacat
tatgcattgg
actattgett
tttgcagetyg
tgettgagtt
aacccaagte
caattcataa
ttctgaaata
ttgataacca
tgatggaaat
gcetegaaggt
tgottgtaag
ccttctagag
gecacgecatge
tgacctcage
agacagagat
tatcataace
gocteccgea

gacagcctce

cactaaagct
catatcacat
aaattttcte
ccataatgaa
tgtattttta
aagtagtttt
taccacttgt
attacagttt
agacagtget
ttactctaag
ggtggggagg
tetgtettcet
gggtagctgyg
acaggcccat
ctecacgettyg
ttettetetg
gacaaaatga
ggtattgatt
tccctgateca
ggtgecttaca
accaaacaca
aacagtgctg
ttggaaagaqg
ttgcaggace
acectcaaag
acagcaaagt

gacatggatg

ttgecactcet

48360

48420

48480

48540

48600

48660

48720

48780

48840

48300

483860

49020

49080

49140

495200

49260

49320

49380

49440

49500

49560

49620

49680

4974Q

49800

49860

49920

49380

50001
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<221> modified_base
<222> (13508)..(13531)
<223> a, ¢, t, g, desconocido u otro

<220>

<221> modified_base

<222> (21446)..(21479)

<223> a, ¢, t, g, desconocido u otro

<400> 3

gageteagge
tttttttttt
ctectgtagac
ttgggattaa
tatgagataa
ctecagacte
toocedgate
gdactdacte
ctgagtgocyg
ggectcccaac
gattcccact
gttectattyg
ggettgtatt
gtttgaacte
gctttccaat
tgctaaatta
tgggtaggac
ataaagtget
gacagaaggce
ccagactaca
gcactattcg
ttttttette
tgtatgtcte
caagctaate

azaattgtac

atttategtt
gattgagtcg
caggotggcc
aggtgtgagce
ggttttgtta
¢tgagtgetyg
codoeagagac
tgtagaccag
agattaaagg
tcctocotty
aataagacag
teattotatg
gggattgcaa
agtgggcact
taaggtttag
gagaggcatt
tataaaccayg
gtgagectgy
tcagattcaa
tgagacccetyg
atgttttgat
ctcttettet
attggcacta
ttcaaacaat

aatatattgg
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cagagattga
gggtttetet
ttgaactcac
caccaccgec
tgttgcccag
ggatatacag
agggtttcte
gttggecteg
tgtgcaccac
tgtgtaatca

tggocggcaca

atttgotett
tgtgoctceag
cagtcactac
gatgactcct
caagataact
tttatagcat
tggtggtgge
gattcaagtt
tetcaactaa
gcaagtttgt
tecteoctggg
ctaagaagtg
tgtgtggget

Jgaaggaagyg

ctgagetgta
atgtaacage
agagatctge
ccgetgacaa
gctggactca
acctgagtta
tttattgttt
aactcacaga
caacacccta
acaaggttct
gtgctgtgtyg
ctgggagoct
cttggctagt
atctaacttyg
ccetgtgact
gccgaagatc
gcaagaaagc
tcacaccetg
ctteocactat
gcaaatgaaa
gactgaggag
tcoegttttt
tggggtctag
gttttggtaa

gagttttaca

53

aagatggaaa
cctggetgte
ctgoccctge
actagacttt
gatctgtage
cctgtacage
tggagectgt
gatccacctyg
ctttctaatt
tagaccctgt
gcagagcaag
tgtcatteag
toctetgegyg
tttgagggcet
cttatcatce
taataaataa
tctgagcacc
ateoccagaac
acagccaatt
gcaaactyggyg
tggaggtgge
tttagggtgt
ggaacttcct
ctactcaaat

caggagtcaa

gacdaaacttt
daggaactca
ctgtcgaatyg
tagaatgtat
aatctatctyg
tttotaatea
detggeacty
tetotgecte
cttaaagcaa
ctgcagtgty
cgtccatcta
daagttacty
dagaagcagt
c¢tatgeattt
tgcctattaa
atggggtgay
acattcaaaa
teaagaagta
tgaagtcage
gtocaaatag
aaatgaagac
tcttaggata
gttatgtata
aatgctatag

catgactett

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1280

1320

1380

1440

1500



gtotectggaa
gagaatccaa
atcgaattta
caactacgta
tgctgggact
ttaactcaca
taatgtcagt
cdtattaaatg
agcctgtaca
acacccacge
caccctteca
tctattagta
catttttete
caactctecca
actcatggaa
aagcaactta
caagcacttt
gtgggggege
catagtaceg
cctgggacaa
ccoctaaactt
cattttaget
tetecteteoct
ttcagtetgyg
cttectettea
aagaatctgt
caggttaaag
tgtttttgtt
aactegetect
tgagtgctgyg

gatgtcttta

agcaacttgt
tcagagette
aggtctagaa
gccaaggaaa
cctggaagea
gatattagte
caccttgeec
attaacttee
cccocgcece
tgaaaaaaga
atttataagg
aaaggagtgt
tgagaactca
attaaccaga
tcattgtgtg
atgccaaaaa
gttcagtggc
acactetetyg
ceccetgaty
ggctcactca
ctctageococa
gtgagctetce
cttottectet
acccttteag
gocaggeoett
gggcttatet
tgttaccttg
tttgtttttg
gtagaccagg
gattaaaggc

gtttctttaa
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gatccaatga
cttgtaaaac
actgccaacc
tetttaataa
tgtataagca
tcagatatta
ggaactattt
acagaaactg
aatttectte
aaacctgttg
ctgtctattt
ttgagecatgy
goatctetgt
gagcaaaccac
ccoctetckea
gatgcatcac
toctgecttgg
aaggtggget
agtttctget
gtacctgtcyg
gaggetggyge
tcegtettta
cacceccace
atgectetgt
ggagaggtca
ttacattcac
gaaagaaagt
gagacagggt
ctggccttga

gtgagccace

tccecataatt

ggagctaaat
aactcacctt
tattaatgtt
attgaacaca
gggtaggggt
atggettgtg
ttctctetga
ataatatcct
tagatttaga
aatcaaattt
ctttgggggg
gcactacaac
gcatggtgoca
agcactttce
ctgectaaca
ctggcactge
ggtetettga
gcegttcagtt
cagactggaa
cttcteccag
tcceccttte
gctcctetac
cccacccaeca
ctgaactcete
taggctcatt
aataggcage
cttttattca
ttctetgtat
actcacagag
aacgcccgge

cctttaatta

54

ttagagacac
cacaaacaag
tctataaata
aattgtcagyg
gacatagggy
tgtgagetgt
ttccaaatgt
tatggaatcet
atteccattee
gtgttttgga
ggggaaatga
ccacttettt
caggaattet
atctatgaga
ggggtacact
ttcegaggat
ggggcggcag
tectgettea
ggtgtcaggt
cacgtctcac
tetttoctac
tgttctttta
teteteccee
ceteatatet
ttecgttecaga
ttggceetga
aggtgtctgg
tattttggag
atcecgectge
tcaagtgtct

taccctettg

aattcaggaa
ttecattecta
cacttggggt
ggaaggttat
tguggggcag
ctgeocacact
agctattggt
gactgtggta
atgagcecatcec
gggtaagage
accagtatct
cagggagatt
taaactettt
aatctacace
tgocaaagaa
gggcaatgtyg
gttacctggg
ggggetecett
cccaaagaaa
cccacccecta
ataaccctge
tcectectettt
catggtetgg
caataaaacc
aggcoctatca
gaccacagtec
tttcttttet
gcetgtectgg
ctctacctcc
ggtttctttt

tctgtcggag

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

24610

2520

2580

2640

2700

2780

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



aatgacatca
ccagctgeoeca
gtgtctgtgt
gaagcttgga
tacttatgeca
gcctgattte
actcccttga
gagcaatage
agtttgatge
attctatctt
caazaaatat
gtgactagat
gaataataaa
agtgttotoa
actaggatct
ctggaaatot
aggatagggg
tctetetgte
acacacacac
tgtaaaatca
aagattctge
cctatotetg
ggtagaatgt
caactttgat
aggtgaatca
gaggggggag
gagggaggga
actagtgtaa
tgtctcecegg
taaagccatg

acatcaagag

gaagggagga

aggatatcca
gactctgtca
caattactcec
gcaygggaaya
ttgaggaatt
aatcccccag
taatagttgt
tcacctectat
cagcctggge
aaaaaacaaa
tttttaattyg
gggttagtet
aaatattaaa
ggagtgaggy
gggagcocatyg
gtaaatattg
ataagttagt
tttetctetyg
acaaacaaac
tgcaaagtte
cctagtectt
acageoetoo
ctgtacagca
gtcacaccta
aggccagect
ggagaagaaa
aacagggagyg
gcagaacctyg
tccagggett
ttacataact

ggaatgggga

atzaaaaaaa

ES 2773891 T3

gttcaaggtt
gatgecccage
tgtctgette
ataaagagac
acagcttaca
ctacatatte
tatcagactt
aatctagaac
tacatagcaa
aagtagacayg
tagaaatata
tecttetggt
aaaaaaaaca
catactggga
ggacaccacc
ctaaggetet
totgtagtag
teteotgtete
acatgagtge
atagagaatt
gtattctgta
tetttgeaga
tgcactagge
taatttcage
gggetacttg
ggaaggaggg
gaggaagaga
taagttetet
cagggcctgg
aactaatgtt
aagaggatga

gaggcgagag

tectatgtag
accacacaca
tcoccatcccea
aatatccata
aatccagteca
ttccatgage
taccecctatt
ccaggaagtt
ttteccagaac
atcaggtgtt
tacgectaatt
cctcacagaa
agetgcaaaa
tttagtcaag
ccocacccata
acocttttge
agtgettget
tgtctetete
acaagaaact
caacagctag
gtocccagtt
totggeagtt
actgggtttg
acttggcagg
aaaccctggg
ggagggaaga
aggagggaga
catcageoete
caggacagge
ttgagcagtg
tcacggaagt

tggaaatggg

55

ttcagtecata
tacaaagcat
gacaccagga
gacacacaaa
cagtatctat
tagctccttt
aaaatatttyg
aaaacaagat
atcctgaget
tcaccttgtt
cctttggtac
gaaagttaag
ttetgttgtyg
cagatatttae
agggcotactyg
tcagagaaca
tagcacacag
tectetetete
tctaggtget
tgacaggatyg
teotetttact
tetgggeotyg
ateccocagea
gatcgaagca
gagagggata
ggagaggaag
gagggaggag
aacacaccco
agcaggttgt
gagctgageo
ggtgagagga

gtgcgattat

gagtgcttge
ttccagetet
gggcccacaa
acctccaaag
attcatgtta
cctattcaag
gacogtttga
gtttgectgea
acagggcaaa
tcaaaaaatqg
cctagygccaa
ttetcageayg
gttotgecaa
tgtttgaata
aaaaccaccec
accacocaca
aaagtottto
tctcacacac
actaaactaa
accogaacac
gecacagtet
gaactgettt
ctgrataaat
ggaggatcag
gaagaagggyg
agaggaggga
ggagggagag
agctcectge
tttgctetea
aatctaggtc
agggaaacaa

ttaatatctg

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3200

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280



ctgectgttc
tctattttat
gocagoagoc
tggcaggcty
ccatcattag
gcaagectac
tttgttattg
gcttgcaace
gacaccagac
aataaaaaga
cacaactgac
tggggeatac
gggctggaga
atteccagea
gacataaggt
tagaaaataa
geccaggeagt
goagttccag
aaaaacagag
getttecett
cecagtgett
gatggtteoca
tttctggcectt
ggadaagyggg
atattctggg
tgectgaagy
tgggaacact
ggcagggcta
tgacagaacg
ttgtecageac

tectaaagggyg

atagttcctg
ctaggeattce
tgecaggtate
gtaggaaaca
accttatgga
tcagctcaac
gtggcetgtg
ttctaaaagt
acccatgtgyg
gatggctccoy
tgtgaateoca
acatacacat
tggettagtyg
cctacatggt
catacatgca
gtacataata
ggtggtacac
gacagccaga
aaagaagaga
catggeatet
catacecctgg
gagtgacatt
tttgtctaag
tgtctaagaa
ggtgggggta
ggctgaageca
gcagctgaag
gatagcctag
tgagotcaga
agatagattt

tacatcccaa
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gtccttaggg
tgtcatccta
accccttatt
aacaggcety
agcagagcga
tggttccecy
tagctgagta
tcagtttcag
taccecatacg
tggctaagaa
tocatggtte
acacaaaaca
gttgagagea
ggetoccaat
gatagaggac
aataaatatt
tcagaaggca
gttacacaga
ggagaaaaac
goetteatetg
ccatgtttet
ageagococa
aggaaggttc
acttggagayg
gtaagataat
gaccactgag
tcacttgtea
gaactcccag
gtetagggac

taattagaga

gaccctggag

acagcatata
tagceccecac
ggagtgaggt
gtgttgtgga
ggggggcatt
ggccagactt
gacacatgct
gagatccaga
tacatgoggyg
tgctecctac
tettetgace
agtatgtaaa
ctggetgate
cacctaaagt
tcaaatgeat
taaaatgacc
gaggcaggca
gaaactctgt
aagaacaaaa
cctatttggt
gttettggtyg
caccecaatt
tttggctagg
cacatttttc
ggaccctect
caggccagac
ccttoeccagy
ataggagttc
actccaggtt
gcaatgacat

gactcttgaa

56

ttatcctgaa
tctggatgge
ctattcetta
atgctgteoct
gtececteetee
aggtgcaaga
cacctacatg
accctctttt
caaaacactt
ctccagctca
tcggagggea
taaataaata
ctocagaggt
gggacetgat
aaaataaata
caaattaaga
gatctctgag
ctcaaaaaaa
aataacaaaa
aatgatcagg
tcaccaccaa
geagetagea
agatatactg
aagtcagaaa
aagggaagga
caccagcagc
tagttettac
tagttecttct
aaggacgggg
gacagataaa

aacccagata

aagtcctcte
tgaactctgt
ttggaageag
cccagcatga
ccaggctect
gttgetttgg
atatatgatg
gecocctccaag
gtgcatataa
cccacatett
cctgtgooca
tttaaaattyg
ccagagttca
gteoctettot
aataaatctt
aaaaaatgaa
tttgagacca
aaaaagaaaa
caaaaacatg
gecactacaca
gtttactaaa
gttgaggaga
agaaggacta
gaacatagac
ttgtggggtt
ttttgagagyg
ttecagetet
tctececcaage
ccattettga

cagcecectta

ggagccaged

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6130

6240

6300

6360

6420

6430

6540

6600

6660

6720

6730

6840

6900

6960

7020

7080

7140



acggaagcat
gtttgaggee
aagaaaaaaa
aaaggaagaa
tttttcttaa
tgtgtctgtg
tetttetete
agatatccea
coctacttggy
tggecectgtge
cattgaaaaa
cgtaggoget
actggctacc
acacgtette
caatttcage
ggcagtccaa
aagtaagaca
gactgcttge
tteatgacee
ataatttcaa
ctcacactag
toagatatag
gggaacacat
taaatatatt
acataattta
ctgecacatga
ccaaaagcaa
agttgggaag
goctgettact
gocecagggat
tgececctagag

aggccttgac

atacctttaa
agtcttgtet
addadaagaa
aaagataaag
acatacatag
tgtectgtgte
cctectetete
gtggttaaga
gocagetcaca
aggcacctgt
taaaactcaa
caaaaactgg
gkgectettge
tgtetgtact
acttggtata
ggctcecctctt
gggtacttaa
tactcagtca
aggcagggea
gottaggagt
gcaagcacey
gtoaacctea
gcatgcattt
ctattgeata
tgettttatt
tagtacacgt
cttgcagagg
tcaggacagg
ggtttaccca
agaaccacac

tcagggatgg

tgtgaggtca
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toctaagatt
acaaagtgaa
agaaaggaag
gaagaaaatc
gtttatteat
tgtctgtectg
totttettgt
atacacacty
accacacctg
gtgaaggagc
ccecctocece
actttcaggt
ctgaaacttc
attttacaga
ttttetgtca
agatatatcc
catggagtac
cagcttagca
gaggoggatyg
tgtttgtott
caggtctace
gotggetgaa
ctteatgtta
taaatataca
catagattat
tgttctagtt
gaagggttta
aacctggagg
ccatgactca
atggggacty
tggcaaatgc

aggccaggct

tgggaggetyg
ttttgggaca
gaaggaagga
caaataggaa
tetctetgtyg
tctgtetgte
cteataaate
ctcttgcaga
taagtctage
acatatcctt
cgggactcoaa
gtgagectcet
cagcttgaga
cggctgacat
ttetcaaata
aaattatcag
ttaacacaag
ttgctagaac
getgttettyg
tggatggaga
ttecgaagaga
actttgacta
taacatctat
taaatgcaca
ctctgggagg
aggtttettt
tttecagetta
caggaactga
acctgctttc
tacoteocac

ttttaatcecc

ggtctacaga
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aggtaggagy
gotacacaga
aggaaggaaqg
agaatcccat
teotgtgtgte
tgtectetete
tcaacactea
cctaaactca
tcecagggaat
ccccataatt
accagaggta
aggeocaggct
cctcatagta
gttcatacca
actttcacet
ccaccacttc
cactgtgate
aaatcctgaa
cteoctecagaa
gggtcagacc
agaattttca
agtgagcaac
ttatacataa
cteatgtata
tgtacaatta
tgectgtgaca
cagttgtatt
agcagaaacc
ttatatcacc
aacaatcatt

agcactcggg

ttgagttcca

atctoetgtga
gaaaccctgt
gaaggaaggyg
atataccata
tgtgtgtoty
tctotetete
gggacccaga
gttcecttgtce
ccacacctte
aaaaaacaat
gteteoeoctge
gcttttctta
aaaagaacat
cgtattttag
tgocacttag
tgcctttact
tgaaggtgga
caaagggtaa
acccctgtgt
tagggottea
cttagegttt
tgtgagggtyg
acatatcata
gatatcaate
ctgacaatac
aacaccacaa
cattatgaag
atggaataat
aggactgctt
gatcaagaaa
aggcagaacc

ggacagccag

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7380

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

soo00

9060



ggctactcag
gaaaaagagg
agaagaagaa
atctgatggt
agcagacaaa
aagaggtttg
tacatgagac
agtacaaata
cteocetaceyg
attctgggac
actttattaa
cagtecteag
cggoagatgt
aggtgggtac
ggaaagttgt
cagatgeocte
tgtgttggga
getoococggyge
agacagaaat
agetttggtt
ttgtcagaga
actgcttcat
aaatctcagg
gtagtgcaga
tgatctgtca
tactgtacca
tgtctgtaat
gtctgtgcaa
catttatttg
ggaaaatcaa

tatgtaagac

agaaaccatg
aggaggagga
gaagaagaaqg
ggegtttcece
dacdagaaco
gcagtttaag
cctgteoteoaa
gcagtgacat
tttggagttt
actcgggtgy
tctetotgag
gactaagtaa
ctgacacate
agcccecatgg
cgetttggtyg
tatcttagge
ggtggggcag
tctgcagatt
agcagetttg
tectgetget
agcaactttg
cgtttectto
gatgccatca
ctgcoccttaa
gcatocctgy
gcatcaaaca
cocagecace
tttagcagga
actcttateca
aagttcaaag

cttgteteaa
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tcteatggaa
Jgaggaggay
aagaagaaga
aattgaagtt
aagacacatg
gccattttca
aacaccaaaa
tctggggaga
ttaaaatcat
tagagaagat
attcagttte
ggccacttgg
ttgttagatt
caccteatet
acagctattt
tggtgatgac
gggtggggcc
tctectgctyg
ggttccaggt
gtettggtge
ggctggcaga
agaggcactg
gaagaaggtg
actctacgta
gaaatccagyg
tcctaaacaa
tgggaageoeyg
ctgtctcaaa
catgaacaca
tcatctttgg

aagcaaacaa

dagaadagga
gaggaggagy
agaagtagaa
cccctteocaa
tttataatce
gctacatagy
tgcaagggaa
cagcctggag
gaatctaace
catctgatcc
atcacctcetg
tggetgtgec
coetttteotgt
ttaatggett
taagtcaact
gaagatggec
cggcatttgt
gagatgccta
cecctecteo
ctggageect
cagtcattcc
tecegagecce
ttcttgtgtt
gctgaaaatyg
gttctgtaat
atccagtgtt
aggcagaagg
acaaaattta
cotgtaatet
ctacatagca

acaaaccgoca
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ggaggaggag
aggaggaaay
gaagaagtgt
gataactcea
caacactggg
gagttccaga
aaacaaaaag
ggggggattg
ccagaaaaasa
tgtcaccttt
aagtggtttg
aaagcactgt
cotecgetoe
gggtttettt
gaccttteet
tatgacgggg
cagacccata
cetgcocagea
ctttggceoca
ctetggatgg
agaagacatg
attteccttgt
tactttggac
accttggtect
ccteocectet
tagccaaata
attaagggag
atggttaggy
catcacgaaa
agttctaacc

aataacaaca

aaaggagaag
aagaagaaga
ccactggaca
ggatgtgtca
gqaagtggaat
ctatcctgge
caaaataatg
cttattatct
aagcattgag
cgggtacgte
tgtcgacgta
gteagggaca
cctacoccag
tetecageca
gcaaatgatce
ttecetggggg
tgatcttctg
atcttggaga
atgtagctag
teatggagte
atctggaaaa
ctggttcetg
atggttttct
ccagacctct
caccttgact
cagcggtgca
ctggaggeca
gtgggcatgt
cgacaaggca
tgacctaggg

acaacaaaac

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

99200

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920



aaaaagcaaa
cteoacatgea
ctgtgoaagg
acagaaacaa
catacaacta
gtttccataa
ctttgatttt
tgtatcagee
ctttattttt
tttatttttt
ccoctaatgtyg
gagtgagttg
agagagaact
gaagggatge
tggottacte
cccactette
ctgtactgaa
tgtatatgaa
agtagtcaca
gtcccttecte
ctocttgtga
tggttgatat
ttgcttttat
ttgggtgect
gttgtaaact
tcactcttaa
tatttatttg
cagacttgat
ccatccacte
ttaggactgg
gtcoctttgga

tcgagcataa

caaggagagg
cgaggocttyg
ctgtagttta
aaaaccccca
caactgctaa
agctgtatge
catagtttat
ttgogagttt
tacatgggaa
aatgagacta
tgtgggeoota
gcccatacct
tgatceecea
tgttacatga
atcagagtet
tecttgtggea
ccatagagece
tattteocatg
cttgaaatte
ccoccatcoct
atgtgtgtaa
ttaaaaaaaa
tttattcatg
ctggagattg
tcccaatgtg
ctgatgagtt
agagggtcte
aaatgtctaa
cttgaacata
agttacagat
agagcaaaaa

aaacttggea
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gtgtgcagct
gtttcaactt
agetotcocat
caaacaatgt
gaaagtteott
aaacactgat
ctacacaagg
gtecaatagt
ggaagtttaa
gcatttgeat
acctaactca
gtagatggaa
aacaccaaac
ccacctatgg
gggetcacga
ctgaggttea
agceccttgte
ctaccaatte
tgttectgaga
gacgccacca
cacatgttac
actttaatat
tgcatgtgtg
gaaaagaatg
ggtaattata
atccttctac
actgtgtage
ccctagaaaa
tatttggtat
ggctcoctgage
atgtocctttyg

gctttggota

agggatataa
ccagttgaaa
actgcaaact
gotttcteac
cagtgttota
aagccacgag
attctaggaa
tttagatttt
ttgggggaay
tggtggacat
ttgaaagtct
ggaaaagggt
tttcaaacea
actcagacaa
agcogocaca
aaccaaggac
agtttcttaa
catttteotea
ttgaataaaa
cgttgctata
cactgtgett
ttagtcatta
tgtatctgtg
tcaaaatccce
atgaacttgg
ccccaaattt
tctgacagta
aaatagtttit
ctgtgaagec
taccatgtge
atggtggtgyg

catggttetg
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ttcaatgggt
tgaagtttag
ggaaagaaca
tcaataaaac
gagcotgage
aagcaactgt
agtgtgctag
gocagtgaag
ggacgggagt
tgaaggaaac
tagataaaac
cttgagtttt
aaccecagcce
cckctettee
catatatgag
ctcgcacatg
cacaaacata
gagaaccaaa
cctgatcaaa
cagaccaggc
ggottttgta
ctttttagta
tgagtgtatg
aggacctgga
atcctctaaa
atttgttttg
ttagaattta
gttttgattt
agtgaaggcect
atgctgggaa
tttgaatgag

gattaagagt

gagggcttac
tggtagagtt
acagtgacaa
cacctettta
accteaaatg
acaaagcacca
gaaaatttta
attttcettt
gggctttatt
agtttececet
taagotgagt
ggtttatcct
tcctecagtgt
ctgagtctge
cetogttete
atagcaaata
tagatgtata
gaatacacca
tgtgaatteg
acaaacteott
gttagaaggt
aagatttgee
ccacgtgtgt
gttocaggea
agagcagaac
tttatttgtt
ctatgtagac
tatgtctgtg
gttggttece
acaaactcag
aattgceccta

caagaaggat

10380

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11340

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840



acaagaaage
gtggcagggyg
aagcctggat
caggagaget
cagaactggyg
tgaaatttge
cttttctece
ttctcagata
acactctaaa
tecatgetgte
ggccccagaa
gtgtgtgnnn
cttattggtt
gatataagga
agacatagat
caggcaggaa
agctottett
agtaagaggt
aaatgggtta
tttcataatt
gtgttagaga
tatagtaaat
ttaaaaatat
ggtetecagtg
acctgoctet
atgegtttet
tttttagaca
ctggocatga
gcaccaccac
taatccacac

aagagactat

ggttgtggaa
agtteoetgea
tgtgttggag
goagacagqayg
agggaagagt
tetgetgggt
ttttagaata
ctgttttagt
actgtaagca
tettoacage
gtatgecatgt
nnnonnnnnnn
gatgaataaa
ggattttggy
gggcagaaac
gtgatgtagc
ctetecteocac
ccectggacct
gagattaagt
aatatagcat
catcttatca
gttaaaagct
tattttataa
tectggaact
gtetocotaaa
ttttetttet
gggtttctet
actgagagat
tgcecaggett
getttatata

gtcecaagtecc
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tcatccecea
tggaggecaa
acccaagcta
catggaatca
catctaagte
tttggtettyg
ctaatttata
tccatgectg
agctcccaat
aatacaacagqg
gtgcaattgt
nnnnnonnnnn
acactgttgg
aagtgtagge
tgectetage
tggaagaatc
ttcagagatg
ttctccagta
cagagctagc
ctgtgtattt
aagttgaaaa
aaattctaaa
tgaagatact
cattatatac
tgotgggatt
ttetteotgt
gttagcatta
ctgoctgeot
aaaatgtatt
getttagtta

aggtcactece

tggttaagga
gagaagocac
ctggagatgt
ggcecaagega
ctttgtcate
atttggecca
ttctgtgeca
tctactteocee
gaaatgtttt
tgattaagte
gtgtgtgtgt
naggaaatgt
ccaatagggc
agaggggaat
taaccataga
agaatataag
ctgaacagtt
agataagacc
caataagaag
atttggggga
aagaaaaaat
actacaactt
taaaattcat
ageaggetgg
aaaggtgtgt
cttteoatttt
gttgtactgg
ctgocttetg
tettttttta
agaaataaaa

agactgccaa
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aaaccaccaa
tatgtcaage
aagagatgtg
gagaagtgtyg
agacatagaqg
gtacttecta
ttgcegatgy
gtcatgacag
catttataga
agcetgetgag
gtgtgtgtgt
cattctgtaa
aacaaaatag
tgtcatatga
ggtctggagg
caggaacaaa
gagatgcagy
atgtggaaat
ccgtagatat
cctggtagac
gtgataaagt
atttatcatt
tteotetgtet
cttggaacte
gocaccaage
tttgtttgtt
aactecactct
agtgetagga
atttagaaat
taaaatgaaa

tgocaagage

agocaggett
tgtgaaggtyg
agataatgcc
ttgeagteag
atacaggatc
actatgtece
atcaggatgg
tcatgcacta
ggtgccttga
caatctetet
gtgtgtgtgt
atatgtttat
gtggggccag
tocccaggaag
tetgtacaga
caggaaatcg
atgccagaag
agattgatag
tggccaaceg
cagaaaactc
taggaaaaaa
tcctaaatgt
tttgagacag
acagagatec
ctcaattaaa
tagatttttt
gtagaccagg
ttaaaggcat
ttattetgtt
cagtgaaacc

tctttagtte

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

133280

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13520

139%80

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700



tgtgtaccaa
cagatttatg
agaaaaaagqg
gttctaaatt
tgoctecect
aggagcaaaa
aagcttacaa
gaaggaagaa
caaaaacaac
tattaaaatg
agtaggctag
tgacaaagat
gagatttctg
gccctggaac
tcteccaagt
caaaacaaat
aggccogagyg
actgactcaa
gagattgtgt
ccattectge
agctgtagaa
ggcagagtca
ccetettgett
gtaatggtca
gaaagaaaga
tctactctea
ttgtgtattg
tgtttaaggt
gaaaactatt
atagtcatgt
tcttcaaaca

gattttteat

ttggaagagt
gaactgaagg
gggaggtaga
gacttaggaa
gctetctaga
acactcactc
acctatacaa
aaaaagggag
cacctcagga
tatttettaa
gtaagtacct
agttcatcte
tttttgtttt
tcactctgta
gctggtgeta
taaagagcac
ctecectace
aactgtggee
aggagggctyg
aactetgtgt
aggatcattt
cttectgeccaa
atacttgaca
ggaaaaaagc
aagggggact
aactaaagaa
gtacaaattt
attgtacctyg
taagataata
taggtatgtt
ctccagagat

gatagtgaga
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aagaaaaaaa
gteettgetg
aaaacaaaac
cetgtoacae
gctgggatet
agacctttgt
agttgaaggt
gtggagggga
gaggcaagyy
tagtaaattt
tgccactgag
ccccaaagge
tatttcaaga
gaccaggctg
aaggtgtgea
tgttaaagtg
aaccagcetge
taaggtcaaa
gccgectggee
aagaggtgga
gettaactet
cttcacccte
gtggaggaaa
tgaacaaagg
atagtctaga
gcaactacta
aaggttattt
tatagcttat
aagaaataca
ttcaagggca
ctacagaaaa

aatgtctact

tatggatggyg
agtctagcaa
aaatcaaccc
tgggacagaa
cgaggtgtca
ggtacttcaa
gtactttaca
cagagagaga
catttaaagyg
tatgggaaaa
ctctatctat
cctgttgggy
cagggcctet
gecctggaact
ctgecactet
gecttgttgtg
tatcacctag
ataatggtct
tggcttgagt
tgatcettge
tcacagatgg
ctgctaacte
agecactgag
agattagatt
aatgctgaga
gtctcaaata
ttgttatact
ttaaaaatge
ggttaatagt
tacagaaata
tggcatttat

cttggcagea
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aaccacacag
attgcettta
aaagaggaca
gettcageat
gcagagaccc
cagtggtcte
tgagtgctaa
gagaaaaaaa
aaccacaaga
gagagtctoa
acccttcaaa
tgetgattgt
ctacatagat
catagaccca
ttttaagtaa
taagcctage
acactgtetg
tectggatte
cactctcage
ttaactgatg
caagaggcag
caccctcctg
ggaattaaaa
cagggatett
taaaagggtg
ctttatattyg
gtatatatgt
aatgtaaaca
catctatage
aatttgagat
aaaatgtttt

ccaatttact

tttcataaaa
caaaagagaa
aaatcccaga
ceatgagetg
cacaggtaac
acttctggge
acttcaagag
caaaacaaaa
atgccaacga
tettectoca
gtggacaaaa
cacatctggt
agtcctgget
cttgecttctg
ctatgagttt
ttcaagtecaa
tagatcttge
tgatgtgagt
tggtttcate
aagaaaccaa
agtcaggatt
ctaactcecac
gttgttactg
ttteotgaaaa
gattatcata
gtatggattt
ttttctttet
tatagtcctt
aatcaaactt
agataggteca
aatgacataa

tcaaaaatgg

14760

14820

14880

14540

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15%00

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620



acaatgggca
atctgggcaa
aagaaattga
tttacaaaaa
taacagagga
gctetgttet
taaagactag
caaaagaggt
tgttttgtta
aattaggtac
atttgccaaa
tattgtttat
gggaatgtag
agagctgaat
tecteagggaa
aggagaggta
taagtcatag
gtggagettt
agactgetac
aacactgtca
tttaatttat
cocatectte
ttttttttct
gaccagecctg
aaaggcegtgt
gttttttttt
attactatga
aatatgtttt
agttctttet
acaaaacaaa

ttaagagecac

ttgaagaaac
gaaacttcece
ctgctgaact
agtctatcag
atecttetgtg
tcocotgtttyg
atagttatag
gtaaaagtat
tctaaaaaaa
aaaactttgg
tacaaataga
agtttattat
aatatttctt
agccaatagt
ggaaacaggc
acagocacaa
gagctagtta
cataattagt
ccaagttett
agtttctata
tccgaggect
attataattt
gagacaggat
gcctggaact
gccaccaccet
ctgtttgtaa
atttttgtta
gatcatattt
ctatctcaaa
acaaagcaaa

cgactgctet
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tcecatgtgga
ttaccttgac
ttgeccaagat
atattctaag
actgatgttt
ctcaggtagt
ctacagtttt
gaggctgaga
aataattttg
actcatcaag
ctgggtattyg
gttagagtca
tacactgtgt
taggcaggaa
taggtcacca
gccaagtggt
gaaacaagcc
aagtctctgt
ttecaatttte
gaggtctgac
tgtgcactct
aaaatggtcet
ttetoctgtgt
cacagagatc
cccagtgagt
gtcactttat
acagtcattt
tttecatgee
aaatgaaaaa
gcaaaataaa

toccagaggte

ttttgettte
tgctgtecta
agtatacatt
cttctaggee
ctgtcattte
attatttcct
ccttgtaace
aatataaaaa
ggttagtaat
aaaaaataga
taaatgtaat
aaacctttet
gaagatgtat
gaggttaggt
gctaaatgaa
ggaatataga
tgagctaaag
gtecatgattt
aagttctagg
tecacagtgt
ggataatcac
tattaatctg
agccttggec
cacctgecte
ttatgtettt
ttcaaatgta
tccttaacta
ccaacacctce
tccaageaaa

agcacacgygy

ctgagttcaa

62

tttgtggecaa
actggacaaqg
agtctttcaa
aaagatggat
tatagttttg
tettgagtbgt
aaattcagaa
cttaaattta
acaagttagg
taatggagta
tettacttga
tttttattta
cactgtgatt
gagacttetg
gaggaaatag
tgaatggaaa
ctgagectgte
gggggctgac
attetggcocet
tgoctgtgea
tgtaccactt
gteocacttgge
atcctagaac
ccctccagag
gcaaattata
aagtttaaaa
ataagtttta
caaaatctcc
caaccattag
ctggagagat

ttcccagecaa

aaatctaget
caggacataa
aaatceoctge
gcttcaatgt
aaaattgctt
ctaatggagt
aagaaactecec
tctaagaaaa
atagaaaatg
ttttctetga
taattgttct
gacaaaaagg
ggtttaataa
ggaacagaag
gacactecagg
tgggttaatt
ataactaaaa
ggeccaaaaa
tttattggaa
atgaaattta
aatctatatt
tttttttttt
ttgctetgta
ttetgggatt
catggtttca
caagaagcaa
aattttcatt
ccactcatte
acaaaaaata
ggcteagagy

ccacatggty

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

173940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480



gctcacaacc
gcagaatgtt
caaaaaaccoc
atacagccag
tgtgtagecte
gggtgtecga
actccagtga
gtgtggecty
ttagatgaac
ctgeectetg
ctegggagte
agttccagga
aaaaaaggaa
gactcatcce
tettececktt
caccacccct
gtcacctggg
ttatagggea
gggtgggagc
tagctgagcc
ttetttettt
ttttettttt
ctggcactcg
ctecegagtyg
cttcagattt
agtgtaagac
cagccacaga
ctctgactat
atatgaaaat
attccatgtt
teccttacee

agctgtgaag

atctgtaatg
gtatacataa
agagagtgtg
tgcegetatt
cttggttagg
ttgaagttcg
aaaaggagca
toacaaacac
cctgacctcco
ttcactgaaa
agaagcaggt
caggctacag
acaagataga
aatccteoct
taacatttaa
accttgactt
aaaagggaac
ttgtettgat
agcccactat
taagccageg
ttetttttet
ttttttttek
ctectggagac
ctgggattaa
ctgetttgag
aaatgaaccc
gtgaaacecag
toctaaaagyg
agctecattyg
gaaaatgaaa
cagttcctgy

agcagcatece
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agatctggtg
taaataaata
tattgagttyg
ggagaacact
aatggggott
tatcttetgyg
agcggeaccet
ccaattocca
atgtctcctt
gactttcaga
agatagagct
agtgaaaccc
gtgaacaaac
gcccteeccaa
ctagttettg
ttgtcctggt
cttaattgaa
tgecaattga
gggactecact
ggtgagccoga
ttttettttt
tceccgagaca
caggctggcc
aggcatgegt
ttecctgtetg
tttcatcecae
aacaacttte
tagttgggct
tgttgaagaa
acaattattt
ctttecttet

catacceccca

ccckcttetg
aaatctaaaa
gttaaccecct
gattgtccet
tgtgtgoact
gagagcataa
atctttaagg
atcagotgge
aacattgcca
aggtggtgte
ctgtgagttt
agtctcacaa
ccagctacet
agagcttggce
totottgtat
tggtttttaa
gaattgtctt
tteggggtagg
tteccctagge
gccagcaagt
ctttttettt
gggtttettt
tcaaactcac
caccaacgec
actteectea
aagtagctat
tagtagecte
cagggaaceca
atgtgacect
tcctctetet
aaacaaatgt

cectteeqgace
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gtgtacagat
aaaaaaaaga
actcctctgg
gtecttacag
tececcotttea
aatcaaaaaa
tagagaggca
gtetaccagy
ttgtttaact
goctgecttt
gaggecagyc
acaccgecteo
agacatctat
tggctcactt
ggtttecttt
ttgtaaactt
agattggect
ggagtgggag
agatggctat
agcattcttc
ttetttttet
gtgtagettt
agagatecctc
cagctettet
ataattgttt
ggatttagag
ttgttctact
catcccgaga
cecaggattte
caagatteoct

teagggaggt

caacacttge

atacatggaa
aaaaagcaca
agtgtgattg
gtatcaattg
getttgtaaa
agataaatgg
gaggagtgtg
ctgoettteac
gttagtgagt
aatcctagea
tggtctgeayg
caccacaaaa
ctggtaaact
ccccaaatge
taactgtate
gacacacaaa
gtgggtgtat

ggtagggtygg

attagaaagg
tatggtttct
ctttetttte
ggagcctate
ctgecetetge
gtggtttetg
gtaacctagg
tggtttateca
ccagetgetco
gattcageee
aggcatcagyg
ttagtcacct
tcaaacaaac

cagtgctata

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18300

18960

1%020

15080

191490

15200

13260

15320

15380

12440

15500

15560

12620

12680

19740

15800

19860

18320

15980

20040

20100

20160

20220

20280

20340

20400



agtagactgg
getctocttt
gtaagcotgac
gcctetgact
tttgetgaga
gecttggtcee
ggtcacacct
ccactctaac
gatctgeggt
gcttcoceoccga
cagctettgy
tetgggggte
attcctgact
gtggcttaca
agcececttte
cacccaatgt
cacacacaca
atccecccecac
aactggaggg
ttgcttgttt
tggeatctet
caaggagetce
cagtctacat
gaagccttac
aatggaagat
agagacaaca
aacagctcetg
goccacgttac
gtgttcecatc
atttgttect

tgactatttt

gatcatcect
tcaggatttt
ctggaatttyg
cctgagtace
gaaaaagttt
aggacaagga
ggctggccaa
atgagatcat
tttttacagg
tattgctgac
tctggtttcet
tttcaacact
ccattgeaca
catgetetga
cctgetagac
gttcattaaa
caccctetac
cccccacect
tageattage
gtteocageat
tggcatettt
aagtgtcact
ttocattagee
ctttgactct
taataccttg
gtgggtecact
agcggagaca
aggtacattt
actgtcaact
tctgttgtta

tgtagtttag
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ggacactgtg
gttgtttgtt
cttaatagece
agggattaca
ttaaagattt
agttggtcce
cagacaataa
actttgtaat
ctectatata
accogaatga
gagtcttggyg
taactttecot
ttttctgtat
getggagatt
tgaggcettt
ctocatatgt
caccaccate
gcoccocnnnnn
acccagatge
ccttagtgaa
cttgtattet
taccacctge
agagetttgt
gccacttgga
ttggttgtta
gattgatcag
gaagtggagt
tttcaccagt
gacatacacg
ggagcagcca

ggatgaggta

ttaaattacc
tgggtttgtt
aaggatagac
catgtgtggc
tagttcacag
aacccgaggy
aggacttctc
caatcacttt
aggagtctgt
gcattegttc
gectoottgy
gtttttaagt
tagaggctgt
ctagggacac
ctgttettte
tagcactgea
atcageacca
nnnnnnnnnn
cattaatgtg
tgetocetgee
aggcectgaaa
acttgtccet
cacctggeta
gccaagtcag
gacctageoeoe
ggttacagga
atataggcat
cagaaatcaa
gcaagecttt
taatgattet

tgtcagecat
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catgaccaac
tgtttgtgac
ttacaacctyg
atcacaatga
zgagaataag
cagacaaaca
agggtacatt
gtgeceoecttyg
aacccttget
aataaaccct
gatcctgaga
aggaagatct
agctctgtat
ttagggtaaa
ctaactggga
tggaatctga
ccoccateag
nnnnnnonnn
ccaaatattt
ctoctggtta
tagggatgaa
ttaaggggtt

cttgtgaagg

gattctctec
attatgegoc
caaggagcct
aaaattcaca
agattaggga
tagtccaacc
aaagaactaa

tggacagttc

cttctagcaa
ttgatctcat
tgatgetcoca
aagattttag
tttcccacag
atcetttttyg
ctatggttga
cctgtatget
ggggtgtgea
cttgecttttg
cocttaaggy
gaaatcocceoag
agtgggttgt
gtggagtgtc
ggcotgtatag
cacacacaca
carcacecte
nnnnnonnnc
goettgettge
aagatggctt

tggtgaaggy

tocctagaag
aggtggtgaa
ctggaaagga
atgaggaaag
tgtttctect
aacatttgct
ctttgettgt
aatcagaatc
caatgcataa

tecageteocee

20460

20520

20580

20640

20700

20760

20820

20880

20940

21000

21060

21120

21180

21240

21300

21360

21420

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840

21900

219260

22020

22080

22140

22200

22260



tagggcttgg
ggcagtactt
cataccagag
tgttgattca
gacttcteta
agtcagagac
ttgggctcag
aattaaatag
tggcacatgt
gaggccaggc
aaagcaaaag
catgactcat
atctacaatyg
caaaatagca
gatagataga
actgaactge
atttaaacat
aaaattttaa
atcccaggaa
aataccacat
ttcttcaaac
ctttgcagat
gttttgtgga
ctaggctggt
gatgtgggea
aagatgeottt
agagcactga
cataaccatc
gacagatatg
agtacaaatt
tgcaagttca

tgegagoetge

gaacttgaac
aggtcaaggt
acttectact
atctatatag
gceatatgtga
aagcatgtte
ttttttcact
ttgaaagata
ctttaattte
tggtctatat
caaaacctea
tggtaaagac
tagaagaaga
tgggaacaca
tagatagata
atttggacac
tgaaggcaac
aacataacag
gccaaaattg
aaaacaccta
aagcttgtte
gectaggegag
gacagggttt
ctcaaatteca
gagtgctagg
ttaaaaaaaa
cagctcttet
tgtaacececg
catgggatat
taaaatatgt
cttggaggee

tgtgagtgtg
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tttatttecat
getegtgeet
gcatctecag
ttaccagcat
agoccogttt
aaatctgtac
acagagagta
tagcocatgg
agcactcaag
agagagttecc
actaatgtte
acttgectage
aaaacaactc
cttaagcagg
atagacataa
ctctgtgaaa
tattttaact
aggaggctaa
ttcacaattt
tggaaaaaca
tttetttttt
tectttacct
ctctgtgtag
gaagccagteo
atgaaaggta
tgatgtgtag
agaggactca
gkcoccaggga
acaaacatat
gtaggcatgt
agagatatat

ctgggaacca

cctgecatgta
getgocttea
tcaaggacac
agaggctaag
gaateoctaaa
gtoaccacce
attgttattt
aacataaaaa
agacagaggc
aggtctacac
ataaaattat
aagtttaatg
tcaagagttyg
taggtaggta
ttaagaacgt
agtcaggagc
gtcagttata
agteceotgttt
gttetetteo
tgaggtatta
cttttatgta
cattecctott
ccatagatgt
tgcetetgeco
tgcacaccac
gtagtggggyg
ggttcaatte
atccaacacc
acgcagacaa
atgtctgcat
agatcececctyg

aatcoctetgg
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atggagtctg
aggtggttte
aaacactttt
agtcacactg
cacaagagte
tatagacata
cagattccta
aaactcaaaa
aagtggatct
agagaaacag
gaaattgetg
atctgagttt
tectotgatt
ggtagataga
tcagttgcag
tctectgtec
tacaaatceca
aacaacccte
ctcaggectt
aaaatgtcac
cagtgaatgg
tcgatttaaa
cctagaacta
tcgggagcge
cactecctggt
gagagacggt
ccagcaccea
ctcttetggt
aacactgtat
gtgggtatgt
gagttgcagt

aacagcagca

aagtcaaaat
ccatteccac
aagtcctgac
gcttgeaggg
taagetttgyg
gacaagtooe
gggttgtggt
ccaggcoacag
ctgtgagttt
gctcaaaacc
gtaccagtga
tatcteeggg
tccacttatg
tagatagata
cacagttcat
tcectggtgac
ctggecettgt
tcecttttace
ccatatttca
ttggaaatcc
aateccaggac
actttttectt
gctetgtaga
taggattaaa
tgattttaaa
ttecatgocta
catggcaget
ctctgtgaat
acattaaata
gtacactgaa
tacagatact

agtgotetea

22320

22380

22440

22500

22560

22620

22680

22740

22800

22860

22920

22380

23040

23100

23160

23220

23280

23340

23400

23460

23520

23580

23640

23700

23760

23820

23880

233940

24000

24060

24120

24180



cctgetgage
taagttatat
cottectett
tacattttte
gattgatagt
accacacceca
ctetgactgg
cetgtecetg
gtgatgecaca
cotagtette
aaacaaacaa
ggctgggatyg
gtttgaggta
acaggaactyg
tgcaccatca
tataaggcat
agagaacaga
ctgectteoege
tecatetttgt
cttgtteocca
tttteattta
tcaagtgett
attatactgt
gacagaccec
acacacacac
cactagttaa
aatataagty
gcagcatata
gaatattatt
aacoeggtgtyg

gaagttcogtt

catttcttca
attecacttgg
gecteggget
tttgttttet
gaagtccaga
atttggtttg
gttggaattt
cttectgagt
getttaatcee
agagtgagtt
aaacaaaaga
acaggttgtyg
gaggcttact
atcttgtgat
ggceocategt
getcotectec
tettattect
cCcCaccacc
gaaagccact
gggtggggag
gatatttetg
ggattacagg
gttotgatga
tgecagattgt
acacacacac
taagacatga
actgtggteca
cttgtaageco
aatatcctgt
ctggeacaca

cttggtcatc
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cocgaettott
ggcttgaatt
cctgagtage
ttttgggagt
ttceccocace
attttttttt
actatgtaga
actgggatta
cagcactcag
ccagaacage
ggctagcetg
goocccatget
aggttggctg
ccteoctgect
acactgtttt
taacattgte
atttcacatg
cccatctaat
taagttcoctt
agcatgtgaa
aggcaaagte
catgagectac
cotgagttea
cctttgacct
acacacacta
gagaaaaagc
tggaaagcag
tcccacaaca
ttcataaaca
cctgeaatcee

ctcagctatyg

tctacttttt
cattttgtea
tgagacttca
ggggetgate
tatcacoggg
ttttttteag
ctaggctagt
aaggcatgta
gcaggcgaat
caaggctaca
aaactcctga
ctetgooggyg
ggtgagttgt
cagtctcooct
ctgagtttga
cttggtgect
ctgtgeccaac
tgttcagtgt
teaaggttgg
ttceoectete
teatgetgge
aatatctgge
attceootgga
ccctgteact
aatgaatgta
ttacecatcec
tatagaggtt
ggagaaaggt
agtaaataga
cagcatttgg

tatgaaatct
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attttgagac
gcaggcagac
ccatgaggte
atgaactcta
tggaattaca
gacaagctet
gtcaaaatca
ccaccacace
ctctetgagt
cagagacact
ttectaccage
goctetettt
gaactcactec
agcagctagy
aaattgoccte
ctgocacect
ccagtaacaa
ttctgtgaag
gatataagtt
gctcaagtag
cateccacetyg
ttagtttcaa
cotgggtgat
atgtgaacac
ataaaatata
taatcaatgg
cctcaataaa
aaagaggggce
acaaaccccet
gacttggagy

gaagectgeo

aaggtcttac
cataaacttyg
tggectttigat
aatagccaag
ggtgtgeact
cottttatag
cagagatctt
ttcgggtgty
ttgaggectag
ttgtttegaa
acctcccaag
tcttteottet
tgcagcecac
attgcaggec
tgttgttgac
ttgggactag
actcagattec
ataaacacga
agagtgatag
gctatactaa
cettagette
goattgtgaaa
ggacggagag
tecgtgtacac
aaaaggtgtt
ggaagcattg
ctggaatata
ggceactcetg
caacaacaag
cagcacaatt

tggectacag

24240

24300

24360

24420

24480

24540

24600

24660

24720

24780

24840

243900

24960

25020

25080

25140

25200

25260

25320

25380

25440

25500

25560

25620

25680

25740

25800

25860

25920

25980

26040



gagaccctgt
gtggaagttyg
cttgagtgag
gattttagaa
gatgtagaac
tgtcaaaatg
aaggtaagag
tcccgtatet
acatgcatge
ccttgtatgt
gtggggacca

gtgtgtgtgt

acattcattt
accctgactg
gagtgetggy
gggtetcttg
tattgatatt
ggtggatgat
gtgtgtatge
ttageccagty
taagaatttt
aatgacaatyg
cctttaacte
ggtccacata
ttttaaggtt
gtttcaactt
tgtgtgtgta
aattacaggt
tetatgaaga
ctaaaacaaa
accttgattt

tgtgaaccca

ctcaaaaaaa
aataagaata
ttaggaggtyg
goccaageca
gecttagetac
ataatggact
gtggctgtgg
ggctgtgggt
cacagaccca
gegtocagge
caggcttata
gtgtgtgtgt
ggttactttt
toctggaaca
attaaaggtyg
tagccocaggt
gcaggtggtc

aaggtecatgt

atctatcagyg
atagctatga
gtaacttctt
tcagetgeoca
caacactcayg
gggagttcca
ggacatgtat
ggagttcaca
tatatgtatyg
ggttgtgaac
aagtaccatt
aatccaatcc
ttggettotg

caacatggtt
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taaactaaat
gocgecatgy
tggeoctgttyg
ggcccaggga
ttcttcagea
gaccctetga
cttgctottyg
ttttattatt
gtgtggatgc
tagtttcaga
tacctacact
gtgtgtgtgt
ttttectgea
tgctatttag
tgtactacca
tggtettgaa
actaccatgt
ctatggtaaa
tttgtteaac
attgagccca
ttgtaactca
tgtcaaaagy
gaggcagagy
caccagctaa
aattccagag
agatttaatc
tatgtatgta
ctgatgttgt
caggetgtaa
atcaaactce
tagttetget

tttgtgetta

agattaaaat
gcteoatgtat
gagttgtgtg
cttgetcotet
ccatgtetge
aacttggtct
tttetotete
aagagtaatt
cagaggacaa
cttgtggget
cacctcttta
gtgtttgtgt
ttttgtttkt
attagactga
tacctggtga
ctectggtit
gtggaattta
attgtttcta
ctgaagtgta
gaaaaaatca
actgtattgt
ttgaacatta
caggcagate
ggtgacagag
aataattttt
tttctttgaa
tgtattggtyg
aataagcotoo
aatccacata
acagatctgg
totggetaac

aaagttctet
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gaaaattaga
ttgaatgttt
tecactgggag
tcetgegate
ctgcatgetyg
cttttggetg
tectgatettt
agaactcatg
catgtgtaaa
tectgettecag
ttecccagtgg
gttttacaca
aggtagggtce
cctgoetggte
ttagtttgte
tccagactet
tttttgagea
ataatgatga
ggcctaatat
taaacttgac
ttctgageat
cttggcagtyg
tetgagttag
tgagaccttg
cactaatcgg
gatttattta
tgttaaacce
cagacegtag
gacagcacca
gaaagtatct
tattettgtt

gttetacaga

agcaggtagt
agtggcacaa
tgagetttgg
tgaggaactg
ccatgttcce
aggagttage
catcatttte
ttacagtggt
ttttttcttt
cctoccocaaag
atgtgtgtgt
gacctgtace
tcactatgta
cetacettee
ttttgagact
accttccaaa
gtgttetgtyg
atagetteat
ttggatttat
taaaacatct
gaatgttgta
gtggcacaca
aggocagect
tectaattttt
aaaagaggca
tttttagtta
ctggggctygg
cacaaatgac
cotggaaaaa
aaatgcacta
aactgaagta

atgaattcca

26100

26160

26220

26280

26340

26400

26460

26520

26580

26640

26700

26760

26820

26880

26940

27000

27060

27120

27180

27240

27300

27360

27420

27480

27540

27600

27660

27720

27780

27840

27900

27960



ggacagccag
tgagaaaggce
agactttttg
agtgggtgct
agcacctete
tggcagtctyg
atttccatct
tctaaatectg
agttettgac
cctgtgoett
cactcectee
tgocececttitg
ttctacteaa
tetcaattge
gggagttgat
tggtgtgtgc
tgaggttgaa
tttttetteo
gatgtatccc
atecetcetge
ttecectetete
ctgagttaca
taggttteat
gaggagagtyg
tttttagaca
cteottteotac
ggctotgoece
gacagcogtyg
cttttgtaaqg
acagtatttt

atcctactct

agctgecatgg
tcagggetat
ttgacttaaa
gggacttgaa
caggcccata
gggaaccact
gaagttcctg
tttgetttct
ctcageeceyg
ggaatatggt
cteocatttet
ttattgectge
tatccaagea
ttgcttgtac
ggtagagcag
acattgtggg
acttttatat
ttcaccttet
aggatggcct
ctececacctce
ctggtgagtyg
tgettagect
ctcagtgact
taagagaaat
tcttatattt
cactcaggte
teottttgga
cttteagatg
ggtcccatet
aaaaccctac

tcecggagace
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agaaaatctg
actggtatce
cocattteta
ctcaggtect
agatctatct
ggtgcgectt
cctecttetca
gctttgeaag
actggtgtet
aaaagagcat
gtctacagat
agactcagaa
agggggaaca
atcaccaaga
ttggatgagt
tececctgecte
gtagtgcaac
ctteoctttaa
caaactgttt
caaatgctgg
aatccagggc
gtatccacat
ctgccaatgt
agagtectett
attcatgeat
accaggettyg
gaaactggtt
cotgagaate
ctgetgaget
ctaaaggggg

cctacttctg

cctcaaaaca
catacacteca
agcagtatte
ctggaaaagec
taagacaaga
ttcttctget
cattccatga
acctttetet
tgggatgggt
ctcaggtatt
gttgetaget
aaaagaggaa
actgagcate
agctttecatt
gactectgtet
gcttceccatt
tgtactcctt
asaaagaaaa
gctttctecag
gettacagga
ttcatgcttg
cttgactgag
gtttecattt
tceottggtcet
gtgtgtgtat
gtggeaggga
tgeagaagga
ctgeoeocaagga
aaactgggcet
atggagagat

ttcccageac
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aaacaaacaa
gtgtagtcge
tettatggat
agaggatttc
cctgagoage
ggtcacaaac
tatgagaaag
ttoctaggtce
gactgggtte
cactcagtag
ggccectatyg
atatagaact
catacactge
ggtcagtgta
ttcacetttyg
aaatgtcaag
cctectetate
actttaaaaa
aagatgacct
attcatcace
ccaggcaagt
taatttetge
tagagtgacy
gctttttaaa
aactagcaga
ctettacetyg
agagacagea
cactgeotgea
ttotecageee
ggctcagcaa

caatgctggt

ataaaaacct
caactgtcaa
accccottaca
tcacctgctg
cttatggaga
tgctgtggga
ctatcaatgt
accctccaag
tgggggette
atgctagtag
aggtagtcett
cctegtggte
tgttttgget
aacaagatct
ttgagtcatt
gtgaacttta
tectteecttea
atgtgaatct
tgaactttca
atgectggtt
gttctgctga
accaaaactt
actggcctta
ttttaattte
actcagectgt
ccttegagea
cagetcoagaa
ttektoctatt
ttotecetetg
ttaggagcat

caatttacaa

28020

28080

28140

28200

28260

28320

28380

28440

28500

28560

28620

28680

28740

28800

28860

28920

28980

25040

23100

29160

29220

29280

29340

2%400

28460

258520

29580

29640

29700

29760

29820



ctgtaactet
gcacatacac
cacatatcat
aggcaagagg
ttaatctcaa
taagtaaaat
tcaaggacce
agatctgctg
cacacacata
ggtaaagtgg
ttggcatgaa
cttggoacac
aaagttcece
tggcatacat
gccagcttag
atagttcagt
aacaaaacaa
ttttttttgg
tgttacagte
acttgacaga
tattttattt
gtttetetgt
cacacagaga
tecttcecage
gaggtgggcc
ctagaactet
tocagactte
tatatatatg
gtgtgcaggt
gogttgtgage
cactgttcct

tagaagetot

gctccaggte

atacttaaaa
aattcageoct
atcacctcaa
aatatgtaac
ggggggcatt
aagtttgatt
cckttcttete
cccacatgea
gaagacttgt
ctcattcatt
attaattget
ctcaagcoete
ttctaattct
ccagettagt
aattagggtyg
aactaaacaa
agtttatgce
aataaaagtc
catgccatac
gtgtattcat
geagecoctgy
tccacctgee
aacattctaa
tcaagcttgt
ggagtgotgg
atgggtacta
tgtgtgtgtg
gotottggag
cacctgatgt
ctgagtgaac

cggaggttga
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atecggatgct
acaaaataag
gotgtgacgt
gcttggggee
aaaacaaata
ggagagatag
accagtgtcet
ctctctactg
tacacacaaa
tgeccetatta
aatatectttc
aagtataatyg
atgoctgatt
aacacttagy
aagaccttgt
tttgtetace
accagaacct
tttggattat
ttectteate
ataattatag
tttcatttat
ttatcctgga
tatgeoeteet
attatttttt
tatatagctg
aattacaggt
ggaaagcack
tccatgtatg
gtcagagggt
ggattctggg
gtttctactt

gaccttacet

gctatcctee
tctttaaaaa
atagetatag
agegbtggtet
tgtaaataga
otttgtggtt

acactggttg

gaactgcatt
cacatacata
cttggtctte
ctgtacaact
aaaatttagt
taaagtagta
aggctgagyge
ctccaagcaa
atgtgtgaag
agaggttatc
ccattctatg
acccttaate
ctgttacett
tttgttgttg
actcactctyg
gagtgctaag
gtttatgttt
gggaaccttg
atgaaccate
ctacaaatta
tatgcctaca
gtcaaateoce
aactgaactt
tttaatatac

aaagtcaceoe
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tcaggcaact
tcacctaaga
tocecagaatt
acagtgagac
catatatcac
aagagcratgt
gtctccaace
catgtgcaaa
cteattttge
atttgcctat
ccocaataac
ttaaattage
cttattaatg
aggaggatgy
attacagcaa
acctgagtte
atttattttt
tccagacate
ttatcaccac
ctatcataaa
ttgttgtttt
cagaccaggc
attaaaggag
tgaaatggte
aacttgtgtt
acattocagt
aacttcacce
tgattttatg
ctggeacctg
tggtoctotyg
ttcccattcg

aactagtaag

tcactcatgt
aatataaagg
ctgaaggcag
cctggagact
aatttatatt
actgttottg
caattccaag
tgtccatatg
ctgacategt
gagcaccatg
caagatgaca
taaataattt
ctgggectgy
ccaattcaag
agtctgagat
agtttetaac
ttatttttat
agtactgceca
taaagtctet
gtagacattt
atgagacaga
tggettcaaa
tgtgectgeoca
taatgtagct
cttcetacet
tttaatcaaa
ctagttcata
tgtgccacat
agttataggt
caggagaagt
aattagaaag

aaaactaaaa

29880

29940

30000

30060

30120

30180

30240

30300

30360

30420

30480

30540

30600

30660

30720

30780

30840

30900

30960

31020

31080

31140

31200

31260

31320

31380

31440

31500

31560

31620

31680

31740



tatcaacttg
ttaatgggga
catcocattyg
ccagggectac
gcctttaate
cectggtette
gaadaaccaa
gatgttggtt
agaaggatgc
cctectggecac
aaggagaggc
cttootette
ttgoattote
tacaaggtac
gagccatage
tecctgettyg
gtaaccttge
caacagtatt
gecttttgtte
ttttetttat
cecacectee
tatecetaget
ctgcectccca
ggatcaaace
atataatacc
ctaaatattt
tggagagect
aggaatatcc
ttagtagtag
gctgggtggg

aaccaccaat

gttttetgag
cacttcaagy
agaggcagga
atgaggcgct
ccagcacteg
agagcgagtyg
aaaagcactg
ggctectaga
tctggagagt
agtcagacct
gcaaacagca
tctactettt
caaactcaga
aactagaact
ttgtecagaag
caaaaggcett
ataattactc
taccttagty
tatctcctece
tceetttettt
tctcocteotcte
atacttgaat
agtgctgaga
agggetttgt
cctttctcag
agcagaagta
tggoeotttte
attcaccacc
agecacttgte
ggggtggaga

ccacatctat
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ttttaaatat
taaaacagaa
ggatcaggag
acctaaaaaa
ggaggcagag
ccaggatagyg
gtcattgtca
tttettectee
cagtatatag
catttcetet
aacaatttgg
tgeceectgge
tgattttgag
atccegggaa
ctcagaaatg
cttgaagtag
aaccttactg
gcoccacctga
tccececctact
gtattttttt
tcecttceeca
tcactatata
ttataggtgt
atgtgeatge
cgaaactggg
taggaaaact
ttagttgaaa
tggaaataag
tageatgage
aaggcttett

ctacaacagt

tttttececaa
goctttagaca
gocagetttyg
attaaattag
gcaggcggat
cteocaaaget
ttttctttee
acagcagaga
caaagcaggg
tgtcctgtge
aagggctage
ttetactgga
aatgtggeac
acagtgatac
attgagtete
taaaaactge
agctcagtee
aaacatcaca
ttctctteee
cttttttett
cttctcettte
gctgaagagg
ccacctccac
taggcaagag
gttgctgatg
ctagaagtct
gtcatggtge
aaaggaggga

gtggtectgg

tecccatggeg

tcaagtagaa
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tgtgtaatta
tagcaaggca
goetgoatact
gcagggcgtt
ctetgtgagt
acacagagaa
taacagggca
gttettgeee
tecatctggag
tegtggetet
acttgagcaa
acaggtgact
tactaaaagt
acgatctagt
tgggagecet
tgggaccttyg
cctectetat
getgocatag
tcccteccte
cetecacacet
tttcatggea
agcttecage
gtctacttat
ccaactacat
gcetggtgttg
agagatcocte
ctactoactt
gaaccagcta
gttcaagete
ttectagagat

ctaatecttgg

cacaggagaa
tggtggcaca
taagaggcat
ggtggcgcac
tcaaggctag
accctgtett
ctggaaccct
tgttagagee
tagtaaaaac
agcattatge
ctectttgtag
ttecattgea
cacatggaca
ttgaggccett
cacctcagca
tctaggetgyg
aaaataagtg
ctagectetty
cctocecteat
ctocktatte
ggatatcatg
ccttttgect
gctttgectaa
cgecagacet
ggggaagyca
aaagtaagtt
tgactgeotea
gggatgtgac
cagtacaaag
ggeggggaga

tggtatgget

31800

31860

31320

312380

32040

32100

32160

32220

32280

32340

32400

32460

32520

32580

32640

32700

32760

32820

32880

32340

33000

33060

33120

33180

33240

33300

33360

33420

334180

33540

33600



atagtagtcc
cagaaaacca
acagtacaac
gagatcaggg
aacgtgaatt
gaaaaagccce
ttgtgggaga
acacatgcaa
atatatatat
gaatttgaaa
tatagtttet
ctgtaatttt
ggcaatcecct
ctgectgattt
aaaaaatttt
agggggygaaa
cccagectte
gtgaatcaga
ctccattect
tgtgcacaac
agagggccat
agetggagat
cccaacctee
actattttca
ggtgctggga
aaagagtgtt
ctggcagtgt
ctgageaggyg
actgetteat
tgtctgcaca
tgttetggea

taaatatggt

taatcccatc
cagtgaatca
tcecatgect
agtttgetgt
cctaaacatg
ttgaagecete
aaccatcttc
ataagattat
atatatatat
aagaacaagyg
tgtgttgtgg
gctgetgtta
gttaaactgt
agagagagga
taaaaatttc
guttctggaa
tgtttggaca
cttcaggaga
gagaattacc
cctgacctca
cctttocctg
gggggeccag
cattttgtet
gecttgecagg
ggcacatggc
tetgacactt
ttctttettg
caagatggac
taactcatte
agacacatgg
agaggaagat

tgataacaat
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tcagggatgc
aaatgcagag
aaggctcagyg
ctcetaggaa
agctgaacaa
agacctacac
ccaaattgtt
acaaaacaag
atatatatat
aggggtacat
tgaccccaat
tgaattgtaa
cattcagtce
aagggaaggy
ttaaaggaac
tgttacattt
gtggtttaca
agacattcag
aggtttgcte
gtgtctagga
aggctaatct
caaacaggtc
tcaccccace
ctetttgecag
gggtgctatt
teotgecttet
ttcacagcaa
acgatgacat
atgcagttta
caacaaagga
agtaataatt

atgctatatt

ttetetttge
ttgtggtgoc
gatcattgtg
tttcagaaaa
ggatgacaat
aaagagccgc
atctaatacc
ggggttgtac
gtaacaataa
ggaagggttt
cataaaatta
agtaaatacc
ccaaaggggt
ggggtgaaat
tgaagaaaag
ttctggttte
ggcatgtgag
ttecagggccc
agaagataaa
tagctggact
gtgaatcaag
cccettaaag
accaggectt
ttttaggggg
tatggcttgyg
gggaatcagy

gaagtgtgca

cactgaagga
ttcagoaget
gacttactat
tttaaaaagt

ttaaaagttg
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aattgataca
tagttccaat
gaagacaaagqg
tacatctgta
agacatgcta
agttgattaa
acatagtcag
atatgtattt
ttaatagaaa
aggatgcttt
tttttgttge
tatggttttt
caagacccac
gctgtaatta
agctgaacat
cttagtctca
ctcagggaac
tggggaaagt
actggtgagce
ctagectgcta
taaactacag
cccageacat
taccaaggcce
atgaggagga
gctgaactce
agactcatga
gtccatggeoa
getteceagyg
atgectgtcea
tceccatctte
aaccagtctt

tgagatagta

aaacacatta
ggatgcatct
atccteoccag
aaggctcacc
acaaggatgg
ggaatgetga
ccctgaaaac
aggaatatat
aagagaccat
gaccctttaa
tagttcacaa
gatgatctta
aggttgagaa
taattccaaa
tectaagctta
gcaacagget
actcttccaa
aaggacagaa
ccaatggctyg
gaagatagtc
tcaggaaggg
aggtggggaa
cgaggttgec
gatgctctga
gatgtcctag
caaacactgce
cgaaagaggc
ggctgtettg
gaccccatte
atgggtttta
gagagcatga

tactttaagt

33660

33720

33780

33840

33900

33960

34020

34080

34140

34200

34260

34320

34380

34440

34500

34560

34620

34680

34740

34800

34860

34920

34980

35040

35100

35160

35220

35280

35340

35400

35460

35520



gttctcaaaa
atgcctttgt
aaataaatga
aatggaaata
ggtaggggtg
ccggectcac
agcctttcag
acctgagttc
gttgtectet
aatcatactt
caaggtttca
tcaggtette
cggttctaga
aacattctca
cttectggaag
tggeaatcoct
caatgctgtg
tgagatgtga
agatctcecct
ccaaatgecee
tatgaactca
agagactgat
actageteott
gctggagaat
ttgcteoetgt
gagatcatct
atggetttgy
atgtaccacc
ggcttgtgge

atatcaccat

tgtaggcggt

caaaatgatg
gaacatactg
atggaaaaaa
ggatctgecceg
tgtgtgtgtg
acattctagg
ggtcagcaag
gattgatgat
gactataggc
attttacaat
tgcagctcag
caggtecagg
tggtctteoec
cagttetggg
ctcagaagag
tggaateocet
tggecatttce
aattctgget
gcctectgett
ttettgtaag
tetegaacte
attggggttc
accactacct
atctteatat
tttatataac
ttgtgtgage
gctcactgag
acatcctage
tgactttget
agaccacact

tttactcagt
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aatatgggtg
tatcgtgtat
aagtaaccag
ccgecageatt
tgtgtgtgtg
caaatgectct
gtagctcaga
cceococagact
atgcacacac
gatttttatt
gttggcoctca
taacaaaatg
agggetgetg
gattagaagt
ccatctggtc
tggtttgtag
ccgtgtttat
gacccagaat
cccaaacctt
gacaacggtc
agtttgeata
acacttcaag
caggetgaac
ccteattgtyg
tcectaatge
tgtttetett
atctatctac
ttctggectge
ttctgaatee
tcoccaaatagg

tttgtgcaga

atataacatg
cataattgtg
tcttgatget
gcoccctatget
tgtgtgtgtg
actttatatt
gagtccggge
cacgtgatag
atcccatgaa
tgtttgcctyg
aactcactct
ttcaggagga
taagaaagtg
ttgaaactaa
catacttttc
atgcagcette
gagtgtctaa
atataaacca
ttgattaaag
atattggatt
gaacactgta
ctgaaggtca
gggctgatce
gectggaaaat
tgggattaaa
taggactgga
ctecttaatce
tgggattaaa
goaggcaage
cttcocattta

tggctggegt
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ttaattggtt
catgacttta
tacctgecat
cttatttctt
tgttactaga
aaacacttta
atttgctacc
gaggaagctg
taaatattta
tctttetgte
gtggcaagga
acctggtace
ctacacgacg
ggtgetgaag
tccaggtttc
caaagctcaa
atggctttta
ggctgacctt
gtgtgtgtca
tagtgtctaa
ccatgcaaaa
gaaaagcaaa
tgetgeetet
gaatgectga
gatgtgtgat
tcaattttgt
ctggtcctag
ggtgtatgcc
ttaaaaaaat
gaggegocayg

cctgtctggt

taatttagecec
tttatgagct
ccetggaagga
ctcttgaaga
gactgagcta
taaaacatta
aagcctgaca
acacctgtgy
tacattttca
tgtgtagaga
tgecttaact
tcatcataac
agttatttca
agattagtte
tcttagtttt
gatctetete
aaaacatttt
tgtcteccag
agtgccecaga
gtgagtcecee
taaatgacac
geattgggee
cctcageatyg
tatggagaac
cecaggtget
gtagatctgg
gattaaaggt
tggcttcgat
cataaataat
tgggtgataa

gagttcagat

35580

35640

35700

35760

35820

35880

35540

36000

36060

36120

36180

36240

36300

36360

36420

36480

36540

36600

36660

36720

36780

36840

36900

36960

37020

37080

37140

37200

37260

37320

37380



tttttttttt
cagtgtecgg
ggagcoctgee
tgtttggaca
tacagoececy
taagaaccag
atgggatggg
ccaagggttt
gggtcctooe
aatttatcag
geatgagtat
gaaggggaag
gagcacagay
attgccctrg
gggatgatta
acagctagca
taggaacatc
tagtgatgtt
cttacaaaca
gcttctattg
cattattgaa
gatgcagagyg
gctttettat
cgctaatatg
aagagataat
aattcccagyg
gtectgaacgg
ctacatccag
ttegggagtt
atcatgatgg

gaaacgecag

ggggtyggaa

ttttttttta
cttttttote
agtctatcag
tttectactt
atgeagtaag
ctecaggetge
ttattcacac
gragtcacat
agcttcagga
ttttggattg
gtgaggggaa
tagagacact
gtecttgttc
aaaaggaaag
acagcctgtt
ctgaaggaga
ttetgtttta
gaggcaggcea
tooctgtgea
ctgcgactaa
gaatgtcagg
tcatggagga
agaaceccagg
agggatcaaa
cttgatagag
aatccacaag
gtecttceect
taactgatgg
cagttgaaga
ggaaaaccac
acgttgtaga

gtggggacge
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agttcagaat
acegtcettga
atagataaca
ttgcctttte
cteagtetot
tggetotgtt
acatctcagt
gtgagtcact
gggttttcoca
ggtctaataa
tttactagaa
ggtgatggga
cacagctctt
gatgtatgac
gatctgcatt
atagggeoett
cegetectete
ccacttgtat
tcactgeoage
acaccatgac
actggagcgc
aggctgctta
accacctgeoc
gagatggagt
ggagececgtta
gaagacccca
ttaatcagat
aageagatge
gagaagggat
agagacaget
ctecctaagyg

tgggggacag

cttacccage
cttectgtee
taaacaaaat
accaatgatt
ggcaagcoaaa
ggcagtggag
tactgggcta
tageacagag
ggatatagge
ctctttectg
ttecacetgta
aataaaaaca
gatagaagtc
ctgtttttet
atctgaaggg
acaaagggaa
cttgttteat
ttttctaage
tetgtetett
caaaaaagct
aaacagggeca
ctggcttget
cagggatgac
tgtgggaggg
tggggttagg
gctaagactc
tagtgactac
agtgatcoac
catgtgagea
gacccgaget
aaggccttac

gagaaaggga
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tocagctttte
tgcatceocat
tgtactggat
tgcatactta
ggtetetotg
gtattteocta
catggatceca
aaagaagect
ttetagtete
agcctggact
gtttetgtat
aaacaaaacc
aggaatgtta
gtcccgaagg
ctaggccata
ttccctettt
ctgcaaaggg
cacagagact
atggecagtgt
cacacttcca
gggtcctgga
ctccatgget
accacctaca
acagaggggg
gagaaacctqg
ctagcaataa
cctaattgte
agccaagoac
agggggtggy
agtgggagct
coccteokgaa

gyggaggggga

aggctgcatt
ttetcagect
taatgggage
agcctgcaac
gggtcttgtt
taatgggatg
aatcagccac
ggaggaggaqg
gttttggate
gggcktcaaag
catteoctaga
taaatattgg
tgtatgtaca
ctgggaactg
tocaagecteoeo
ggatcgaacc
aggagcttgg
gtttccctac
cteagttagyg
tactcctgtt
ggcaggaget
tgctcagect
atgggctggg
agagcaatga
gtgctagaga
tgaagaggat
atcacagaac
tgggectgage
ggaagtcaag
catggactat
gagtggatgyg

actgggttgy

37440

37500

37560

37620

37680

37740

37800

37860

37920

37980

38040

38100

38160

38220

38280

38340

38400

38460

38520

38580

38640

38700

38760

38820

38880

38940

35000

33060

33120

39180

33240

33300



tttgtaaaat
tttcatggag
aagttaacac
caggagtcca
aaacttggaa
attttctttt
tctcectaggt
cacgaccacc
ctggtcocette
ggtcactgag
agcagaacaa
ttetcaggga
agctecetge
aggttcecae
atgaattttt
atggtatcag
gcoagagcace
agatgccgac
gcactcagat
ctgecacagte
gaatctagtg
gatcacetga
ccaagecect
agcaatccte
atcagataac
atgactttga
tgeetttaat
gcetggtcta
aaaaaaaaca

aagggttggg

tcaaacttaa

gaaaaaatag
gcattttett
agaaccagcec
cggtggtetco
cacaggceac
atcactgtct
ccatagtgac
acctgccatt
cgageccaat
tggggtgact
ctgaaatgga
gtetggeaaa
tcatttecta
tgaggtetge
tttgtectcet
aaggagggac
catgatgggg
tgaaaaacag
ctcggacttc
tacggeattt
tgggaggatg
gccacateta
actgtatgta
tctgcacaga
tattaactgt
ggaaaaacta
cccagcactt
taagagctag
aaacaaacac
agataatgea

tataaacaca
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atttttrtta
aactgaagct
agtacaggca
agtcacttcc
cacatcatgg
ataattccta
ttectggeat
ccccteoceee
gtgcaaaccc
cagcaccaaqg
aaacaagtcc
tetacteete
gttocetette
tttgecetygy
actttcaagt
ctttgggaga
ttggtgcectt
gaagtctcct
ccatctccca
tgttgcaagy
tacagactge
cotaagaatyg
ggctettget
actatacata
gatagctetg
tgattgaaaa
gggaggcaga
ttccaggaca
acaaaaaaga
ggcaaaaatyg

gcaaatgtca

aataaaaaaa
cctteocctcte
gcagaaatac
tcatgtgcca
agccctgget
aacatgctac
taatagactg
tccatggtce
acagaatctg
gtggtgccct
cgttaatagg
ggggaactygce
cctettetea
geetgetett
tcacatattg
tgaatggatg
cataggaaga
ggagtaggce
aatggtgata
geetggacea
cactcagtct
getattottt
agcagtggat
gaactatgca
tgggagacaa
tactctatct
ggcaggtaga
gcctccaaag
aaatattctg
cattagacag

tetttggget

74

gaaagtgctt
tggegactct
cttgeoagaaa
cctgagttta
taaagctcaa
aatgttgtga
tgccccaaga
cagcctcact
tetgettatg
gcgatttcocee
gtcoccagetga
cetgggeagt
cetttggetyg
ttecagagtece
aagccattat
gattecaaga
agacacagta
actcagecta
aacaaatgct
accaggcetcea
ggacacaaac
ccatttgtta
atgatgctat
tagaagacca
acagaatgag
ggctgggegyg
tctetgtgag
ccacagagaa
tgaggtaaac
cacacagtac

ttgeceocatt

tacatctgga
agtttgtgte
tatettagtt
acattccceca
gttttatggt
gccctecacey
gctctatgge
tcttecactte
taagtttect
agccccagge
gagectococt
ggaattetcee
aggatcagaa
catttttgga
tgccaaggtg
ggttatgtgg
gaagggaaag
tgacacgcca
gttgteccagg
ggcaggaagt
tgtcectecagg
acatcaaatg
gtgagatggg
acagggagac
ggaatggaca
tggtggegeca
ttcgagaccea
accctgtcte
aagcatctgg
aacacagcaa

toctgatetg

39360

39420

39480

39540

39600

39660

39720

35780

39840

359900

39960

40020

40080

40140

40200

40260

40320

40380

40440

40500

40560

40620

40680

40740

40800

40860

40920

40980

41040

41100

41160



accataacag
atgttgagtt
ttgatgaagt
gggtcagtga
tagtgacatc
agtgtgggat
gtgcggecag
ttgggacage
tgotectata
cacctcttat
atttgtattt
aaagctgagyg
tacaggcata
ggtttgaatyg
taacaggtat
tactcaateca
cagaaactot
catgatggtce
tataagttgc
tgttgctgtt
ttcaatcatyg
tgtacgtata
gtaagtagac
cgatgettgyg
cattctgctt
ttttgageca
gctcttaace
ctgagggaag
gtgggacgta
ttcagtttee

gtaacctigt

agagcaggat

cectagtgtet
cagagggagyg
gttgatgtac
aggattgcat
tgtgataatyg
ccaatgtgtt
tcacacaaaa

acaagtctgt

tatatatatt
accttgtgtt
gtatttttga
atggettoga
tgctaccaaa
agactgtcooe
gaccatagtyg
attccaagtt
cagctactge
atgtacttca
cttggtcatg
gttacaaggt
ttacctttag
tattagctgt
teocaccaage
ctgagtgtta
ccatgtatct
ccatgtggtt
tctgageccat
ggagctcagg
aagagttctyg
ttggtagccg
gttgtagaag

ccaggaaggy
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ggaaagcaca
gggtggaggy
ccatcgacac
atgtgacggt
acatgcgage
tettgtacac
aatatattat
gttgetggtt
taaaaattac
tactggatgt
gagaacctca
actcctgate
catgactttt
ctttggetta
gaggcagtgt
agggctgtct
totagttota
accctttgga
gtgttttgtc
ttagtecagyg
aaatagcagg
atagtctaag
tcactaagea
gttetttttt
ctgcacacca
gctgggaatt
ctcotcocagece
ctgaagggga
ggacaagact
gaagcaaagc
tgacttgett

aaaaggagag

ctaaagccat
cagattageg
cacacaaata
ggcccactygg
cctattgett
ttgtgataat
gtgcagtcag
cacacattaa
tataaaatga
actcaagcta
tectagtceat
ccecageocte
atttattttt
tatatttgta
gtcagtaggg
gtctgtctgt
tgectacoca
taggtggoca
atggcgataa
catetggeac
ctaaaggaca
tgtgcacctg
atggtatcac
taatatttta
gaagaggaca
gaactcagga
cctgagtgtt
ggagtcaaga
gaggtctett
taatccatgg
gtettettee

attctcatct

75

ttacgtcaca
aggtacaagt
taccatcatg
gctgagaaag
agtgacatca
gacatgcaaa
gaacagtcca
tcattacecac
tacacegtge
tttteteottyg
gctggettea
tgectoocaa
attacttagg
ggtggacett
gaggtotttyg
ccecctgattg
cotgttgoeoa
ccaaattaaa
gaaagktgact
cacetotgge
tatacctgtyg
actectaatat
agttttecaga
tttatttatt
ccaaatctca
ccteotggaag
tttaaatcaa
cagtctgace
ccttetecaga
cttaazatat
ataattctaa

tcttcaaaag

caggagttca
tetggteecct
ctccatgtta
ccotattget
ctcttecteat
caagtctatt
tagtacttga
tgttttagtyg
tgagcaatag
tgettgattt
aacttgttat
atgatgagat
tggtatgggt
tggaaaggtt
gggaacccaa
tgtcacaagg
tggtocctge
tggtttottt
gagacaggtt
ctgtgettga
tacgtatatg
ctaggtttgt
tagtgttcag
atgtatacaa
taacggatgg
agcagtoggt
ggaaaaaagc
ccaaggcatt
gactgtggge
aatactcagt
aacatcttta

gcagctttec

41220

41280

41340

41400

41460

41520

41580

41640

41700

41760

41820

41880

41940

42000

42080

42120

42180

42241

42300

42360

424210

42480

42540

42¢00

42660

42720

42780

42840

42500

42960

43020

43080



ctaaagcatt
aatggggatc
ggttacacaa
actatccaaa
gaactgecca
caggcagatc
tccaaagcta
aaacagttec
caaactgcac
tggaaacaaa
aaagaaagat
tggaaacttc
atgaacacac
ctteecttee
gatcagtact
aggaaagtgg
ccagttgatt
ttraggtcag
cagaaacaay
cccecacette
atcttcatta
cttggggage
gccaccagac
gaggatggaa
gagggteggt
gggttgagat
gagaagtttg
aaaatgtgtce
gataatgeta
agctgggaga

aadacdaaac

ttctgatgaa
tctgagttta
agaaatoctyg
accaaccaac
ccgggtgttg
tctgtgagtt
cacagagaaa
atggccaggt
atetggeete
ccagaccaaa
ctgectttgg
atgtaggtat
acatacaccec
agaacagaag
agtgagtgga
tgeccccaggt
tgaatgcocgt
tgatgattac
aaagatgcte
caaaaataga
gctatggaga
aggaactggg
gatgtgtcca
toceoggtett
ggggacaggt
ggagtatggt
actgetaccee
tatttccaaa
ctgtagagga
gagttctatc

aacaataatg

ES 2773891 T3

atttaagtte
aggecagect
tcttaaaaca
ccecocaact
gtggtgcaag
tgaggccaac
ccctgtettg
agagaatgag
aaagtccaga
gaacatttgg
ccacectacott
ttgagaatac
cgggtaggea
ccectetgaag
ggtggagggyg
agcacagagt
goeocctgeca
cacggttgca
cttcccagge
atactgtttt
caggttttag
aagactgtgg
ggecccacat
aaggtgggtt
gagatggggt
acagcgggga
ttggcaatta
ggettctteoo
gggtagcate
acacaaacac

dagatacaaa

taaaaccagc
ggtctacaga
aaacaaaacc
cagaaagaaa
cctttaatce
ctgttcteca
aaaaaagaaa
gacgctgaaa
aatgagtgea
ctectgatac
ttgaagtggy
atacagacat
ggcaagaaag
tgtgacattc
taggaaacat
agaaatttgt
cccaggette
gtgctaacac
cccttageac
ggtaaacagc
taagaaagca
tacettgtte
atttcacaaa
tggggtggga
atggtgggga
gggatagaat
atcaattata
ccteccetac
actatagagg
agcecgaghc

atctcattat

76

agtggtataa
gcaagttcca
caaaacaaac
gaaagaaaga
cagcactegg
gaaagagtge
agaaagaact
gtcacacctt
agaccattaa
atattctgag
gaattttatt
gcaggtgecac
tgtgtggaat
atgctggcetg
ggggatgata
cccccaaaat
agagctaagt
agatgcttta
tctetgggty
cactttgage
agatgagagg
ccagatcecac
aagttggatc
agaggcggyga
gaggtggaat
tgtetttteoe
gaaaatgcaa
ctagggagaa
ccteagtate
acatactcaa

gtagcccagg

tcceateatg
ggacagocac
ataaacaaaa
aatcaagaaa
gaggcagagg
caggataggc
acccatgacc
ctcagagtet
tgacagtctt
ggtcacatag
ttettetgea
atgecacggac
aacacttgaa
catggggtet
ataggttgtc
ccttttgaac
gacttatgtc
tctaccagga
gggaggatty
ccatgaggat
ctaaaaaacc
cagaaacctt
tgataacaat
taatgggtga
ggggtggggt
ctgtaceaca
ctttgetttt
ggaaagaatg
tgoeccagagg
caaaccccac

ctagtcctag

43140

43200

43260

43320

43380

43440

43500

43560

43620

43680

43740

43800

43860

43920

43580

44040

44100

44160

44220

44280

44340

44400

44460

44520

44580

44640

44700

44760

44820

44880

44940



atttctgttt
tectggeact
cteocagagtg
tatcctcetg
geatggattce
atttttttgt
gcectagatt
cecttttgat
caaaatatat
tcatcagggt
ttaaattttg
cacgaagccc
taatcctaac
ttgaggccag
actaaaaaaa
gaggcagagyq
ccaactaagg
gttccccate
tectgecatet
taaaattaga
tgtatgtatg
tetctgtgta
ctcacaaaga
ccecccaaagce
tetgactaag
tgaaaattat
ttetttgtat
gaggaatttg
agtatttett
cttcccacce
caagcagttt

tetatgtgte

tctttttttg
tgctetgaag
ctgggattaa
cctcaggectc
tttgaattga
ctgacactge
ttctatgtag
tactggaact
ttttcattga
tggcagecaaqg
cetttaggge
tgggtttgat
acttggggag
cctgggatce
attaataagg
caggcaaatg
ctacatagtg
tecctattttg
tggttecactyg
taatatattc
tatgtatgta
gttttagagt
tccacectgte
caatgttctt
tagccecatac
caagatcatg
taaagaactyg
tecagtgattt
aaaattaaaa
caggtagtca
ctgecettacyg

tatatacaca

ES 2773891 T3

tttttegaga
cccaggetge
aggcgtgcac
ccaactgttg
aattcagatt
ttgttttgag
cccaggetgg
agaagaagtc
gattcaactt
agcctttate
tggagatgta
ctacaacaca
caagagggay
ttgagaccct
gccagactgg
tetgtgagte
agactatctc
cctttacctce
atctgtaaac
aatgagaagg
tgtatgtatt
ctgtectaga
tetgectecee
ataggcatct
tagctetgeca
ttatgctatg
tgtaaaaaaa
ttcacatact
atagtgggca
tgggctgact

caaatatcat

tggtgtggece

cagggtttct
cctcactcac
cactaatgece
ggtttacttt
atcaggttte
acacagtctce
ccttgaactc
actatgettg
tgaaatcctyg
cactgagtca
gcteggetgg
gtataagcca
gccaaagcca
gtttcaaaac
gtggtgtatt
tggggacage
aaaaaaagca
ctatteccctg
ttgtectgaat
gctaccaagt
tatttttgtt
acttgectctyg
aagtgctggg
ttgatttttt
tttacaatct
cctoectgagt
aaaaaaaaga
gtettatttg
gattttggag
atcaaggata
aggtcatage

tattgtteoce

77

ctgtgtagct
agagatceoge
tggctagteoe
tgggagtcca
tgtagcaate
ccactgeotgt
ccaggagtcc
acttggaact
atgcteoctge
tattgggece
ttecagtgett
ggcctgatgg
tectectgeta
aataacaaca
cctttaatce
ctggtctact
aaataacaat
ctecagecaggt
aagtaggtac
gctcaaccaa
ttgtttttca
aagagcaggc
attaaaggca
ttetetttet
gaacacatgyg
caccatgooe
catttgaagg
tggeccaaggt
gcgatctgat
cattctgaga
acactgagac

atggtcacaa

ttggagccta
ctgectotgt
tagatttttt
ttttecttcca
ccaccageoce
agcocagget
tetggectcet
aatattagaa
ctcactcagg
tgacctgett
goctggtace
cgtatacatg
cttggtgage
aacacagact
aagcaatgag
gagcagcagg
aaacagacca
tattttttgt
agqggttgttt
tgtatgcata
agataaggtt
tggtcttgaa
tgtgacaceca
ttgagtggag
ataagagtgyg
tgettcagac
cacataatca
aagectagag
atgaaaatcc
catatatcct
tatgtggeag

agaacaaaac

45000

45060

45120

45180

45241

45300

45360

4542()

45480

45540

45600

45660

45720

45780

45840

45900

45960

46020

46080

46140

46200

46260

46320

46380

46440

46500

46560

46620

46680

46740

46800

46860



aactttttea
aggagtatca
cgcttageca
cacaaggaac
tccecageact
gaaagaccgt
tgctactgtc
caaaaattat
tgagtatgat
gtttgcagta
tttaatecea
ggtctacaaa
aaaccaaaaqg
tgtectatga
gttttactta
aaatgaagcc
agttaaagge
gcaaagcacc
ctagaaatga
cttectatta
attgetggaa
accagccaca
atcttactca
tgttgcteca
ttttectgagt
tettgttact
gtttcagcaa
ctggagaagyg
cctetgggat
taataataag

atataaattt

caaggettta
gtetteteca
cgcttgtata
tgatgeaact
tgagactaag
tttetttete
ttggcatatt
aaactactgt
tatctateta
gcatcattat
geacttggga
gaactagttc
daaaaaagaa
tgttactggg
ttatttactt
aaggaagace
atacagtacc
aactgagetg
goctgtetgt
tagecttgtg
cagegtetge
cacttaactec
aagaccctet
ctgacctect
gacacatttt
gttcacatga
gggagactga
tagtgacaac
gtgcggcact
actaaatatg

atatgtaatg

ES 2773891 T3

ccoctagagy
gggacttage
gaacatctca
aagagacaaa
gaaggaaggl
agaaaaaaga
gtttatagaa
aatattaact
ceccacgetge
tagacatttt
agcagaggta
caggagagte
aacaaaaaac
taatgggatt
gagacagagh
ttgaagacct
atgcccagte
catccccace
ctcaaatact
ggatcactgt
catcatcatg
aatgcctgta
ttaactcggt
tcacaaatta
agtattttet
ccaaggatca
agatcctgag
actgcaagga
tacatgaagg
tagtgtcgta

tatttatagt

aagagctaca
caatcccaag
dacaacaacc
gggoceggtyg
tgagaatttg
agcaaaaacc
aactttttta
gcatagatcet
aggtttagac
ggacaaagoc
ggeggatote
tccaaggcca
taaaaaataa
tectcoctett
ctcatttatyg
aateettetg
tattcactge
cotectoctyg
gggattatgy
tgtttactga
acacaacttc
geccttatte
aggaacatct
ttatattttyg
ttttetttet
ctgratcate
tctcagtgtt
taataggtga
attecatttat
attttataac

aagtgtacat

78

ggcaatcaat
aggtcagcea
acctcagtgt
tgtgtggecee
aggccagcat
aagaacaagg
tatataaaag
ataacatggt
agttgeacta
aagtggtaat
tgtgagtecag
cagagaaacc
ataaatttgg
gtattatttt
acaggetgge
tttcttecte
ccagggette
gocttcoccatet
gtgtgtgcea
agcattgtga
agagaaagaqg
tgttaagacg
gttacactga
gagccaatte
attttettte
ttocaaggee
gatctcocettt
ataaagggaa
aaattttaag
tatacatatg

agaattgaac

gogttgctgag
cgeataggaa
aaagcaagca
gtagctgtcea
ggactccaca
tgtatgggaa
gaatgcacta
catttattat
cagtagatet
ggcacatgace
agaccagoet
ctgtetogaa
ggcaatatet
ttetttgggy
ctcaaacagyg
ctatatggtyg
atgcatgcta
ccttatgtag
ccacacctgyg
cacactgcag
agagttccca
atttcocectgec
aagtectgec
tgaacccagyg
atggaaagtc
aattttggat
agaatgtcet
gccagagtgt
ttatggagta
tatatagtaa

atatgttaca

46920

46980

47040

47100

47160

47220

47280

47340

47400

47460

47520

47580

47640

47700

47760

47820

47880

47940

48000

48080

48120

48180

48240

48300

48360

48420

48480

48540

48600

48660

48720



10

15

taaatggeag
tttgtggatt
cctectgeect
caaacaaaac
tggtagectgt
cttecaagtyg
ttactaataa
agagcctgct
ttcagtgaat
taaacccact
tttaattecaa
aggtggeect
gcaagcatac
gatgtatttc
gggtcaaaca
atagccteca
gtgagtcagg
agaccctete
cttcocgeatg
gaaggggygag
catgccetta

tcaagtgagg

aaaggaatga
tcacaccatg
tgcaacctca
agagacaaaa
agtgtggeet
ttecattgata
tgggctectca
gttttggata
gttggggtgg
gatggagaat
tactgeecag
gactcacggt
atcctgatgt
ctgcctgtga
gacttgttta
geggtteagg
gtcocageatec
tcaacagggt
ttgcagctgg
ggcatgtttc

gggttggctc

cgeacacoeta

ES 2773891 T3

ttctcaattg
cattctgate
cccccaaatco
caaaaataaa
gttgaatcac
caagtcocacgg
ctggggetec
tgtaggtttg
gccaactcat
aagaccacta
gtggacaggc
ttacagtgge
acctccagtce
acctactgec
gggcaatgaa
gactatttgt
tgeteteatyg
dagetetgag
tcagggttag
cctcatcaac

acctgecatec

<210> 4

<211> 34

<212> ADN

<213> Fago de enterobacterias P1

<400> 4
ataacttcgt atagcataca ttatacgaag ttat 34

<210>5

<211> 34

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 5
gaagttccta ttctctagaa agtataggaa cttc 34

<210>6
<211> 23
<212> ADN

ctttttttct
ccacttatect
aaagccaaat
agcaacaaca
acagtatacc
tctggctaoga
ccttggatat
tccecttecac
agccctggtt
ccataattta
tetggetagyg
ttgagtattt
tatatccaat
cacatgtgat
aaacacatgg
cettgggeaa
ccctocaggge
gtgetgecea
ttctctcata
gccattacat

ttgaccatag

79

aattataatt
cettgtotee
ttaaaaaaaa
aaaasaaggag
ctttagtcca
ggattctggt
cctattgtee
atgctataac
ctgggcttgg
aaagccaaat
toccatetetg
tccataaggt
cgggggcaag
caagcacatc
ctttttatct
ggaatttaca
tggotcactt
ggtggggtge
tgccacaggt
ggggggatgy

ggtcagetcet

tectattgetce
ttgecatttge
aaccaaaatc
aatcettgtca
ttcatetttt
tteotgetata
tgtgttatgg
aattcataaa
gtggtattat
tgaagcaagt
agtttecagg
ccaatcaggg
tgtacatctt
cggtgcagtt
cccataaaca
gatcectatag
gttacctece
agggcctact
ggcaatgggt
ggtcagctct

agtatgctge

48780

48840

483200

48960

45020

49080

438140

43200

43260

49320

49380

49440

43500

48560

48620

49680

49740

49800

45860

48920

45980

50000



10

15

20

25

<213> Escherichia coli

<400> 6
cctgcttttt tatactaact tga 23

<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400>7
taaggcctca tatgaaaata ta

<210> 8

<211> 22

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 8
atagatgtct tgcatactct ag

<210>9
<211> 364
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

22

22

ES 2773891 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético

<400> 9

Met Ala Pro Lys
1

Lys Glu Phe Leu
20

Ile Lys Ala Gln
35

50

Leu Asp Lys Leu
65

Gly Ser val Ser

Phe Leu Thr Gln
100

Lys

Leu

Ile

Phe

Val

Asgp

Leu

Lys

Tyr

Phe

Gln

Asp

70

Tyr

Gln

Arg

Pro

Val

55

Glu

Met

Pro

Lys

Ala

Azn

40

Thr

Ile

Leu

Phe

Val

Gly

25

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu
105

His

10

Phe

Cys

Lys

Val

Gln

90

Lys

80

Met

Val

Tyr

Thr

Gly

15

Ile

Asn

Asp

Lys

Gln

60

Tyr

Lys

Lys

Thr

Gly

Phe

45

Arg

Val

Pro

Gln

Lys

Asp

30

Lys

Arg

Thr

Leu

Lys
110

Tyr

15

Gly

His

Trp

Asp

His

95

Gln

Asn

Ser

Gln

Phe

Arg

80

Azn

Ala



Asn

Pro

Leu

145

Val

Ala

Ser

Glu

Ile

225

Gln

Asp

Ser

Leu

Leu

305

Asp

Asn

Leu

Leu

Asp

130

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

210

Ala

Leu

Lys

Ala

Thr

290

Val

Lys

Asp

Asp

val

115

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Gln

val

Leu

Ser

275

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

180

Leu

Leu

Ile

Phe

val

260

AsSp

Leu

Lys

Leu

Lys

340

Leu

355

Lys

Leu

Lys

Leu

165

Ala

Arg

Tyxr

Lys

Gln

245

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

325

Thr

Ser

Ile

Glu

Thr

150

Pro

Ser

aAla

Leu

Fro

230

val

Glu

Arg

Pro

Ile

310

val

Arg

Glu

Ile

Val

135

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

215

Gly

Thr

Ile

Leu

Phe

295

Glu

Cyse

Lys

Lys

ES 2773891 T3

Glu

120

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

200

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

280

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys

Gln

Thr

Thr

val

Ser

185

Gly

Phe

Ser

Lys

Val

265

Glu

Lys

Leu

Trp

Thr

345

Lys

360

Leu

Trp

Thr

Gly

170

Ser

Ser

Val

Tyr

Thr

250

Gly

Ile

Leu

Pro

val

330

Ser

Ser

81

Pro

Vval

Ser

155

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

235

Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser

315

Asp

Glu

Ser

Ser

Asp

140

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

220

Phe

Arg

val

Pro

Gln

300

Ala

Gln

Thr

Pro

Ala

125

Gln

Thr

Sar

Gly

Gly

205

Asp

Lys

Arg

Ile

Leu

285

Lys

Lys

Ile

Val

Lys

Ile

Val

Pro

Ser

190

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

270

His

Gln

Glu

Ala

Arg
350

Glu

Ala

Arg

Ser

175

Gly

Asn

Ser

Thr

Phe

255

Arg

Asn

Ala

Ser

Ala

335

Ala

Ser

Ala

Ala

160

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

240

Leu

Gly

Fhe

Asn

Pro

320

Leu

val



10

<210> 10
<211> 364
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2773891 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético

<400> 10

Met

1

Lys

Ile

Leu

Leu

65

Gly

Phe

Asn

Pro

Len

145

Val

Ala

Ser

Ala

Glu

Ile

Arg

50

Asp

Ser

Len

Len

Asp

130

Asn

Len

Ser

Glu

Pro

Phe

Ala

35

Leu

Lys

Val

Thr

Val

115

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala
185

Lys

Leu

20

Gln

Thr

Leu

Ser

Gln

100

Len

Phe

Ser

Ser

Ala

180

Leu

Lys

Leu

Ile

Phe

Val

Asp

Leu

Lys

Leu

Lys

Len

165

Ala

Arg

Lys

Tyr

Pro

Gln

Asp

70

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

150

Pro

Ser

Ala

Arg

Leu

Pro

Val

55

Glu

Ile

Pro

Ile

Val

135

Arg

Gly

Ser

Gly

Lys

Ala

Asn

40

Thr

Ile

Len

Phe

Glu

120

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala
200

82

Val

Gly

25

Gln

Gln

Ser

Leu

105

Gln

Thr

Thr

Val

Ser

185

Gly

His

10

FPhe

Ser

Lys

Val

Glu

90

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

170

Ser

Ser

Met

Val

Cys

Thr

Gly

75

Ile

Leu

Pro

Val

Ser

155

Gly

Ser

Gly

Asn

Asp

Lys

Gln

60

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

140

Glu

Leu

Pro

Thr

Thr

Gly

Phe

45

Arg

Val

Pro

Gln

Ala

125

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly
205

Lys

Asp

30

Lys

Arg

Arg

Leu

Lys

110

Lys

Ile

val

Pro

Ser

130

Tyr

Tyr

15

Gly

His

Trp

Asp

His

95

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

175

Gly

Asn

Asn

Ser

Gln

Phe

Arg

B8O

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

160

Gln

Ile

Lys



10

Glu

Tyr

225

Arg

Asp

Ser

Leu

Leu

305

Asp

Asn

Leu

<210> 11
<211> 3663
<212> ADN

Phe

210

Ala

Leu

Lys

Val

Thr

290

val

Lys

Asp

Asp

Leu

Gly

Trp

Leu

Ser

275

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
355

Leu

Ile

Phe

val

260

His

Leu

Lys

Leu

Lys

340

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Tyr

Ala

Val

245

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

325

Thr

Ser

ES 2773891 T3

Leu

Pro

230

Val

Glu

Arg

Pro

Ile

310

Val

Arg

Glu

Ala

215

Asn

Ser

Ile

Leu

Phe

295

Glu

Cys

Lys

Lys

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

280

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
360

Phe

Ser

Lys

val

265

Glu

Lys

Leu

Trp

Thr

345

Lys

val

Cys

Thr

250

Gly

Ile

Leu

Pro

Val

330

Ser

Ser

<223> Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 11

83

Asp

Lys

235

Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser

315

Asp

Glu

Ser

Gly

220

Phe

Arg

val

Pro

Gln

300

Ala

Gln

Thr

Pro

Asp

Lys

Arg

Ile

Leu

285

Lys

Lys

Ile

Val

Gly

His

Trp

Asp

270

His

Gln

Glu

Ala

Arg
350

Ser

Gln

Phe

255

Asn

Asn

Ala

Ser

Ala

335

Ala

Ile

Leu

240

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

320

Leu

Val



tegoegogttt
cagettgtet
ttggegagtyg
accatatgeg
attcgocatt

tacgccagct

cggtgatgac
gtaageggat
teggggetgy
gtgtgaaata
caggctgcge

ggcgaaaggg

ES 2773891 T3

ggtgaaaacc
gecgggagea
cttaactatg
ccgeacagat
aactgttggg

ggatgtgctg

tctgacacat
gacaageoay
cggcatcaga
gegtaaggag
aagggcgatc

caaggcgatt

84

gcagctccocceg
tcagggegeg
gcagattgta
aaaatacege
ggtgcgggeco

aagttgggta

gagacggtca
teagegggtyg
c¢tgagagtge
atcaggegec

tettogetat

acgccagggt

80

120

180

240

300

360



tttececagte
ctttecaaceca
actagggatyg
tagggagttt
tgagtgttat
aatgttatgg
catcteagaa
acagggtatt
ctttectatc
gacttctcag
tettgocatac
aaacaccata
tgctagtagy
tcacactgge
tetotetete

accaacacca

atgtcecotgt

cctgaggggt

ggtcataget
cocggaageat
cgtbgegete
tcggecaacy
ctgactoget
taatacggtt
agcaaaaggc
cecctgacga
tataaagata
tgecgettac
getecacgetg
acgaaccccc

acceggtaag

acgacgttgt
gettttgage
tcagagggag
gtcaacttca
ggtggaagca
tggaagttecc
atccocaccaa
taaactgecce
acgtctectygg
tggagactet
tctagagact
caaagtcaaa
aaaactccaa
aaaagaagaa
tetetetete
ataccatgaa
gtgtgtgtece
ggctcttect
gtttectgtg
aaagtgtaaa
actgceceget
cgcggggaga
gegeteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacetyg
taggtatcte
cgttcagece

acacgactta

ES 2773891 T3

Zaaacgacgg
taatgataga
gctatccaga
acccacagaa
tecacecccaac
acccaagect
atgatgacte
cccaaccece
ggagctggca
gaaagccaga
acagatgccg
tttaaacagt
actaagatta
aaacctetct
tetetotete
caacaaaata
ttgtgtgtgt
tggtttgtga
tgaaattgtt
geectggggty
tteocagtegg
ggcggtttge
gtteggetge
tecaggggata
aaaaaggccyg
aatcgacget
cocccoctggaa
tecegecttte
agtteggtgt
gaccgchtgcg

tegeccactgg

ccagtgaatt
gagaagectca
ggagcttaca
tagagcagag
ccttgacate
ccctteccgg
cotececcag
agaaaataga
ggccatttgy
agagcectaga
gocccagacta
atctatctac
actatacctg
ctetctetce
tcacacacac
acaggaatta
ctgtttgtgt
ggtttctacc
atcegeteac
cctaatgagt
gaaacctgte
gtattgggcyg
ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgetgge
caagtcagaqg
geteccteogt
tecetteggg
aggtcgtteg
ccttatcogyg

cagcagccac

85

cgagctcggt
aggaattgga
actgaggtaa
ccagygagygag
catatgoctg
tcgecocteea
agatattcaa
tgtgtggttt
gagcattgta
cagatagatg
ttatatccag
aaatccaata
tgaagacaca
tcteoteotote
acacacacac
acaataattg
gtetgtgtat
caaaagcttg
aattecacac
gagctaacte
gtgcecagetg
ctetteocget
atcageteac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggegaaac
gegectectect
aagogtggeg
cteccaagetg
taactatcgt

tggtaacagg

actccagaaac
geaatgetty
acttaaaagt
ctgaggcttc
aagagtctgg
aacecctgeta
gaccacteee
tccaatctect
tccattaaac
tettgegaat
caaaagtttc
ttacagaagg
ggaaataatc
teototetete
acacacacac
atgtgtgtgt
atgtttgtea
gcgtaatcat
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
tccteogetea
tecaaaggegg
goaaaaggoeo
aggctcegeco
cogacaggac
gttecgacce
ctttetecata
ggctgtgtgc
cttgagtecca

attagcagag

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220
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cgaggtatgt
gaagaacagt
gtagetettg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggectt
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtegtttgg
ccececatgtt
agttggeege
tgccatccgt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatettace
cagcatettt
caaaaaagqgy
attattgaag
agaaaaataa
aagaaaccat

gte

aggcggtget
atttggtatc
atceggeaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatecctt
ttggtctgac
tegtteatece
accatctgge
atcagcaata
cgectocate
tagtttgcge
tatggettea
gtgcaaaaaa
agtgttatea
aagatgcttt
gogaccgagt
tttaaaagtyg
gctgttgaga
tactttcoace
aataagggceg
catttatcag
acaaataggy

tattatcatyg

<210> 12

<211> 22

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 12
tacatgtatg tacaaaatat at 22

<210> 13

<211> 364

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2773891 T3

acagagttct
tgcgectectge
caaaccaccyg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgect
cccagtgetyg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttoageteoog
gcggttaget
ctecatggtta
tctgtgactyg
tgcteocttgee
ctcatcattg
tccagttega
agegtttetg
acacggaaat
ggttattgte
gttccgecgea

acattaacct

tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagegy
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactacceogt
caatgatace
ccggaaggge
attgttgeeg
ccattgctac
gttoccaacg
cctteggtec
tggcagecact
gtgagtactc
cggegtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagceaaa
gttgaatact
tcatgagegyg
catttoceceyg

ataaaaataqg

86

gcctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatecttt
ggtcatgaga
taaatcaatec
tgaggcacct
cgtgtagata
gegagacceoa
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggega
tcegatcogtt
gcataattcet
aaccaagtca
acgggataat
tteggggega
tcgtgeacee
aacaggaaqgqg
catactectte
atacatattt
aaaagtgcca

gegtatcacyg

ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaage
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagega
actacgatac
cgetcacegg
agtggtcetg
gtaagtagtt
gtgtcacgct
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtea
ttetgagaat
accgcgecac
aaactctcaa
aactgatett
caaaatgeeqg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacgtet

aggececttte

2280

2340

2400

2460

2529

2580

2640

2700

2760

28290

2880

2340

3000

3060

3120

3180

32490

3300

3360

3420

3480

3549

3600

3660

3663



<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético

<400> 13

Met

1

Lys

Ile

Len

Len

65

Gly

Phe

Asn

Pro

Len

145

Val

Ala

Ser

Glu

Ala

Glu

Phe

Gln

50

Asp

Ser

Len

Len

Asp

130

Asn

Len

Ser

Glu

Phe
210

Pro

Phe

Ala

35

Len

Lys

Val

Thr

Val

115

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

195

Len

Lys

Len

20

Ser

Thr

Len

Ser

Gln

100

Len

Phe

Ser

Ser

Ala

1380

Len

Len

Lys

Len

Ile

Phe

Val

Hisg

85

Len

Lys

Leu

Lys

Len

165

Ala

Arg

Tyr

ES 2773891 T3

Lys

Tyr

Thr

Val

Asp

70

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

150

Pro

Ser

Ala

Len

Arg

Len

Pro

Val

55

Glu

Arg

Pro

Ile

Val

135

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala
215

Lys

Ala

Arg

40

Thr

Ile

Leu

Phe

Glu

120

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

200

Gly

87

Val

Gly

25

Gln

Gln

Gly

Ser

Len

105

Gln

Thr

Thr

Val

Ser

185

Gly

Phe

His

10

Phe

Cys

Lys

Val

Glu

90

Lys

Len

Trp

Thr

Gly

170

Ser

Ser

Val

Met

Val

Tyr

Thr

Gly

75

Ile

Len

Pro

Val

Ser

155

Gly

Ser

Gly

Asp

Asn

Asp

Lys

Gln

60

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

140

Glu

Len

Pro

Thr

Gly
220

Thr

Gly

Phe

45

Arg

Val

Pro

Gln

Ala

125

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

205

Asp

Lys

Asp

30

Lys

Arg

Ile

Leu

Lys

110

Lys

Ile

Val

Pro

Ser

190

Tyr

Gly

Tyr

15

Gly

Hisg

Trp

Asp

Hisg

95

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

175

Gly

Asn

Ser

Asn

Ser

Glu

Phe

Gln

80

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

160

Gln

Ile

Lys

Ile



ES 2773891 T3

Ile Ala Gln Ile Lys Pro Asn Gln Ser Cys Lys Phe Lys His Gln Leun
225 230 235 240

Met Leu Thr Phe Thr Val Ala Gln Lys Thr Gln Arg Arg Trp Phe Leu
245 250 255

Asp Lys Leu Val Asp Glu Ile Gly Val Gly Tyr Val Ile Asp Ile Gly
260 265 270

Ser Val Ser Glu Tyr Arg Leu Ser Gln Ile Lys Pro Leu His Asn Phe
275 280 285

Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu Lys Leu Lys Gln Lys Gln Ala Asn
290 295 300

Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser Pro
305 310 315 320

Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala Leu
325 330 335

Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala Val
340 345 350

Leu Asp Ser Leu Ser Glu Lys Lys Lys Ser Ser Pro
355 360

<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 14
aaggcactcg tgtaaacgga ta 22

<210> 15

<211> 364

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético

<400> 15

Met Ala Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val His Met Asn Thr Lys Tyr Asn
1 5 10 15

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser
20 25 30

88



Ile

Leu

Leu

65

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

145

val

Ala

Ser

Glu

Trp

225

Glu

Asp

Ser

Lys

Arg

50

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

130

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

210

Ala

Leu

Lys

Ala

Ala

35

Leu

Lys

Val

Thr

Vval

115

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

135

Leu

Arg

val

Leu

Ser
275

Ile

Val

Leu

Ser

Gln

100

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

180

Leu

Leu

Ile

Phe

val

260

val

Ile

Phe

Val

Asp

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

165

Ala

Arg

Tyr

Lys

Gln

245

Asp

Tyr

ES 2773891 T3

Arg

Gln

Asp

70

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

150

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

230

Val

Glu

Arg

Pro

Val

55

Glu

Tyr

Pro

Ile

Val

135

Arg

Gly

Sar

Gly

Ala

215

Gly

Thr

Ile

Leu

Glu

40

Thr

Ile

Leu

Phe

Glu

120

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

200

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser
280

89

Gln

Gln

Gly

Sar

Leu

105

Gln

Thr

Thr

Val

Sar

185

Gly

Phe

Ser

Lys

val

265

Glu

Ser

Lys

Val

Glu

90

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

170

Ser

Ser

val

Tyr

Thr

250

Gly

Ile

Tyr

Thr

Gly

75

Ile

Leu

Pro

Val

Ser

155

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

235

Gln

Tyr

Lys

Lys

Gln

60

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

140

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

220

Phe

Arg

val

Pro

Phe

45

Arg

Val

Pro

Gln

Ala

125

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

205

Asp

Lys

Arg

Thr

Leu
285

Lys

Arg

Tyr

Leu

Lys

110

Lys

Ila

Val

Pro

Ser

130

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

270

His

His

Trp

Asp

His

95

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

175

Gly

Asn

Ser

Thr

Ile

255

Ala

Asn

Arg

Fhe

Arg

80

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

160

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

240

Leu

Gly

Phe



10

15

20

25

30

35

Leu

Leu

305

Asp

Asn

Leu

Thr

290

Val

Lys

Asp

Asp

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser

Leu

Lys

Leu

Lys

340

Leu

Gln

Ile

Glu

325

Thr

Ser

ES 2773891 T3

Pro

Ile

310

Val

Arg

Glu

Phe

295

Glu

Cys

Lys

Lys

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys

Lys

Leu

Trp

Thr

345

Lys

355 360

<210> 16

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 16
ggagggacat taatctgcat gcagtgatc 29

<210> 17

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 17
gtcttggttt gggttgtcta agcaacctc 29

<210> 18

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 18
cacaggtgtc cactcccagt tcaattacag ctcttaagg 39

<210> 19

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 19
cgatggccca ctacgtgaac catcacc 27

90

Leu

Pro

Val

330

Ser

Ser

Lys

Ser

315

Asp

Glu

Ser

Gln

300

Ala

Gln

Thr

Pro

Lys Gln Ala

Lys Glu Ser

Ile Ala Ala
335

Val Arg Ala
350

Asn

Pro

320

Leu

Val
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<210> 20

<211> 1821

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 20

cacaggtgtc

actataggct
goaccgaaga
tacctggegg
tgctacaagt
cgttggttee
agcgtetecyg
cagcccttoe
ctgcecctecg
ategeggeoec
ctggactccc
tecteggett
tecggeactg
ggctcecatca
ctogttttcee
gagatcgggy
atcaagccte
caggccaace
aagttectgyg
cgcaagacca
tcgteccecect

cagacatgat

cactccecagt
agcctcgage
agaagcgcaa
gcttegtega
tcaagcatca
tecgacaaget
actacatget
tgaagctcaa
ccaaggaatc
tcaacgacag
tccecaggate
ccetcaageee
gatacaacaa
tegeccagat
aggtcacgeca
tgggctatgt
tgcacaactt
tegtgetgaa
aggtgtgcac
cttecgagac
agacagtctc

aagatacatt

tcaattacag
cgccaccatg
ggtgcatatg
cggggacgge
gctgaggete
ggtggacgag
gagccagate
geagaageag
cccggacaag
caagacccge
cgtgggaggt
gggttoagyg
ggaattcotg
caagcegggt
gaagacacag
gatcgaccgc
cctgacccag
gatcatcgag
ctgggtggac
cgtcegegec
tcocgagaaga

gatgagtttyg

ctcttaagge
gcaccgaaga
aacaccaagt
tccatcaagg
cgtttecagg
atcggogtgg
aagcectotge
gocaaccteg
ttecetggagg
aagacgacct
ctatcgceat
atctcocgaag
ctotacotgg
cagtcoctaca
cgocogttgga
ggcagegect
ctoccageoect
cagetgeect
cagatcgecyg
gttctagaca
agaagtcgte

gacaaaccac

91

tagagtactt
agaagcgcaa
acaacaagga
cccagatctt
tcacccagaa
gctacgtgac
acaacttcet
tgctgaagat
tgtgcacgtg
cggagacggt
ctcaggeatc
cactcagage
cgggettegt
agttcaagcea
tcctegacaa
ccgactaccg
tectgaaget
ccgecaagga
ctetgaacga
gtctetecga
ccoctagegy

aactagaatyg

aatacgactc
ggtgcatatg
gttectgete
tccgaaccaqg
gacacagcge
tgaccgogge
gacccagete
catcgagcag
ggtggaccag
gegggeggte
cagcgccogea
tggagcaggt
ggacggggac
tacecetgeag
gctggtggac
cctgagegag
caagcagaag
atceceggac
ctocaagace
gaagaagaaqg
cegettogag

cagtgaaaaa

60

120

180

2410

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

2Q0

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
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aatgetttat
ataaacaagt
gggaggtttt
tcegggotgg
cctgaatgge
acgcgcageg
cottecttte
ttagggttee

ggtteocacgta

ttgtgaaatt
taacaacaac
ttaaagcaag
cgtaatagcg
gaatggacgc
tgacegetac
tegocacgtt
gatttagtge

gtgggecate

ES 2773891 T3

tgtgatgcta
aattgcattc
taaaacctet
aagaggcccg
gccctgtage
acttgccage
cgocggettt

tttacggcac

g

ttgctttatt
attttatgtt
acaaatgtgg
caccgatcge
ggcgcattaa
gocctagege
coccogtcaag

ctegaccoeca

<210> 21

<211> 1821

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 21

cacaggtgte

actataggcect
gcaccgaaga
tacctggcgg
tcctgcaagt
cgttggttce
agcegtcteoeg
cagcectteo
ctgeecteeg
atcgccgetce
ctagacagte
teccteggett
teecggeactg
ggctecatet
ctetggtteg
gagatcggag

atcaagccte

cactcccagt
agcctcgage
agaagcgcaa
gcttcgtgga
tcaagcatca
tcgacaagcet
actacatcet
tgaagctcaa
ccaaggaate
tgaacgactc
tcccaggatc
cctcaagcec
gatacaacaa
acgeagggat
tggtcageca
tgggctacgt

tgcacaactt

tcaattacag
cgccaccatg
ggtgcatatg
cggggacggc
gctgegecte
ggtggacgag
gagaegagatc
gcagaaqgoaqg
cocggacaag
caagacccgc
cgtgggaggt
gggttcaggg
ggaattectg
cgogocgaac
gaagacacag
gattgacaat

cctgacccag

ctcttaagge
gcaccgaaga
aacaccaagt
tccatecatcg
accttcecagg
atcggggtgg
aagcctetge
gocaacceteg
ttectggagy
aagaccactt
ctatcgecat
atctccgaag
ctcotacetgyg
cagtcectgea
cgecgttggt
ggcagegtet

ctccageccet

92

tgtaaccatt
tcaggttcag
taaaatcgat
ccttececaac
gegyggoggy
cegetecttt
ctotaaateg

aaaaacttga

tagagtactt
agaagcgcaa
acaacaagga
cccagatcoce
tcacgcagaa
gctacgtgeg
acaacttcet
tgotgaagat
tgtgcacctg
ccgagactgt
ctcaggecatc
cactcagagc
cgggettegt
agttcaagea
tectegacaa
cccattaccyg

tcctgaaget

ataagctgca
ggggagatgt
aagatcttga
agttgcgcag
tgtggtggtt
cgetttette
ggggcetecct

ttagggtgat

aatacgactc
ggtgcatatg
gttoctgete
gococgaaccag
gacacagcge
cgaccgcgge
gacccagecte
catogageag
ggtggaccag
cogogeegtt
cagcgecgea
tggagcaggt
ggacggggac
teagetgege
getggtggac
cctgagegag

caagcagaaqg

1380

1440

1500

1560

1620Q

1580

1740

1800

1821

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

72Q

780

840

900

260

1020
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caggccaacc tcgtgctgaa gatcatcgag cagctgccoct ccgccaagga atccoccoggac 1080
aagttcctgg aggtgtgcac ctgggtggac cagatcgccg ctttgaacga ctccaagacce 1140
cgcaagacca cttccgagac tgtccgcgcce gttctagaca gtcoctcoctocga gaagaagaag 1200
tegtecceet agacagtete tcegagaaga agaagtcegte cccctagegg cegetteogag 1260
cagacatgat aagatacatt gatgagtttg gacaaaccac aactagaatg cagtgaaaaa 1320
aatgetttat ttgtgaaatt tgtgatgcta ttgetttatt tgtaaccatt ataagetgea 1380
ataaacaagt taacaacaac aattgcattc attttatgtt tcaggttcag ggggagatgt 1440
gggaggtttt ttaaagcaag taaaacctct acaaatgbgg taaaatcgat aagatcttga 1500
tccgggctgg cgtaatageg aagaggcoccyg caccgatcge ccttcoccaac agttgcogcag 1560
cctgaatgge gaatggacge geectgtage ggegeattaa gegeggeggyg tgtggtggtt 1620
acgegceageg tgaccgetae acttgoecage gecctagege cogetcettt cgetttette 1680
ccttecttte tegecacgtt cgecggettt cecegtcaag ctetaaateg ggggetceect 1740
ttagggttcc gatttagtgc tttacggcac ctcgacccca aaaaacttga ttagggtgat 1800
ggttcacgta gtgggccatc g 1821

<210> 22

<211> 1821

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 22

93
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cacaggtgtc cactcccagt tcaattacag ctcttaagge tagagtactt aatacgactce 60
actatagget agecctecgage cgecaccatg goaccgaaga agaagoegcaa ggtgcatatg 120
gcaccgaaga agaagocgcecaa ggtgecatatg aacaccaagh acaacaagga gttcectgcete 180
tacctggegg gottecgtoga cggggacgge tcocatcaagg ccattatceg gecagagecag 240
tcetacaagt tcaageateg cotgeggcte gttttccagg tcacgcagaa gacacagogoe 300
cgttggtteec tcocgacaaget ggtggacgag atcggggtgg gcetacgtgta cgacegegge 360
agcegtcteoeg actactatet gagcecgagatc aagectctge acaacttect gacccagete 420
cagccctteoc tgaagetcaa gecagaagcag gocaaceteyg tgetgaagat catcgageag 480
ctgocccteocg ccaaggaatc cccggacaag tteoctggagg tgtgeocacgtg ggtggaccag 540
atcgcggeee tcaacgacag caagaccoge aagacgaccet cggagacggt gogagoggte 500
ctggactcec tcececaggate cgtgggaggt ctatcegecat ctecaggeate cageogeoegea 660
tceteggett cetcaagece gggttecaggy atcetceogaag cactcagage tggagoaggt 720
tceggecactyg gatacaacaa ggaattectg ctetacetgg cgggettegt ggacggggac 780
ggctecatet gggeceggat caageegggg cagtcectaca agttcaagea taccctggag 840
ctegtgttee aggtcaceca gaagacacag cgecegttgga tectogacaa getggtggac 900
gagatcgggg tgggctacgt gaccgacgcc ggcagcgcct cegtctaceg cctgagegag 360
atcaagcctc tgecacaactt cctgacccag ctecageccet toctgaagect caagcagaag 1020
caggccaace tcgtgoctgaa gatecatcgag cagectgecet cocgecaagga atcccoggac 1080
aagttceetgg aggtgtgcac ctgggtggac cagatcgeceg ctetgaacga ctocaagace 1140
cgeaagacea cttecgagac cgtecgegec gttotagaca gtotcteocga gaagaagaaqg 1200
tegtececet agacagtote tccgagaaga agaagtegte ceccctagegqg cogettegaq 1260
cagacatgat aagatacatt gatgagtttg gacaaaccac aactagaatg cagtgaaaaa 1320Q
aatgctttat ttgtgaaatt tgtgatgcta ttgctttatt tgtaaccatt ataagectgea 1380Q
ataaacaagt taacaacaac aattgcattc attttatgtt tcaggttcag ggggagatgt 144Q
gggaggtttt ttaasageaag taaaacctet acaaatgtgg taaaatcgat aagatcttga 1500
teegggetgy egtaatageg aagaggeceg caccgatcege cetteecaac agttgegeaq 1560
cctgaatgge gaatggacge gecctgtage ggegcattaa gegeggeggqg tgtggtggtt 1620
acgcgcageyg tgaccgetac acttgecage gooctagoge cogetecttt cgetttette 1680
cctteocttte togecacgtt cgoeggettt ccoccgtcaag ctoctaaatcg ggggetcocet 1740
ttagggttcc gatttagtge tttacggecac ctecgaceccca aaaaacttga ttagggtgat 180Q
ggttcacgta gtgggecate g 1821
<210> 23
<211> 34
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 23
tgacagctct ggccttaagt gcctacgaaa ctag 34

<210> 24

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 24
gtctttccte tttgetgtag ccttggtaga actactgec 39

<210> 25

<211> 5653

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 25

95



tocgogegttt
cagcttgtct
ttggcgggty
accatatgeg
attegecatt
tacgccaget
tttcocccagte
ctgggctgca
tcteocttotg
ccagtgtgaa
atcatctctg
aaaacacacc
tttataatta
gtgcttttaa
tagaatggga
agttagggty
tcaattagte
aaagcatgea
coctaactcee
atgcagaggc
ttggaggcta
acttcaaget
cgogacgteg
gtggaggacyg

caggaccagg

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggctgyg
gtgtgaaata
caggcetgege
ggcgaaaggg
acgacgttgt
gccctgogoe
atggccatag
aatgcacaga
gaataagcac
tocettectt
aaatttctaa
agatactatt
agttccagaa
tggaaagtee
agcaacdagyg
teteaattag
gcccagttoe
cgaggccgcc
ccatggagaa
tggcactgyy
coeggageggt
acttegecgy

tggtgccgga
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ggtgaaaacc
gcegggagea
cttaactatg
cegcacagat
aactgttggg
ggatgtgetg
aaaacgacgg
attcagccat
gattagaaga
ctacatgctg
tacatttaca
cactgtceteoc
gtatctttce
ttaaattatg
tttaaggcct
ccaggetace
tgtggaaagt
teagcaacca
gocccattcte
tcggectetg
gttactatte
taccgecaag
cgagtteotgg
tgtggteegyg

caacaccctg

tectgacacat
gacaagcccyg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatce
caaggcgatt
ccagtgaatt
gecaccaggct
taagggactc
gtagatcage
gggttcaaac
catttetttyg
agaaatactt
aaaatggtta
catatggatc
cagoaggeayg
codoaggete
tagteccgee
cgcceceatgy
agctattcca
cgaagttcct
ttgaccagtyg
acdgaccgyge
gacgacgtga

gcotgggtgt

96

gcagctcccg
tcagggcegeg
gcagattgta
aaaataccge
ggtgcgggec
aagttgggta
ccatacccag
actccctoct
tagtgcaggt
acttcaaact
ctcaatgaat
gttcccatet
cacacatgtt
tattagttga
ccagctgtgg
aagtatgcaa
cccageagge
cctaacteey
ctgactaatt
gaagtagtga
attctctaga
cegttecggt
toegggttete
ccctgtteat

gggtgogegg

gagacggtca
tcagcgggty
ctgagagtgc
atcaggegec
tettogetat
acgccagggt
gggagctgta
cttccagectt
caactgctga
actgttcace
ataaacaaac
ccacatagaa
ataagcaaat
gataaaagaa
aatgtgtgtce
agcatgecate
agaagtatge
cecatecege
ttttttattt
ggaggctttt
aagtatagga
getoacoegeg
cogggactte
cagegeggte

cctggacgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500



ctgtacgcog
atgacecgaga
aactgcgtge
tgegggacge
atcagcocgcet
gaagaaggca
tggageceegt
gtetggtgte
aaccttactt
aggtaaatat
tattttagat
aggaaaacct
ctecaacattc
cagaattgct
ctatttacac
ctgtaacctt
cacacaggea
ttttaatttyg
ataatcagcc
cocctgaace
tataatggtt
ctgcattcta
aggaagetoco
cataggcetge
ctagggtagg
acctetetga
cagaggagcg
ccttagttge
cctetetgtt
acacagggct
aagcecccagc

aggggcactc

agtggtcgga
teggegagoa
acttcgtgge
gegaattgaa
acagtcaaca
catggctgaa
cagtatcgge
aaaaataata
ctgtggtgty
aaaattttta
tccaacctat
gttttgetea
tactececteea
aagttttttg
cacaaaggaa
tataagtagg
tagagtgtet
taaaggggtt
ataccacatt
tgaaacataa
acaaataaag
gttgtggttt
tetgtgtoct
ccatccacce
tgtactagat
cagccctgeco
aaggagaaaa
atggcacace
cttgectetta
ctgtgggagy
cctacteega

ttgccaaaga
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ggtogtgtec
geegtggggy
cgaggagcaqg
ttatggecca
gcaactgatg
tatcgacggt
ggaattccag
ataacogggce
acataattgyg
agtgtataat
ggaactgatyg
gaagaaatge
aaaaagaaga
agtcatgctg
aaagotgoac
cataacagtt
gotattaata
aataaggaat
tgtagaggtt
aatgaatgea
caatagcatc
gtccaaactc
cataaaccct
tactagtata
cagegeteag
attgtcacag
gatgtgagac
agtgttaggg
ttaccacecag
gaatcagtcce
atccccacaa

gaagcaccat

acgaacttcc
cgggagtteg
gactgacace
caccagtgge
gaaaccagce
ttecatatgy
ctgagegeeg
aggggggatc
acaaactacc
gtgttaaact
aatgggagca
catctagtga
gaaaggtaga
tgtttagtaa
tgetatacaa
ataatcataa
actatgetea
atttgatgta
ttacttgett
attgttgttg
acaaatttca
atcaatgtat
aaccteoctet
tgaaaatata
ctocatacea
agaagtttet
ctccecaagtc
agtcggggaa
aaagaggttg
caggettetyg
gtacagcaaa

tggaatagcc
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gggacgcctc
cectgegega
cgagcgaaaa
goggegactt
atcgocatet
ggattggtgg
gtegetacca
tgcatggate
tacagagatt
actgatteta
gtggtggaat
tgatgagget
agaccccaag
tagaactctt
gaagattatyg
catactgttt
aaaattgtgt
tagtgeetty
taaaaaacct
ttaacttgtt
caaataaage
cttatcatgt
acttgagagy
aagcgcettte
tgaagecata
gteoaccagtg
aaagtcatct
acacagccat
cttagacaac
geacatgeta
tatcagatta

atgcttgaga

cgggccggcc
cooggoegye
cggtctgoge
ccagtteoaac
gctgcacgeg
cgacgactcc
ttaccagttg
tttgtgaagg
taaagctcta
attgtttgtg
geckttaatg
actgetgact
gacttteoett
gcocttgotttg
gaaaaatatt
tttettacte
accotttaget
actagagatc
ccoacacctce
tattgraget
atttttttca
ctggatccce
acattccaat
tecttttaagt
caggagtcag
ctcatgetgt
atggataaaa
agcccagett
ccaaaccaaqg
tgtcaccgga
tagcatttaa

actaagcttg

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

20490

2100

2160

2220

2280

2340

2400

24460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2380

2340

3000

3060

3129

31840

3240

3300

3360

3420



gegtaatcat
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
teectegetea
tcaaaggcgy
gcaaaaggcc
aggetcegee
ccgacaggac
gttceogacee
ctttectcata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attageocagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaage
tetacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
ataotcagega
actacgatac
cgetecacegy
agtggtectg
gtaagtagtt
gtgtcacgct
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttectgagaat

accgcgccac

ggtcataget
ccggaagcat
cgttgogete
toggocaacy
ctgacteget
taatacggtt
agcaaaaggc
ccectgacga
tataaagata
tgccgettac
gectcacgetyg
acgaaccece
acccggtaag
cgaggtatgt
gaagaacagt
gtagetottg
agcagattace
ctgacgctea
ggatctteac
atgagtaaac
totgteotatt
gggagggctt
ctecagattt
caactttate
cgccagttaa
cgtcgtttgg
ccoccatgtt
agttggcoege
tgccatcegt
agtgtatgeg

atagcagaac
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gtttectgtg
aaagtgtaaa
actgcoeget
cgcggyggaga
gageteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacctg
taggtatctce
cgttcageece
acacgactta
aggeggtget
atttggtate
atccggeaaa
gogeagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtetgac
tegtteatoc
accatctgge
atcagcaata
cgoctecate
tagtttgege
tatggecttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gogaccgagh

tttaaaagtg

tgaaattgtt

gectggggty
tteccagtogg
ggcggtttige
gtteggetge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacget
ccoccctggaa
tcegecttte
agtteggtgt
gaccgetgeg
tegccactgy
acagagttet
tgegetetge
caaaccacaeyg
aaaggatcte
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgeet
cccagtgetg
aaccagocaq
cagtctatta
aacgttgttyg
ttcagctecg
geggttaget
ctecatggtta
tctgtgactyg
tgctettgee

ctecatcattg
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atcogetecac
cctaatgagt
gaaacctgte
gtattgggcyg
ggcgagcggt
acgcaggaaa
cgttgectgge
caagtcagag
gctcccteogt
teccettocggg
aggtcogtteg
ccttatcegg
cagcagccac
tgaagtggtyg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatoe
aagggatttt
aatgaagttt
gottaatcag
gactocoegt
caatgatacc
coggaaggge
attgttgeeg
ccattgetac
gttcccaacg
cettoggtee
tggcagcact
gtgagtactc
cggogtcaat

gaaaacgttc

aattccacac
gagctaactc
gtgccagetg
ctettooget
atcagctecac
gaacatgtga
gtttttececat
gtggcgaaac
gegetectect
aagcgtggeg
ctccaagety
taactatcgt
tggtaacagy
goctaactac
tacecttegga
tggttttttt
tttgatettt
ggtcatgaga
taaatcaate
tgaggeacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagegeaga
ggaagctaga
aggecategtyg
atcaaggcga
tecgategtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat

ttcggggcga

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280



10

15

20

aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgcecg
ctttttcaat
gaatgtattt

cctgacgtet

ggatcttace
cagcateottt
caaaaaaggy
attattgaag
agaaaaataa

aagaaaccat
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getgttgaga
tactttcace
aataagggcyg
catttatcag
acaaataggg

tattatcatg

tecagttega
agegtttetg
acacggaaat
ggttattgte
gttecgecgea

acattaacct

aggececttte gte

<210> 26

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 26
agatgcatgc tttgcatact tctgcctge 29

<210> 27

<211> 5785

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 27

gacggatcgg
ccgecatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagtteccg
ccocgoccatt
attgacgtca
atcatatgec
atgoccagta
tcegetattac
actecacgggg

aaaaktcaacg

gagatctcce
aagccagtat
ttaagctaca
gegttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgecce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt

ggactttcca

gatcccctat
ctgctcocectg
acaaggcaag
ctgcttegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggacttte
cggttttgge
ctccacccca

aaatgtcgta

ggtgcactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgggc
ttacggggte
atggceccogec
ttcccatagt
aaactgeccca
tcaatgacgg
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtcaa

acaacteccge

99

tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttccceg

ataaaaatag

cagtacaatc
ggaggtcegct
caattgcatg
cagatatacg
attagttecat
tggectgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggecece
gtacatctac
tgggegtgga
tgggagttty

cccattgacy

tegtgeaccee
aacaggaagqg
catactette
atacatattt

aaaagtgcca

gcgtatcacyg

tgctctgatg
gagtagtgeg
aagaatctge
cgttgacatt
agcoccatata
cccaacgace
gggactttecc
catcaagtgt
gcectggeatt
gtattagtca
tageggtttyg
ttttggcace

caaatgggeg

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5653

60
120
180
240
300
360
4290
480
540
600
660
72Q

780



gtaggegtgt
ctgettactg
gtttaaactt
tgoecatect
agggogaggyg
agetgeeocegt
gocgctacoc
acgtocagga
tgaagttega
aggacggcoaa
tcatggeega
aggacggcayg
ccgtgectget
acgagaagcyg
gcatggacga
tccagcacag
gactgtgoet
cotggaaggt
tetgagtagg
ttgggaagac
aagaaccago
ggcgggtgty
toctttoget
aaatoggggy
acttgattag
agaaagtata
gtttectgatce
atctegtget
cgocegatggt
gattccggaa

ccgtgcacag

acggtgyggayg
gcttatecgaa
aagcttagec
ggtcgagetyg
cgatgceoaceo
gecotggece
cgaccacatg
gegeoaccata
gggogacacca
cateoctgggyg
caagcagaag
cgtgcagetce
gccogacaac
cgatcacatg
gctgtacaag
tggcggecge
tetagttgee
gecactooca
tgtcatteta
aatagcaggc
tggggcteta
gtggttacge
ttctteooott
ctecctttag
ggtgatggtt
ggaacttecct
gaaaagttcg
ttcagctteg
ttctacaaag
gtgcttgaca

ggtgtcacgt
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gtcoctatataa
attaatacga
accatggtga
gacggcgacg
tacggcaage
accctegtga
aagoagcacyg
ttetteoaagg
ctggtgaacc
cacaagetygg
aacggcatca
gocgaccach
cactacctga
gtectgetgg
taaggatcca
tcgagtctag
agccatctgt
ctgtecttte
ttetgggggg
atgctgggga
gggggtatce
goagogtgac
cctttotoge
ggttecgatt
cacgtaccta
tggccaaaaa
acagcgtcte
atgtaggagg
ategttatgt
ttggggaatt

tgcaagacct

gcagagetct
ctcactatag
gcaagggcga
taaacggeca
tgaccctgaa
ccaccctgac
acttcttcaa
acgacggeaa
gcatcgaget
agtacaacta
aggtgaactt
accagcagaa
gcacccagtc
agttcgtgac
ctagtccagt
agggeccgtt
tgtttgocece
ctaataaaat
tggggtgggg
tgcggtgggce
ccacgogecce
cgeoctacactt
cacgttogeo
tagtgettta
gaagtteocta
geetgaacte
cgacctgatg
gegtggatat
ttatcggcac
cagcgagagc

gcctgaaacc

100

ctggctaact
ggagacccaa
ggagctgttc
caagttcage
gttcatotge
ctacggagtg
gtoogocatyg
ctacaagace
gaagggcate
caacageocac
caagatcege
cacccccate
cgccctgage
cgcocgccyggy
gtggtggaat
taaacccget
tccecegtge
gaggaaattg
caggacagea
tectatggett
tgtagoggeyg
gocagegoce
ggctttocoe
cggeaceteg
tteogaagtt
accgegacgt
cagctctegg
gtceotgeggyg
tttgecatcgg
ctgacctatt

gaactgceccg

agagaaccca
gctggetage
accggggtgg
gtgtceggeg
accaccggca
cagtgettea
coogaagget
cgoegocgagy
gacttcaagg
aacgtctata
cacaacateg
ggcgacggec
daadgacccca
atcactctcyg
tckgeoagata
gatcagcctc
cttccttgac
catcgeattyg
agggggagga
ctgaggcgga
cattaageoge
tagogooeygc
gtoaagetet
acccecaaaaa
cctattctet
ctgtegagaa
agggcgaaga
taaatagetg
ccgegceteeco
gecatctcoeceyg

ctgttctgeca

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



geeggtegeyg
cggeccatte
gattgctgat
cgtegogeag
cetegtgeac
ggtcattgac
cttetggagy
tcoggagett
actctatcag
cgacgcaatc
cgeggocegte
cagecactogt
cttctatgaa
gcgeggggat
tggttacaaa
ttoctagttgt
ctctagctag
gctcacaatt
atgagtgage
cctgtcgtge
tgggegetet
agcggtatca
aggaaagaac
gebggogttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttegggaage
cgttogetcec
atccggtaac
agoccactggt

gtggtggcct

gecagttace

gaggecatgg
ggaccgcaaqg
ccecatgtgt
getetegatg
goeggatttog
tggagcgagyg
cegtggttygg
gcaggatoge
agettggtty
gtecgatecg
tggaccgatyg
cogagggaaa
aggttgggct
ctecatgectgg
taaagcaata
ggtttgtcca
agcttggegt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgcatt
teegekteoct
gctcactecaa
atgtgagcaa
ttecatagge
cgaaacccga
tctectgtte
gtggecgettt
aagoetggget
tatcgtctty
aacaggatta
aactacggct

tteggaaaaa
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atgcgataege
gaatcggtca
atcactggea
agctgatget
gctccaacaa
cgatgttegy
cttgtatgga
cgeggctocyg
acggcaattt
gagocgggac
gctgtgtaga
aggaatagca
teggaatcgt
agttcttege
goatcacaaa
aactcatcaa
aatcatggtc
tacgagecgyg
taattgegtt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tocgeeccoe
caggactata
cgaccctgec
ctcatagetce
gtgtgcacga
agtccaacce
gocagagoegag
acactagaag

gagttggtag

tgeggeegat
atacactaca
aactgtgatyg
ttgggoegay
tgtcctgacy
ggattcccaa
goagcagacqg
ggcgtatatg
cgatgatgea
tgtegggegt
agtactcgee
cegtactacga
tttececgggac
ccaccccaac
ttteacaaat
tgtatcttat
atagctgttt
aagcataaag
gcgetcactg
ccaacgcgcg
ctegetgege
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttacegga
acgctgtagyg
acccccogtt
ggtaagacac
gtatgtaggcec
gacagtattt

ctattgatee

101

cttagecaga
tggcgtgatt
gacgacacaoy
gactgececeg
gacaatggec
tacgaggtey
cgetactteg
ctceogeattyg
gettgggege
acacaaatcg
gatagtggaa
gatttegatt
gocoggcetgga
ttgtttattg
aaagcatttt
catgtctgta
cctgtgtgaa
tgtaaagcct
ceecgetttec
gggagaggcg
tcggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gaogtttecece
tacctgteoy
tatctcagtt
cagccogacce
gacttatcge
ggtgctacag
ggtatctgeg

ggcaaacaaa

cgagegggtt
tcatatgege
tcagtgegte
aagteeggea
gcataacagce
ccaacatctt
agoggaggea
gtcttgacca
agggtcgatyg
ccogeagaag
accgacgccc
coacogoage
tgatcctcca
cagcttataa
ttteactgoa
taccgtcgac
attgttatcc
ggggtgcecta
agtcgggaaa
gtttgegtat
ggctgeggeg
gggataacgc
aggccgcegtt
gacgetcaag
ctggaagctc
ccttteteee
cggtgtaggt
gctgogoott
cactggcage
agttcttgaa
ctctgetgaa

ccacegetgyg

2700

2760

2820

2880

2940

2000

3060

3120

3180

32490

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

39090

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560
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15

tageggtggt
agatcctttg
gattttggte
aagttttaaa
aatcagtgag
ccecgtegty
gataccgcga
aagggccgag
ttgcogggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggtecteeg
agcactgcat
gtactcaace
gtcaatacgg
acgttctteg
acccactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gageggatac

toccecgaaaa

ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
ategtggtgt
aggegagtta
ategttgtca
aattctetta
aagtcattct
gataataccyg
gggeogaaaac
goacccoaact
ggaaggcaaa
ctetteoecttt

atatttgaat

gtgccaccty
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gcaagcagea
cggggtoctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggctece
gtcectgeaac
gtagttegee
cacgcteogte
catgatecceoe
gaagtaagtt
ctgtcatgce
gagaatagtg
cgccacatag
tetcaaggat
gatcttoage
atgccgeaaa
ttcaatatta
gtatttagaa

acgtc

gattacgege
cgetecagtgyg
cttecacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatccgec
agttaatagt
gtttggtatyg
catgttgtge
ggccgeagtg
atccgtaaga
tatgeggoga
cagaacttta
cttacegetyg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt

aaataaacaa

<210> 28

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 28
cagaaacttc tcgacagacg tcgcggtgag 30

<210> 29

<211> 364

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético

<400> 29

102

agaaaaaaaqg
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatocatag
tetggoeccoa
gcaataaacc
teccatccagt
ttgecgcaacg
gcttecattea
aaaaaagegyg
ttatcactea
tgecttttetg
cogagttget
aaagtgctca
ttgagatccea
ttcaccageg
agggcgacac
tatcagggtt

ataggggttc

gatctcaaga
cacgttaagyg
attaaaaatg
accaatgctt
ttgeoctgact
gtgctgecaat
agccagceegyg
ctattaattg
ttgttgccat
gctocggtte
ttagetectt
tggttatgge
tgactggtga
cttgeoccegyge
tcattggaaa
gttegatgta
tttetgggtyg
ggaaatgttg
attgtctcat

cgoegeacatt

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4380

5040

5100

5160

5220

5280

5349

54040

54640

5520

5580

5640

5700

5760

5785



Met

Lys

Ile

Leu

Leu

65

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

145

Val

Ala

Ser

Glu

Phe
225

Ala

Glu

Cys

Val

50

Asp

Ser

Leu

Len

Asp

130

Asn

Len

Ser

Glu

Phe

210

Ala

Pro

Phe

Ala

35

Len

Lys

Val

Thr

Val

115

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

155

Len

Thr

Lys

Leu

20

Ser

Arg

Leu

Ser

Gln

100

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

180

Leu

Leu

Ile

Lys

Leu

Ile

Phe

Val

Arg

85

Leun

Lys

Leu

Lys

Len

165

Ala

Tyr

Cys
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Lys

Tyr

Arg

Glu

Asp

70

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

150

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro
230

Arg

Leu

Pro

Val

55

Glu

Tyr

Pro

Ile

Val

135

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

215

Arg

Lys

Ala

Glu

40

Thr

Ile

Len

Phe

Glu

120

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

200

Gly

Gln

103

val

Gly

25

Gln

Gln

Gly

Ser

Len

105

Gln

Thr

Thr

Val

Ser

185

Gly

Phe

Gln

His

10

Phe

Glu

Lys

Val

Gln

90

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

170

Ser

Ser

val

Tyr

Met

Val

Arg

Thr

Gly

75

Ile

Leu

Pro

Val

Ser

155

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys
235

Asn

Asp

Lys

Gln

60

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

140

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

220

Phe

Thr

Gly

Phe

45

Arg

Val

Pro

Gln

Ala

125

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

205

Asp

Lys

Lys

Asp

30

Lys

Arg

Tyr

Leu

Lys

110

Lys

Ile

Val

Pro

Ser

130

Tyr

Gly

His

Tyr

15

Gly

His

Trp

Asp

His

95

Gln

Glu

Ala

aArg

Ser

175

Gly

Asn

Ser

Gln

Asn

Ser

Arg

Phe

Ser

80

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

140

Gln

Ile

Lys

Ile

Len
240



10

15

20

25

Arg

Asp

Ser

Leu

Leu

305

Asp

Aszsn

Leu

<210> 30
<211> 22
<212> ADN

Leu

Lys

Val

Thr

290

Val

Lys

Asp

Asp

Arg

Leu

Ser

275

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
355

<213> Secuencia artificial

<220>

Phe

Val

260

Arg

Leu

Lys

Leu

Lys

340

Leu

Glu

245

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

325

Thr

Ser
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Val

Glu

Gly

Pro

Ile

310

Val

Arg

Glu

Asp

Ile

Leu

Phe

295

Glu

Cys

Lys

Lys

Gln

Gly

Ser

280

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
360

Lys

Val

265

Glu

Lys

Leu

Trp

Thr

345

Lys

Thr

250

Gly

Ile

Leu

Fro

Val

330

Ser

Ser

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleoétido sintético

<400> 30

cagcacgtct caccccaccc ct

<210> 31
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

22

<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 31

ggaatctgac tgtggtaagc ctgtacac 28

<210> 32
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético

104

Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser

315

Asp

Glu

Ser

Arg

Val

Pro

Gln

300

Ala

Gln

Thr

Fro

Arg

Tyr

Leu

285

Lys

Lys

Ile

Val

Trp

Asp

270

His

Gln

Glu

Ala

Arg
350

Phe
255

Leu

Asn

Ala

Ser

Ala

335

Ala

Leu

Gly

Phe

Aszn

Fro

320

Leu

Val
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<400> 32
cagcactcag gaggtagagg cagg 24

<210> 33

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleodtido sintético

<400> 33
tcttactgac atccactttg cctttctctc cacagg 36

<210> 34

<211>130

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripciéon de secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 34

acttgtttat tgcagcttat aatggttaca aataaagcaa tagcatcaca aatttcacaa
ataaagcatt tttttcactg cattctagtt gtggtttgtc caaactcatc aatgtatctt

atcatgtetg

<210> 35

<211> 225

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 35

ctgtgcette tagttgecag ccatctgttg tttgoccocte ceocegtgect tecttgaceco

tggaaggtge cactceccact gtectttect aataamaatga ggaaattgeca tcocgecattgte

tgagtaggty tcattctatt ctggggggty gggtggggca ggacageaag ggggaggatt

gggaagacaa tagcaggcat geotgoggatg cggtgggete tatgg

<210> 36

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 36

Met Ala Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val
1 5

105

60

120

130

60

120

180

225
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<210> 37

<211> 53

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 37
gaatgggaag ttccagaatt taaggcctca tatgaaaata taaagcgctt tct

<210> 38

<211> 36

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 38
gaatgggaag ttccagaatt taataaagcg ctttct 36

<210> 39

<211> 28

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 39
gaatgggaag ttccagaaag cgctttct 28

<210> 40

<211> 27

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 40
gaatgggaag ttccagaagc gctttct 27

<210> 41

<211> 69

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 41

tctgaaagcc agaagagcoct agacagatag atgtcttgoa tactctagag actacagatg

coggeocag

<210> 42

<211> 58

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 42

53

tctgaaagcc agaagagcct agacatgcat actctagaga ctacagatgc cggcccag

<210> 43

<211> 49

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 43
tctgaaagcc agaagagcct agacagatag atgtcagatg ccggcccag 49

106

58
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<210> 44

<211> 36

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 44
tctgaaagcc agaagagcct acagatgccg gcccag 36

<210> 45

<211> 51

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 45
tctgaaagcc agaagagcct agacagatag atgtcttgca tgccggcecca g 51

<210> 46

<211> 65

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 46

tctgaaagec agaagagect agacagatag atgtcttget ctagagacta cagatgecgg

cccag

<210> 47

<211> 67

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 47

tctgaaagec agaagagecct agacagatag atgtcttata ctctagagac tacagatgcec

ggeccag

<210> 48

<211> 38

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 48
tctgaaagcc agaagagcct agacagatgc cggcccag 38

<210> 49

<211> 54

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 49
tctgaaagcc agaagagcct agacagatag atgtctttac agatgccgac ccag 54

<210> 50

<211> 65

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 50

107

60

65

60

67
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tctgaaagecec agaagagoct agacagatag atgtcttget ctagagacta cagatgcecgg

cccag

<210> 51

<211> 69

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 51

tctgaaagce agaagagcct agacagatag atgtcotttge atactctaga gactacagat

gocggeaea

<210> 52

<211>75

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 52

gatgetttat toctagagac caatttaagg cactegtgta aacggataat ggacatggtg

agcaaccagc accocc

<210> 53

<211> 69

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 53

gatgctttat tcctagagac caatttaagg cactcgtgtg taatggacat ggtgagcaac

cagcacccc

<210> 54

<211> 74

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 54

gatgcetttat tcoctagagac caatttaagg cactegtgta acggataatg gacatggtga

gcaacoagda ccog

<210> 55

<211> 71

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 55

108

60

65

60

69

60

75

60

69

60

74
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gatgctttat tcctagagac caatttaagg cactcaaacg gataatggac atggtgagea

accagcaccc C

<210> 56

<211>73

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 56

gatgetttat tectagagac caatttaagyg cactegtaza cggataatgg acatggtgag

caaccagcac ccc

<210> 57

<211> 74

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 57

gatgctttat tcctagagac caatttaagg cgctgtgtaa acggataatg gacatggtga

gcaaccagca CCccc

<210> 58

<211>75

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 58

gatgetttat tcoctagagac caatttaagg cattcogtgta aacggataat ggacatggtg

agcaaccagc acccc

<210> 59

<211>75

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 59

gatgetttat tectagagace caatttaagg cactecatgta aacggataat ggacatggtg
agcaaccage aceec

<210> 60

<211>75

<212> ADN
<213> Cricetulus griseus

<400> 60

109

60

71

60

73

60

74

60

75

60

75
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gatgectttat teoctagagac caatttaagg cgcteogtgta aacggataat ggacatggtg

agcaaccaqgc acccc

<210> 61

<211>75

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 61

gatgctttat tcctagagac caatttaagg cactocgeogta aacggataat ggacatggtg

agcaaccagc acccc

<210> 62

<211>75

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 62

gatgctttat tcctagagac caatttaagg cacacgtgta aacggataat ggacatggtg

agcaaccagc acccc

<210> 63

<211> 74

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 63

gatgctttat tcctagagac caatttaagg cactcgtgtg taaacggata atggacatgg

tgagraaceca geac

<210> 64

<211> 57

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 64
gatgctttat tcctagagac caatttaagg catggtgagt aaccgagcaa ccagcac 57

110

60

75

60

75

60

75

60

74
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la insercion de una secuencia exdgena en un locus que se pueda amplificar de una célula
de mamifero que comprende:

(a) proporcionar una célula de mamifero que tiene un sitio diana enddégeno proximal a un gen de seleccion
enddgeno en el locus que se puede amplificar, en el que el sitio diana endégeno esta de 0 a 100.000 pares de
bases corriente abajo de la region reguladora 3’ del gen de seleccion endégeno o de 0 a 100.000 pares de bases
corriente arriba de la region reguladora 5 del gen de selecciéon enddgeno, en el que el sitio diana endégeno
comprende:

(i) una secuencia de reconocimiento para una endonucleasa especifica del sitio;
(i) una region flanqueante 5’ en 5’ de la secuencia de reconocimiento; y
(iii) una region flanqueante 3’ en 3’ de la secuencia de reconocimiento; y

(b) introducir una rotura de doble cadena entre las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del sitio diana enddgeno;
(c) poner en contacto la célula con un vector donante que comprende de 5’ a 3’:

(i) una region flanqueante donante 5 homologa de la region flanqueante 5’ del sitio diana endégeno;
(i) una secuencia exogena; y
(iii) una region flanqueante donante 3' homdloga de la regién flanqueante 3’ del sitio diana endogeno;

de manera que la region flanqueante donante 5, la secuencia exégena y la region flanqueante donante 3’ se insertan
entre las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del sitio diana endégeno mediante recombinacion homaologa para proporcionar
una célula modificada.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente el cultivo de la célula modificada en
presencia de un compuesto que inhibe la funcién del gen de seleccion endégeno para co-amplificar el nimero de
copias del gen de seleccion endogeno y el nimero de copias de la secuencia exdgena, y opcionalmente/o

en el que la secuencia exdgena comprende un gen de interés.

3. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que:

(a) el gen de seleccion enddgeno es de la glutamina sintetasa (GS) y el locus es de metionina sulfoximina (MSX)
que se puede amplificar;

(b) el gen de seleccion enddgeno es de la dihidrofolato reductasa (DHFR) y el locus es de metotrexato (MTX) que
se puede amplificar; o

(c) el gen de seleccion enddgeno se selecciona de entre el grupo que consiste en dihidrofolato reductasa, glutamina
sintetasa, hipoxantina fosforribosil transferasa, treonil ARNt sintetasa, Na,K-ATPasa, asparagina sintetasa, ornitina
descarboxilasa, inosina-5’' - monofosfato deshidrogenasa, adenosina desaminasa, timidilato sintetasa, aspartato
transcarbamilasa, metalotioneina, adenilato desaminasa (1,2), UMP-sintetasa y ribonucleétido reductasa,
preferentemente en el que el gen de seleccion se puede amplificar por seleccion con un agente de seleccion
seleccionado de entre el grupo que consiste en metotrexato (MTX), metionina sulfoximina (MSX), aminopterina,
hipoxantina, timidina, borrelidina, ouabaina, albizina, beta-aspartil hidroxamato, alfa-difluorometilornitina (DFMO),
acido micofendlico, adenosina, alanosina, 2’desoxicoformicina, fluorouracilo, N-fosfonacetil-L-aspartato (PALA),
cadmio, adenina, azaserina, coformicina, 6-azauridina, pirazofurano, hidroxiurea, motexafin gadolinio, fludarabina,
cladribina, gemcitabina, tezacitabina y triapina.

4. Un procedimiento para la insercion de una secuencia exdégena en un locus que se pueda amplificar de una célula
de mamifero que comprende:

(a) proporcionar una célula de mamifero que tiene un sitio diana enddégeno proximal a un gen de seleccion
enddgeno en el locus que se puede amplificar, en el que el sitio diana endégeno esta de 0 a 100.000 pares de
bases corriente abajo de la region reguladora 3’ del gen de seleccién endogeno o de 0 a 100.000 pares de bases
corriente arriba de la region reguladora 5 del gen de seleccion enddgeno, en el que el sitio diana endégeno
comprende:

(i) una secuencia de reconocimiento para una endonucleasa especifica del sitio;
(i) una region flanqueante 5’ en 5’ de la secuencia de reconocimiento; y
(iii) una region flanqueante 3’ en 3’ de la secuencia de reconocimiento; y

(b) introducir una rotura de doble cadena entre las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del sitio diana enddgeno;
(c) poner en contacto la célula con un vector donante del sitio diana modificado que comprende de 5’ a 3':

(i) una region flanqueante donante 5" homadloga de la region flanqueante 5 del sitio diana enddgeno;
(i) una secuencia exdgena que comprende un sitio diana modificado; y
(iii) una secuencia flanqueante donante 3' homdloga de la region flanqueante 3’ del sitio diana enddgeno;

de manera que la region flanqueante donante 5', la secuencia exdgena y la regiéon flanqueante donante 3’ se
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insertan entre las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del sitio diana endégeno mediante recombinacién homologa para
proporcionar una célula de mamifero que comprende el sitio diana modificado;

(d) introducir una rotura de doble cadena entre las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del sitio diana modificado;

(e) poner en contacto la célula que comprende el sitio diana modificado con un vector donante de la secuencia de
interés que comprende de 5’ a 3’:

(i) una region flanqueante donante 5 homdloga de la region flanqueante 5 del sitio diana modificado;
(i) una secuencia exdgena que comprende una secuencia de interés; y
(iii) una region flanqueante donante 3° homologa de la region flanqueante 3’ del sitio diana modificado;

de manera que la region flanqueante donante 5’, la secuencia exdgena que comprende la secuencia de interés y
la region flanqueante donante 3’ se insertan entre las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del sitio diana modificado
mediante recombinacién homologa para proporcionar una célula de mamifero modificada que comprende la
secuencia de interés.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, que comprende adicionalmente el cultivo de la célula de mamifero
modificada en presencia de un compuesto que inhiba la funcion del gen de seleccién endégeno para co-amplificar el
numero de copias del gen de seleccion enddgeno y el nimero de copias de la secuencia de interés, y opcionalmente/o
en el que la secuencia de interés comprende un gen.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 4-5, en el que:

(a) el gen de seleccion endogeno es de la glutamina sintetasa (GS) y el locus es de metionina sulfoximina (MSX)
que se puede amplificar;

(b) el gen de seleccion endogeno es de la dihidrofolato reductasa (DHFR) y el locus es de metotrexato (MTX) que
se puede amplificar; o

(c) el gen de seleccion enddgeno se selecciona de entre el grupo que consiste en dihidrofolato reductasa, glutamina
sintetasa, hipoxantina fosforribosil transferasa, treonil ARNt sintetasa, Na,K-ATPasa, asparagina sintetasa, ornitina
descarboxilasa, inosina-5’ - monofosfato deshidrogenasa, adenosina desaminasa, timidilato sintetasa, aspartato
transcarbamilasa, metalotioneina, adenilato desaminasa (1,2), UMP-sintetasa y ribonucleétido reductasa,
preferentemente en el que el locus es metotrexato (MTX), metionina sulfoximina (MSX), aminopterina, hipoxantina,
timidina, borrelidina, ouabaina, albizina, beta-aspartil hidroxamato, alfa-difluorometilornitina (DFMO), acido
micofendlico, adenosina, alanosina, 2’desoxicoformicina, fluorouracilo, N-Fosfonacetil-L-Aspartato (PALA),
cadmio, adenina, azaserina, coformicina, 6-azauridina, pirazofurano, hidroxiurea, motexafin gadolinio, fludarabina,
cladribina, gemcitabina, tezacitabina y/o triapina que se puedan amplificar.
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