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USO DE UM COMPOSTO, METODOS PARA O TRATAMENTO DE
UMA DOENCA, E PARA A PRODUCAO DE UM COMPOSTO, CEPA
ENGENITEIRADA, E, USO DE UMA CEPA ENGENREIRADA A
presente invengao refere-se a analogos de 18,21- didesoximacbecina
que sdo Uteis, p. ex., no tratamento de cancer, malignidades de células
B, malaria, infecc@o fangica, doengas do sistema nervoso central e
doengas neurodegenerativas, doengas dependentes de angiogénese,
doengas autoimunes e/ou como um pré-tratamento profilatico para
cancer. A presente invengéo também proporciona métodos para a
produgéo destes compostos e seu uso na medicina, em particular no
tratamento e/ou profilaxia de cancer ou malignidades de células B.
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«COMPOSTO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, USO DE UM
COMPOSTO, METODOS PARA O TRATAMENTO DE UMA DOENCA,
E PARA A PRODUCAO DE UM COMPOSTO, CEPA ENGENHEIRADA,
E, USO DE UMA CEPA ENGENHEIRADA”

1

Fundamentos da invencao

A proteina de choque térmico de 90 kDa (Hsp90, 90 kDa) €

uma guia molecular abundante envolvida na dobragem e montagem de
proteinas, muitas das quais estdo envolvidas em vias de transdugdo de sinal -
(para revisdes ver Neckers, 2002; Sreedhar et al., v2004a; Wegele et al., 2004 e
referéncias ali contidas). Desde que aproximadamente 50 destas assim-
chamadas proteinas-clientes tenham sido identificadas e incluam receptores
de esterdides, tirosina quinases ndo-receptoras, p. ex. familia src, quinases
dependentes de ciclina, p. ex., cdk4 e cdk6, o regulador de transmembrana
cistico, 6xido nitrico sintase e outros (Donzé e Picard, 1999; McLaughlin et
al., 2002; Chiosis et al, 2004; Wegele et al, 2004
http://www picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf). Adicionalmente,
Hsp90 desempenha um papel-chave na resposta ao estresse e protegdo da
célula contra os efeitos da mutagdo (Bagatell e Whitesell, 2004; Chiosis et al.,
2004). A funcdo da Hsp90 é complicada e envolve a formagdo de complexos
de multi-enzimas dindmicos (Bohen, 1998; Liu et al., 1999; Young et al.,
2001; Takahashi et al., 2003; Sreedhar et al., 2004; Wegele et al., 2004).
Hsp90 é um alvo para inibidores (Fang et al., 1998; Liu et al., 1999;
Blagosklonny, 2002; Neckers, 2003; Takahashi et al., 2003; Beliakoff e
Whitesell, 2004; Wegele et al., 2004) resultando na degradagio de proteinas-
clientes, desregulagdo do ciclo celular e apoptose. Mais recentemente, Hsp90
foi identificada como um importante mediador extracelular para invasdo de
tumor (Eustace et al., 2004). Hsp90 foi identificada como um novo alvo
terapéutico importante para terapia de cdncer que se reflete na pesquisa

intensa e detalhada sobre a fung¢do da Hsp90 (Blagosklonny et al., 1996;
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Neckers, 2002; Workman e Kaye, 2002; Beliakoff e Whitesell, 2004; Harris
et al., 2004; Jez et al., 2003; Lee et al., 2004) e o desenvolvimento de ensaios
de seleciio de alta vazdo (Carreras et al., 2003; Rowlands et al., 2004).
Inibidores de Hsp90 incluem classes de compostos, como ansamicinas,
5  macrolidos, purinas, pirazdis, antibidticos de cumarina e outros (para uma
revisdo ver Bagatell e Whitesell, 2004; Chiosis et al., 2004 e referéncias ali
contidas).
o As ansamicinas benzendides s3o uma ampla classe de
estruturas 'qﬁimicas caracterizadas pdrx um anel alifatico de comprimento
10  varidvel conjugado de cada lado de ﬁma estrutura de anel aromatico.
Ansamicinas naturalmente ocorrentes incluem: macbecina e 18,21-
diidromacbecina (também conhecida como macbecina I e macbecina II,
respectivamente) (1 & 2; Tanida et al., 1980), geldanamicina (3; DeBoer et
al., 1970; DeBoer e Dietz, 1976; WO 03/106653 e referéncias ali contidas), e
15 a familia de herbimicinas (4; 5, 6, Omura et al., 1979, Iwai et al., 1980 e
Shibata et al, 1986a, WO 03/106653 e referéncias ali contidas).
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geldanamicina, 3

Ansamicinas foram identificadas originalmente com base em

sua atividade antibacteriana e antiviral, no entanto, recentemente sua utilidade -
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potencial como agentes anticancer tornou-se de maior importéncia (Beliakoff
e Whitesell, 2004). Muitos inibidores de Hsp90 estdo sendo avaliados
correntemente em ensaios clinicos (Csermely e Soti, 2003; Workman, 2003).
Em particular, a geldanamicina apresenta poténcia nanomolar e aparente
especificidade por células de tumor dependentes de proteina quinase aberrante
(Chiosis et al., 2003; Workman, 2003).

Mostrou-se que tratamento com inibidores de Hsp90 acentua a
inducdo de morte de células de tumor por meio de radiagdo e capacidades
crescentes de- eliminagdo de células (p. ex. cancer de mama, leucemia
miel()icie cronica e cancer do .pulmﬁo de células ndo-pequenas) por meio de
combinagdo de inibidores de Hsp90 com agentes citotoxicos também foi
demonstrado (Neckers, 2002; Beliakoff e Whitesell, 2004). O potencial para
atividade anti-angiogénica também é interessante: a proteina cliente Hsp90
HIF-10 desempenha um papel-chave na progressdo de tumores solidos (Hur
et al., 2002; Workman e Kaye, 2002; Kaur et al., 2004).

Inibidores de  Hsp90 também  funcionam  como
imunossupressivos e estdo envolvidos na lise induzida por complemento de
varios tipos de células de tumor apds inibigdo de Hsp90 (Sreedhar et al.,
2004). Tratamento com inibidores de Hsp90 também pode resultar em
produgdo de superdxido induzida (Sreedhar et al., 2004a) associada com lise
mediada por células imunes (Sreedhar et al., 2004). O uso de inibidores de
Hsp90 como drogas potenciais anti-maldricas também foi discutido (Kumar et
al., 2003). Adicionalmente, mostrou-se que a geldanamicina interfere com a
formagio de proteina de prion mamifera glicosilada complexa PrP°
(Winklhofer et al., 2003).

Como descrito acima, ansamicinas sdo de interesse como
compostos potencial anticdncer e anti-malignidade de células B, no entanto,
as ansamicinas correntemente obteniveis apresentam baixas propriedades

farmacolégicas ou farmacéuticas, por exemplo, elas apresentam baixa
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solubilidade em 4gua, baixa estabilidade metabdlica, baixa disponibilidade ou
baixa capacidade de formulagdo (Goetz et al., 2003; Workman 2003; Chiosis
2004). Ambas, herbimicina A e geldanamicina, foram identificadas como
candidatos fracos para ensaios clinicos devido a sua forte hepatotoxicidade
(revisio Workman, 2003) e a geldanamicina foi retirada de ensaios clinicos de
Fase I devido a hepatotoxicidade (Supko et al., 1995; WO 03/106653).

A Geldanamicina foi isolada de filtrados de cultura de

Streptomyces hygroscopicus e mostra forte atividade in vitro contra

~ protozarios e fraca atividade contra bactérias e fungos. Em 1994 mostrou-se a

associacdo da geldanamicina com Hsp90 (Whitesell et al., 1994). O
aglomerado de genes biossintéticos para geldanamicina foi clonado e
seqiienciado (Allen e Ritchie, 1994; Rascher et al., 2003; WO 03/106653). A
seqiiéncia de DNA ¢é obtenivel sob o niimero de acesso do NCBI (Centro
Nacional para Informagdo de Biotecnologia, ou National Center for
Biotechnology Information) AY179507. O isolamento de cepas produtoras de
geldanamicina manipuladas geneticamente derivadas de S. hygroscopicus
subespécie duamyceticus JCM4427 e o isolamento de 4,5-diidro-7-O-
descarbamoil-7-hidroxigeldanamicina e  4,5-diidro-7-O-descarbamoil-7-
hidréxi-17-O-demetilgeldanamicina foram descritos recentemente (Hong et
al., 2004). Introduzindo-se geldanamicina na cepa produtora de herbimicina
Streptomyces hygroscopicus AM-3672 0s compostos 15-
hidroxigeldanamicina, o analogo de geldanamicina triciclico KOSN-1633 e
metil-geldanamicinato foram isolados (Hu et al., 2004). Os dois compostos
17-formil-17-demetdxi-18-0-21-O-diidrogeldanamicina e 17-hidroximetil-
17-desmetoxigeldanamicina foram isolados de S. hygroscopicus K279-78. S.
hygroscopicus K279-78 é S. hygroscopicus NRRL 3602 contendo cosmideo
pK0S279-78 que apresenta um inserto de 44 kbp que contém diversos genes
da cepa produtora de herbimicina Streptomyces hygroscopicus AM-3672 (Hu

et al., 2004). Substitui¢des de dominios de aciltransferase foram realizadas em
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quatro dos médulos da policetideo sintase do aglomerado biossintético da
geldanamicina (Patel et al., 2004). Substitui¢des de AT foram realizados nos
médulos 1, 4 e 5 levando aos andlogos totalmente processados 14-desmetil-
geldanamicina, 8-desmetil-geldanamicina e 6-desmetoxi-geldanamicina e a
4,5-diidro-6-desmet6xi-geldanamicina ndo totalmente processada. A
substituicdo do mdédulo 7 AT leva a produgdo de trés compostos 2-desmetila
compostos, KOSN1619, KOSNI1558 e KOSN1559, um dos quais
(KOSN1559), um derivado de 2-dimetil-4,5-diidro-17-demetoxi-21-dedxi da
geldanamicina, leva a Hsp90 com uma afinidade de liga¢o 4 vezes maior do
que a geldanamicina e uma afinidade de ligagdo 8 vezes maiores do que 17-
AAG. No entanto, isto ndo ¢ refletivo em um aperfeigoamento na medigdo de
ICso usando SKBr3. Outro analogo, uma geldanamicina ndo-benzoquinoide
inédita, denominada KOS-1806 apresenta uma estrutura monofendlica
(Rascher et al., 2005). Ndo se forneceu dados de atividade para KOS-1806.

Em 1979 o antibiético ansamicina herbimicina A foi isolado
do caldo de fermentagdo da cepa de Streptomyces hygroscopicus n® AM-3672
e denominada de acordo com sua potente atividade herbicida. A atividade
antitumor foi estabelecida usando-se células de uma linha de rim de rato
infectada com uma quantidade, sensivel a temperatura, de virus do sarcoma
de Rous (RSV, Rous sarcoma virus) para selecionar drogas que reverteram a
morfologia transformada destas células (para uma revisdo ver Uehara, 2003).
Postulou-se que a herbimicina A atua primariamente através da ligagdo com
proteinas de guia de Hsp90, mas a ligagdo direta com os radicais cisteina
conservados e subseqiiente inativagdo de quinases também foi discutida
(Uehara, 2003).

Derivados quimicos foram isolados, e compostos com
substituintes alterados em C19 do nucleo de benzoquinona e compostos
halogenados na cadeia ansa apresentaram menos toxicidade e maiores

atividades antitumor do que a herbimicina A (Omura et al., 1984; Shibata et
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al., 1986b). A seqiiéncia do aglomerado de genes biossintéticos de
herbimicina foi identificada no WO 03/106653 e em um documento recente
(Rascher et al., 2005).

Os compostos de ansamicina macbecina (1) e 13,21-
diidromacbecina (2) (C-14919E-1 e C-14919E-1), identificados por sua
atividade antifingica e antiprotozoaria, foram isolados dos sobrenadantes de
cultura de Nocardia sp No. C-14919 (Actinosynnema pretiosum subespécie
pretiosum ATCC 31280) (Tanida et al., 1980; Muroi et al., 1980; Muroi et al.,
1981; US 4.315.989 e US 4.187.292). 18,21-Diidromacbecina € caracterizada
por conter a forma diidroquinona do nucleo. Ambas, macbecina e 18,21-
diidromacbecina, mostraram possuir atividades antibacterianas e antitumor
similares contra linhas de células de cancer, como a linhas de células de
leucemia murina P388 (Ono et al.,, 1982). Atividades de transcriptase
invertida e de desoxinucleotidil transferase terminal ndo foram inibidas pela
macbecina (Ono et al., 1982). A fun¢éo inibidora de Hsp90 da macbecina foi
reportada na literatura (Bohen, 1998; Liu et al., 1999). A conversdo de
macbecina e 18,21-diidromacbecina ap6s adi¢do de um caldo de cultura
microbiana em um composto com um grupo hidréxi em lugar de um grupo
metdxi numa determinada posi¢do ou posi¢des encontra-se descrita nas
patentes US 4.421.687 e US 4.512.975.. |

Durante uma selecdio de uma ampla variedade de
microorganismos do solo, os compostos TAN-420A a E foram identificados
de cepas produtoras pertencentes ao género Streptomyces (7-11, EP 0 110

710).
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TAN-420A, 7 R4=H, Rp=H TAN-420B, 8 R4=H, R,=H
TAN-420C, 9 R4=H, R,=CH3 TAN-420D, 10 R;=H, Ry;=CH,
TAN-420E, 11 R;=CH3, Rp=CH3

Em 2000 descreveu-se o isolamento do metabdlito de
ansamicina ndo-benzoquinona, relaéidnada com 'geldahamicina, reblastatina
das culturas de células de Streptomjrces sp. S6699 e seu valor terapéutico
potencial no tratamento de artrite reumatoéide (Stead et al., 2000).

Um inibidor de Hsp90 adicional, diferente das ansamicinas de
benzoquinona quimicamente ndo-relacionadas é o Radicicol (monorden) que
foi descoberto originalmente em virtude de sua atividade antifingica do fungo
Monosporium bonorden (para uma revisdo ver Uehara, 2003) e verificou-se
que a estrutura ¢ idéntica ao macrélido de 14 membros isolado de Nectria
radicicola. Adicionalmente a sua atividade antifingica, antibacteriana, anti-
protozoéria e atividade citotoxica, ele foi identificado subseqlientemente
como um inibidor de proteinas de guia de Hsp90 (para uma revisdo ver
Uehara, 2003; Schulte et al., 1999). A ativiaade anti-angiogénica do radicicol
(Hur et al., 2002) e de seus derivados semi-sintéticos (Kurebayashi et al.,
2001) também foi descrita.

Interesse recente focalizou derivados 17-amino da
geldanamicina como uma nova geragdo de compostos anticincer de
ansamicina (Bagatell e Whitesell, 2004), por exemplo, 17-(alilamino)-17-
desmetdxi geldanamicina (17-AAG, 12) (Hostein et al., 2001; Neckers, 2002;
Nimmanapalli et al., 2003; Vasilevskaya et al., 2003; Smith-Jones et al.,
2004) e 17-desmetoxi-17-N,N-dimetilaminoetilamino-geldanamicina (17-

DMAG, 13) (Egorin et al., 2002; Jez et al., 2003). Mais recentemente, a
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geldanamicina foi derivatizada na posi¢do 17 para criar amidas de 17-

geldanamicina, carbamatos, uréias e 17-arilgeldanamicina (Le Brazidec et al.,

2003). Reportou-se acerca de uma biblioteca de mais do que sessenta

analogos de 17-alquilamino-17-desmetoxigeldanamicina, que foi testada
quanto a sua afinidade por Hsp90 e solubilidade em agua (Tian et al., 2004).
Uma abordagem adicional para reduzir a toxicidade da geldanamicina € a
objetivag¢do seletiva e o fornecimento de um composto ativo de geldanamicina
em células malignas por meio de conjugagdo com um anticorpo monoclonal

objetivador de tumor (Mandler et al., 2000).
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Embora muitos destes derivados apresentem reduzida
hepatotoxicidade, eles ainda apresentam apenas limitada solubilidade em
4gua. Por exemplo, 17-AAG requer o uso de um veiculo solubilizador (p. ex.,
Cremophore®, DMSO-lecitina de ovo) que, por si s6, pode resultar em efeitos
secundarios em alguns pacientes (Hu et al., 2004).

A maior parte da classe ansamicina de inibidores de Hsp90
porta a porgdo estrutural comum: a benzoquinona que ¢ um receptor de
Michael que pode formar facilmente ligagdes covalentes com nucleofilos,
como proteinas, glutationa, etc. A porg¢do benzoquinona também sofre
equilibrio redox com diidroquinona, durante o qual formam-se radicais
oxigénio, que ddo origem a toxicidade ndo especifica adicional (Dikalov et
al., 2002). Por exemplo, tratamento com geldanamicina pode resultar em
produgdo de superdxido induzida (Sreedhar et al., 2004a).

Portanto, permanece uma necessidade de identificar derivados

de ansamicina inéditos, que podem apresentar utilidade no tratamento de
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cancer e/ou de malignidades de células B, de preferéncia, referidas
ansamicinas tém melhorado a solubilidade em agua, um perfil farmacolédgico
aperfeigoado e/ou reduzido perfil de efeitos secundarios para administragéo.
A presente invengdo revela analogos de ansamicina inéditos gerados por meio
de biotransformagdo e opcionalmente manipulag@o genética da cepa produtora
parental. Em particular, a presente invengdo revela anilogos de 18,21-
didesoximacbecina inéditos, que geralmente apresentam propriedades
farmacéuticas aperfeigoadas em comparagdo com as ansamicinas
presentemente obteniveis; em particular, espera-se que apresentefn'_
aperfeigoamentos com relagdo a uma ou mais das propriedades a seguir:
atividade contra diferentes subtipos de céancer, toxicidade, solubilidade em
dgua, estabilidade metabdlia, biodisponibilidade e capacidade de formulag3o.
De preferéncia, os analogos de 18,21-didesoximacbecina apresentam
biodisponibilidade aperfeigoada.

Sumario da invencio

Na presente invengdo, unidades iniciadoras ndo naturais foram
introduzidas em uma cepa produtora de macbecina, opcionalmente em
combina¢do com dele¢do ou inativagdo objetivada dos genes responsaveis
pelas modificagbes pos-PKS da macbecina para produzir analogos de
macbecina inéditos formados por meio de incorporagdo de uma unidade
iniciadora nfo natural. Especificamente, nos descrevemos analogos de
macbecina inéditos formados por meio de incorporagdo de uma unidade
iniciadora que resulta em uma porgdo de benzeno que, ou nio € substituida
nas posi¢des 17, 18 e 21 ou que ¢ substituida em parte de, ou em todas, estas
posi¢des por fluor. Opcionalmente os genes ou reguladores responsaveis pela
biossintese da unidade iniciadora podem ser manipulados por meio de delecdo
ou inativa¢io objetivada ou modificados por outros meios, como exposi¢éo de
células a radiagdo UV e seleg¢do do fenétipo, indicando que a biossintese da

unidade iniciadora foi interrompida. A objetivagdo opcional dos genes pos-
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PKS pode°Correr via uma variedade de mecanismos, p. ex., por meio de
integracdo, delecdo objetivada de uma regido do aglomerado de macbecina
incluindo todos ou alguns dos genes pds-PKS opcionalmente seguido de
inser¢do de gene(s) outros métodos de tornar os genes pos-PKS ou suas
enzimas codificadas ndo-funcionais, p. ex., inibicdo quimica, mutagénese
dirigida para sitio ou mutagénese da célula, por exemplo, por meio do uso de
radiagdo UV. Como um resultado, a presente invenc¢éo proporciona analogos

de 18,21-didesoximacbecina, métodos para a preparagdo destes compostos, €

- métodos para o uso destes compostos na medicina ou como intermediérios na

produgdo de compostos adicionais.

Portanto, em um primeiro aspecto a presente invengdo
proporciona andlogos de macbecina que ndo apresentam a unidade de partida
usual, e que, ao invés, apresentam incorporada uma unidade iniciadora que
resultados em andlogos de 18,21-didesoximacbecina que, ou ndo sdo
substituidos nas posi¢des 17, 18 e 21 ou que sdo substituidos em algumas ou
em todas estas posigdes por fluor.

Em um aspecto mais especifico a presente invengdo
proporciona analogos de 18,21-didesoximacbecina de acordo com a férmula

(I) abaixo, ou um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmos:

sendo que:

R, representa H, OH, OMe;
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R, representa H ou Me;

Rj representa H ou CONH,,

R4 e Rs representam, ambos, H ou, em conjunto, representam
uma ligagéo (i.e. de C4 a C5 € uma liga¢@o dupla);

Rgrepresenta H ou F;

Rjrepresenta Hou F; e

Rgrepresenta H ou F.

Analogos de 18,21-didesoximacbecina também sdo referidos

aqui como “compostos da invengdo”, referidos termos sdo usados aqui de

forma intercambiével.

A estrutura acima mostra um tautémero representativo € a
invengdo abrange todos os tautdmeros dos compostos de férmula (I), por
exemplo, compostos ceto em que compostos enol sdo ilustrados e vice versa.

A invengdo compreende todos os estereoisomeros dos
compostos definidos pela estrutura (I) como mostrado acima.

Em um aspecto adicional, a presente inven¢do proporciona
analogos de 18,21-didesoximacbecina, como compostos de formula (I) ou um
sal farmaceuticamente aceitdvel dos mesmos, para uso como um
farmacéutico.

Defini¢cGes

Os artigos “um” e “uma”sdo usados aqui para referir a um ou
mais do que um (i.e. pelo menos um) dos objetos gramaticais do artigo. A
titulo de exemplo “um analogo” significa um analogo ou mais do que um
analogo.

Como usado aqui o termo “analogo(s)” refere-se a compostos
quimicos que sfo estruturalmente similares entre si mas que diferem
ligeiramente no que se refere a composi¢do (como na substitui¢do de um
atomo por outro ou na presenga ou auséncia de um grupo particular).

Como usado aqui, o termo “homodlogo(s)” refere-se a um
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homologo de um gene ou de uma proteina codificada por um gene aqui
divulgado de, ou um aglomerado biossintético de macbecina alternativo de
uma cepa diferente produtora de macbecina ou um homdlogo de um
aglomerado de genes biossintéticos de ansamicina alternativo, p. ex., de
geldanamicina, herbimicina ou reblastatina. Referido(s) homologo(s)
codifica(m) uma proteina que realiza a mesma fungdo ou pode realizar, ela
propria, a mesma fungdo que referido gene ou proteina na sintese de

macbecina ou de um policetideo de ansamicina relacionado. De preferéncia,

‘reférido(s) homdlogo(s) apresenta(m) pelo menos 40 % de identidade de

seqiiéncias, de preferéncia, pelo menos 60 %, pelo menos 70 %, pelo menos
80 %, pelo menos 90 % ou pelo menos 95 % de identidade de sequéncia com
a sequéncia do gene particular aqui divulgado (Tabela 3, SEQ ID NO: 11 que
é uma sequéncia de todos os genes no aglomerado, de que as seqiiéncias de
genes particulares podem ser deduzidas). O percentual de identidade pode ser
calculado usando-se um programa conhecido por uma pessoa com pratica na
arte, como BLASTn ou BLASTp, obtenivel no enderego da rede mundial de
computadores (website) do NCBI.

Como usado aqui, o termo “cancer” refere-se a um novo
crescimento de células, que pode ser benigno ou maligno, na pele ou em
érgdos do corpo, por exemplo, mas sem limitagdo, mama, prostata, pulmdo,
rim, pancreas, cérebro, estdmago ou intestino. Um céncer tende a infiltrar-se
no tecido adjacente e disseminar-disseminar-se (sofrer metéstase) para érgdos
distantes, por exemplo, para ossos, figado, pulméo ou o cérebro. Como usado
aqui, o termo céncer inclui tanto tipos de células de tumor metastatico, como,
embora sem limitagdo, melanoma, linfoma, leucemia, fibrossarcoma,
rabdomiossarcoma, e mastocitoma e tipos de carcinoma dos tecidos, como,
embora sem limitagdo, cancer colo-retal, cncer da prostata, cancer do pulmdo
de células pequenas e cancer do pulméo de células ndo-pequenas, cincer de

mama, cancer pancreatico, cincer da bexiga, clncer renal, cancer gastrico,
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gliobastoma, cancer de figado primério e cancer ovariano.

Como usado aqui o termo “malignidades de células B” inclui
um grupo de disturbios que incluem leucemia linfocitica crénica (CLL),
mieloma multiplo, e linfoma n#o-Hodgkin (NHL). Eles sdo doengas
neoplasticas do sangue e oOrgdos formadores de sangue. Eles causam
disfun¢do da medula 6ssea e do sistema imune, que torna o hospedeiro
altamente suscetivel a infec¢do e sangramento.

Como usado aqui, o termo “biodisponibilidade” refere-se ao
grau em que, ou a taxa em que um medicamento outra substancia € absorvida
ou torna-se disponivel no sitio de atividade biolégica apds administragdo. Esta
propriedade € dependente de uma variedade de fatores incluindo a
solubilidade do composto, taxa de absor¢do no intestino, a extensdo da
ligagdo de proteina e metabolismo etc. Vérios testes para biodisponibilidade
que poderiam ser familiares para uma pessoa com pratica na arte sdo
descritos, por exemplo, por Egorin et al. (2002).

O termo "solubilidade em 4gua” como usado nesta aplicagdo -
refere-se a solubilidade em meio aquoso, p. ex., solugdo salina tamponada
com fosfato (PBS) em pH 7,3. Um ensaio exemplar de solubilidade em 4gua ¢
apresentado nos Exemplos abaixo.

O termo "cepa produtora de macbecina” como usado nesta
aplicacdo refere-se a cepas, por exemplo, cepas de tipo selvagem como
exemplificado por A pretiosum e A mirum, que produzem macbecina quando
cultivados em condi¢gbes vantajosas, por exemplo, quando introduzidos na
alimentacdo de partida natural de 4cido 3-amino-5-hidroxibenzdico.

Como usado aqui, o termo “gene(s) p6s-PKS” refere-se aos
genes requeridos para modificacdes de pos-policetideo sintase do policetideo,
por exemplo, mas sem limitag8o, monooxigenases, O-metiltransferases e
carbamoiltransferases. Especificamente, no sistema de macbecina estes genes

modificadores incluem mbcM, mbcN, mbcP, mbecMT1, mbcMT2 e mbcP450.
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Como usado aqui, o termo “gene(s) de biossintese da unidade
iniciadora” refere-se aos genes requeridos para a produgdo da unidade
iniciadora naturalmente incorporada, &cido 3-amino-5-hidroxibenzodico
(AHBA). Especificamente, no sistema de macbecina estes genes de
biossintese da unidade iniciadora incluem AHk (AHBA quinase), Adh (aDHQ
desidroquinase), AHs (AHBA sintase), OX (oxidorredutase), PH (fosfatase).
Outras cepas que produzem AHBA também contém genes de biossintese de
AHBA.

Os sais farmaceuticamente aceitdveis de compostos da
invengdo, como os compostos de formula (I) incluem sais convencionais
formados de bases ou acidos organicos ou inorginicos farmaceuticamente
aceitaveis e também sais de adi¢do de acido de aménio quaternario. Exemplos
mais especificos de sais de acidos vantajosos incluem cloridrico, bromidrico,
sulfiarico, fosférico, nitrico, perclorico, fumadrico, acético, propidnico,
succinico, glicdlico, formico, lactico, maléico, tartarico, citrico, palmoéico,
maldnico, hidroximaléico, fenilacético, glutamico, benzdico, salicilico,
fumarico, toluenossulfénico, metanossulfonico, ~ naftaleno-2-sulfénico,
benzenossulfonico hidroxinaftdico, iodidrico, malico, esterdico, tdnico e
analogos. Outros acidos, como oxalico, embora ndo sejam, eles proprios,
farmaceuticamente aceitaveis, podem ser Uteis na preparagdo de sais uteis
como intermediarios na obten¢do dos compostos da invengdo e seus sais
farmaceuticamente aceitaveis. Exemplos mais especificos de sais basicos
vantajosos incluem sais de sddio, litio, potassio, magnésio, aluminio, calcio,
zinco, N,N'-dibenziletilenodiamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina,
etilenodiamina, N-metilglucamina e procaina. Referéncias a seguir a um
composto de acordo com a invengdo incluem tanto compostos de formula (I)
como também seus sais farmaceuticamente aceitaveis.

Como usado aqui os termos “18,21-diidromacbecina” e

“macbecina II” (a forma diidroquinona da macbecina) sd@o usada de forma
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intercambiavel.

Breve descricido dos desenhos

Figura 1: Representagdo da biossintese da macbecina
mostrando o primeiro intermediério livre de enzima putativa, pré-macbecina e
o processamento pos-PKS a macbecina. A lista de etapas de processamento de
PKS na figura ndo se destina a representar a ordem de eventos. As
abreviaturas a seguir sdo usadas para genes particulares no aglomerado: ALO -
dominio de carregamento AHBA; ACP — proteina de suporte de acila; KS -
B—cetosinase; AT - acil transferase; DH - desidratase; ER - enoil redutase; KR
- B-cetorredutase.

Figura 2: Ilustragdo dos sitios de processamento pds-PKS de
pré-macbecina para dar macbecina.

Figura 3: Representagﬁd diagramatica da geragdo da cepa
engenheirada BIOT-3806 em que o plasmideo pLSS308 foi integrado no
cromossoma por meio de recombina¢do homologa resultando em disrupgéo
do gene mbcM.

Figura 4: Representacdo diagramatica da construgdo da
delec¢do na-matriz de mbcM descrita no exemplo 2.

Figura5: A — mostra a sequéncia do produto de PCR
PCRwv308, SEQ ID NO: 16

B — mostra a sequéncia do produto de PCR PCRwv309, SEQ
ID NO: 19

Figura6: A — mostra a seqiiéncia de DNA resultante da
dele¢do na-matriz de 502 aminoacidos em mbcM como descrito no exemplo 3
(SEQID NO: 20 e 21),

Chave: 1-21 bp codifica ponta 3' da fosfatase da biossintese do
acido 3-amino-5-hidroxibenzdico, 136-68 bp codifica a proteina de delegéo de
mbcM, 161-141 bp codifica ponta 3' de mbcF.

B: mostra a sequéncia de aminaturalmente ocorrentes da
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proteina (SEQ ID NO: 22). A seqiiéncia de proteinas ¢ gerada do filamento de
complemento mostrado na Figura 6A.

Figura 7: Representagdo diagramatica da gerag@o de uma cepa
de Actinosynnema pretiosum em que os genes mbcP, mbcP450, mbcMT1 e
mbcMT?2 foram deletados na matriz.

Figura 8: Sequéncia do produto de PCR amplificado i+2a
(SEQ ID NO: 25)

Figura 9: Sequéncia do produto de PCR amplificado 3b+4
(SEQ ID NO: 28)

Figura 10:Estruturas dos compostos(14-20) produzidos nos
Exemplos.

Descricdo da invencio

A presente invengdo proporciona analogos de 18,21-
didesoximacbecina, como indicado acima, métodos para a preparagdo destes
compostos, métodos para o uso destes compostos na medicina e o uso destes
compostos como intermedidrios ou modelos para derivatizagdo semi-sintética
adicional ou para derivatizagdo por meio de métodos de biotransformagdo.

De maneira vantajosa R; representa H ou OH. Em uma
concretizagdo R; representa H. Em outra concretizag@o R, representa OH.

De maneira vantajosa R, representa H.

De maneira vantajosa Rz representa CONH,,

Em uma concretizagdo, de maneira vantajosa, R; e R;
representam, em conjunto, uma ligaco.

Em outra concretizagdo, de maneira vantajosa R4 ¢ Rs, cada
um, representam H.

Em um conjunto exemplar de compostos Rg, R; € Rg, todos,
representam hidrogénio.

Em outro conjunto exemplar de compostos R¢, R7 € Ry todos,

ndo representam hidrogénio.
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Em uma concretizagdo, R; representa H, R, representa H, R;
representa CONH, e R, e R; representam, cada um, H.

Em outra concretizacdo, R, representa OH, R, representa H, R;
representa CONH, e R4 e Rs representam, cada um, H.

Em uma concretizagdo vantajosa da invengdo R representa H,
R, representa H, Rj3 representa CONH,, R4 e R representam, cada um, H, Rg,
R; e Rg representam, cada um, H.

Em uma concretizacdo vantajosa da invengdo R; representa

- OH, R, representa H, R; representa CONH,, R4 e Rs representam, cada um,

H, R¢, R; e Rg representam, cada um, H.

Em uma concretizagdo vantajosa da inven¢do R; representa H,
R, representa H, R; representa CONH,, R4 e Rs representam, cada um, H, R¢
representa F e R; e Rg representam, cada um, H.

Em outra concretizagdo vantajosa da inven¢do R; representa
OH, R, representa H, R; representa CONH,, R4 e Rs representam, cada um,
H, R4 representa F e R; e Rg representam, cada um, H.

Em outra concretizagdo vantajosa da inven¢do R; representa
H, R, representa H, R; representa CONH,, R, ¢ Rs representam, cada um, H,
R representa H, R; representa F e Rg representa H.

Em outra concretizagdo vantajosa da invengdo R; representa
OH, R, representa H, R; representa CONH,, R4 e R5 representam, cada um,
H, R¢ representa H, R; representa F e Rg representa H. |

Em outra concretizagdo vantajosa da inveng@o R; representa
H, R, representa H, R; representa CONH,, R, € R; representam, cada um, H,
R e Ry representam, cada um, F e Rg representa H, por exemplo, como

representado na estrutura a seguir,
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O——CONH,

Em outra concretizagdo vantajosa da invengdo R; representa
OH, R, representa H, R; representa CONH,, R4 € Rs representam, cada um,
H, R¢ e R; representam, cada um, F e Rg representa H.

Em outra concretizagdo vantajosa da invencdo R; representa
H, R, representa H, R; representa CONH,, R4 e Rs representam, cada um, H,
Rs, R7 e Rg representam, cada um, F.

A estereoquimica preferida das cadeias laterais ndo-hidrogénio
com rela¢do ao anel ansa é como mostrado nas Figuras 1 e 2 abaixo (ou seja,
a estereoquimica preferida segue aquela da macbecina).

A presente invengdo também proporciona o uso de um analogo
de 18,21-didesoximacbecina como um substrato para modificagcdo adicional
seja por biotransformag&o ou por quimica sintética.

Em um aspecto, a presente inven¢do proporciona um analogo
de 18,21-didesoximacbecina para uso como um medicamento. Em uma
concretizagdo adicional a presente invengdo proporciona um analogo de
18,21-didesoximacbecina para uso no tratamento de cancer, malignidades de
células B, malaria, infec¢do fungica, doengas do sistema nervoso central e
doengas neurodegenerativas, doengas dependentes de angiogénese, doengas

autoimunes e/ou como um pré-tratamento profilatico para cancer.
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Em outro aspecto, a presente invengdo proporciona o uso de
um analogo de 18,21-didesoximacbecina na fabricac;ﬁo de um medicamento.
Em uma concretizagdo adicional, a presente invengdo proporciona o uso de
um analogo de 18,21-didesoximacbecina na fabricagio de um medicamento
para o tratamento de céncer, malignidades de células B, maldria, infec¢do
fungica, doengas do sistema nervoso central e doengas neurodegenerativas,
doencas dependentes de angiogénese, doengas autoimunes e/ou como um pré-
tratamento profilatico para cancer. |

Em uma concretizagdo adicionail,' a presente invencdo |
proporciona um método de tratamento de céricer, malignidades de células B,
malaria, infec¢do fungica, doengas do sistema nervoso central e doengas
neurodegenerativas, doen¢as dependentes de angiogénese, doengas
autoimunes e/ou um pré-tratamento profilatico para céancer, sendo que
referido método compreende administrar a um paciente que disto necessita
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um andlogo de 18,21-
didesoximacbecina.

Como indicado acima, pode-se esperar que compostos da
inven¢do sejam uteis no tratamento de cancer e/ou malignidades de células B.
Compostos da invengdo também podem ser efetivos no tratamento de outras
indica¢des, por exemplo, embora sem limitagdo, malaria, infec¢do fungica,
doengas do sistema nervoso central e doengas neurodegenerativas, doengas
dependentes de angiogénese, doengas autoimunes, como artrite reumatdide ou
como um pré-tratamento profilatico para cancer.

Doengas do sistema nervoso central e doencas
neurodegenerativas incluem, embora sem limitagdo, mal de Alzheimer, mal
de Parkinson, doenga de Huntington, doengas de prion, atrofia muscular
bulbar e espinhal (SBMA) e esclerose lateral amiotréfica (ALS).

Doengas dependentes de angiogénese incluem, embora sem

limita¢do, degeneragdo macular relacionada com a idade, retinopatia diabética
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e diversas outras distirbios oftalmicas, aterosclerose e artrite reumatoéide.

Doengas autoimunes incluem, embora sem limitagdo, artrite
reumatoide, esclerose multipla, diabetes de tipo I, lipus eritematoso sistémico
e psoriase,

“Paciente” abrange sujeitos humanos e outros animais
(particularmente mamiferos), de preferéncia, sujeitos humanos. Assim, os
métodos e usos dos analogos de 18,21-didesoximacbecina da inven¢do séo
Giteis na medicina humana e veterinaria, de preferéncia, medicina humana.

Os compostos previamente indicados da invencdo ou uma
formula¢do dos mesmos podem ser administrados por meio de qualquer
método convencional, por exemplo, mas sem limita¢do, eles podem ser
administrados  parenteralmente (incluindo administragdo intravenosa),
oralmente, topicamente (incluindo administragdo bucal, sublingual ou
transdérmica), via um dispositivo médico (p. ex., um stent), por meio de
inalagdo, ou via injegdo (subcutdnea ou intramuscular). O tratamento pode
consistir de uma dose unica ou uma pluralidade de doses ao longo de um
determinado periodo.

Embora seja possivel administrar sozinho um composto da
invengdo, é preferivel apresenta-lo como uma formulagdo farmacéutica,
juntamente com um ou mais veiculos ou diluentes aceitaveis. Assim,
proporciona-se uma composicdo farmacéutica compreendendo um composto
da invengdo juntamente com um ou mais veiculos ou diluentes
farmaceuticamente aceitaveis. O(s) diluente(s) ou veiculo(s) precisa(m) ser
“aceitaveis” no sentido de serem compativeis com o composto da invengdo e
ndo prejudiciais aos seus recipientes. Exemplos de veiculos vantajosos sdo
descritos mais detalhadamente abaixo.

Os compostos da invengdo podem ser administrados sozinhos
ou em combinagdo com outros agentes terapéuticos. A co-administragdo de

dois (ou mais) agentes pode permitir usar doses significativamente menores
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de cada um, reduzindo com isto os efeitos secundarios obsevados. Ela
também poderia permitir a ressensibilizagdo de uma doenga, como cancer,
para os efeitos de uma terapia prévia a qual a doenga se tornou resistente.
Proporciona-se também uma composi¢do farmacéutica compreendendo um
composto da invengdo e um agente terapéutico adicional juntamente com um
ou mais veiculos ou diluentes farmaceuticamente aceitaveis.

Em um aspecto adicional, a presente invengdo proporciona o

uso de um composto da invengdo em terapia de combina¢do com um segundo

“agente, p. ex., um segundo agente para o tratamento de céncer ou

malignidades de células B, como um agente citotoxico ou citostatico.

Em uma concretizagdo, um composto da invengdo ¢
coadministrado com outro agente terapéutico, p. ex., um agente terapéutico,
como um agente citotoxico ou citostatico para o tratamento de cancer ou
malignidades de células B. Agentes exemplares adicionais incluem agentes
citotdxicos, como agentes alquiladores e inibidores mitéticos (incluindo
inibidores de topoisomerase II e inibidores de tubulina). Outros agentes
exemplares adicionais incluem ligantes de DNA, antimetaboélitos e agentes
citoststaticos, como inibidores de proteina quinase e bloqueadores de receptor
de tirosina quinase. Agentes vantajosos incluem, embora sem limitagdo,
metotrexato, leucovorina, prenisona, bleomicina, ciclofosfamida, 5-
fluorouracila, paclitaxel, docetaxel, vincristina, vinblastina, vinorelbina,
doxorubicina (adriamicina), tamoxifeno, toremifeno, acetato de megestrol,
anastrozol, goserelina, anticorpo monoclonal anti-HER2 (p. ex., trastuzumab,

. . TM
nome comercial Herceptin'™),

capecitabina, cloridrato de raloxifeno,
inibidores de EGFR (p. ex., gefitinib, nome comercial Iressa ®, erlotinib,
nome comercial Tarceva™, cetuximab, nome comercial Erbitux™),
inibidores de VEGF (p. ex., bevacizumab, nome comercial Avastin™) e
inibidores de proteasoma (p. ex., bortezomib, nome comercial Velcade™).

Agentes vantajosos adicionais incluem, embora sem limitagdo,
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quimioterapicos convencionais, como cisplatina, citarabina,
cicloexilcloroetilnitrosuréia, gemcitabina, Ifosfamida, leucovorina,
mitomicina, mitoxantona, oxaliplatina, taxanos incluindo taxol e vindesina;
terapias hormonais; terapias com anticorpos monoclonais, como cetuximab
(anti-EGFR); inibidores de proteina quinase, como dasatinib, lapatinib;
inibidores de histona desacetilase (HDAC), como vorinostat; inibidores de
angiogénese, como sunitinib, sorafenib, lenalidomida; inibidores de mTOR,

como temsirolimus; e imatinib, nome comercial Glivec ®. Adicionalmente,

-um composto da invengdo pode ser administrado em combinagdo com outras

terapias incluindo, embora sem limitagao, radioterapia ou cirurgia.

As formula¢Ges podem ser apresentadas vantajosamente em
forma de dosagem unitaria e podem ser preparadas por meio de qualquer um
dos métodos bem conhecidos na arte da farmacia. Referidos métodos incluem
a etapa de colocar em associagdo o ingrediente ativo (composto da invengdo)
com o veiculo que constitui um ou mais ingredientes acessérios. De uma
forma geral, as formula¢Ges sdo preparadas colocando-se em associagdo, de
forma uniforme e intima, o ingrediente ativo com veiculos liquidos ou
veiculos soélidos finamente divididos, ou ambos, e, entdo, se necessario,
modelando-se o produto.

Os compostos da invengdo normalmente serdo administrados
oralmente ou por meio de qualquer via parenteral, na forma de uma
formulagdo farmacéutica compreendendo o ingrediente ativo, opcionalmente
em forma de um 4cido inorginico ou organico ndo-toxico, ou base, sal de
adicfo, em uma forma de dosagem farmaceuticamente aceitavel. Dependendo
da desordem e do paciente a ser tratado, e também da via de administragéo, as
composi¢des podem ser administradas em doses variavesis.

Por exemplo, os compostos da invengdo podem ser
administrados oralmente, bucalmente ou por via sublingual em forma de

tabletes, capsulas, dvulos, elixires, solugdes ou suspensdes, que podem conter
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agentes aromatizantes ou corantes, para aplicaces de liberagdo imediata,
retardada ou controlada.

Referidos tabletes podem conter excipientes, como celulose
microcristalina, lactose, citrato de sddio, carbonato de célcio, fosfato de calcio
dibasico e glicina, desintegrantes, como amido (de preferéncia, amido de
milho, batata ou tapioca), amido glicolato de sédio, croscarmelose sddio e
determinados silicatos complexos, e ligantes de granulagdo, como
polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulose (HPMO), hidroéxi-
propilcelulose (HPC), sacarose, gelatina e acécia. Adicionalmente, € possivel
incluir agentés lubrificantes, como estearato de magnésio, &cido estearico,
beenato de glicerila e talco.

Também € possivel empregar composi¢des solidos de um tipo
similar como cargas em capsulas de gelatina. Excipientes preferidos neste
aspecto incluem lactose, amido, uma celulose, lactose ou polietileno glicdis
com alto peso molecular. Para elixires e/ou suspensdes aquosas, 0s compostos
da inven¢dio podem ser combinados com diversos agentes aromatizantes ou
adocantes, material corante ou corantes, com agentes emulsificantes e/ou de
suspensdo e com diluentes, como agua, etanol, propileno glicol e glicerina, e
combinagdes dos mesmos.

E possivel preparar um tablete por meio de compressdo ou
moldagem, opcionalmente com um ou mais ingredientes acessorios. Tabletes
comprimidos podem ser preparados por meio de compressdo do ingrediente
ativo em uma maquina apropriada a uma forma de fluxo livre, como um p6 ou
granulos, opcionalmente misturados com um ligante (p. ex., povidona,
gelatina, hidroxipropilmetil celulose), lubrificante, diluente inerte,
conservante, z (p. ex., amido glicolato de sédio, povidona reticulada,
carboximetil celulose de sddio reticulada), agente dispersante ou tensoativo.
Tabletes moldados podem ser preparados por meio de moldagem, em uma

méquina apropriada, de uma mistura do composto pulverizado umidificado
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com um diluente liquido inerte. Opcionalmente, os tabletes podem ser
revestidos ou ranhurados e podem ser formulados de forma a proporcionar
liberagdo lenta ou controlada do ingrediente ativo, usando-se, por exemplo,
hidroxipropilmetilcelulose em proporg¢des variaveis para proporcionar o perfil
de liberagdo desejado.

Formulagdes de acordo com a presente invengdc vantajosas
para administragio oral podem ser apresentadas como unidades distintas,
como capsulas, cdpsulas revestidas ou tabletes, cada um contendo uma
quantidade predeterminada do ingrediente ativo; como um pé ou granulos;
como uma solu¢do ou uma suspensdo em um liquido aquoso ou um liquido
ndo-aquoso ; ou como uma emulsdo liquida 6leo-em-agua ou como uma
emulsdio liquida 4agua-em-6leo. O ingrediente ativo também pode ser
apresentado como um bolus, electuario ou pasta.

Formulagdes vantajosas para administragdo tdpica na boca
incluem losangos compreendendo o ingrediente ativo em uma base
aromatizada, usualmente sacarose e acacia ou tragacanto; pastilhas
compreendendo o ingrediente ativo em uma base inerte, como gelatina e
glicerina, ou sacarose e acicia; e liquidos para limpeza bucal compreendendo
o ingrediente ativo em um veiculo liquido vantajoso.

Deve-se compreende que adicionalmente aos ingredientes
particularmente mencionados acima as formulagdes desta inveng¢@o podem
incluir outros agentes convencionais na arte considerando o tipo de
formulagdo em questdo, por exemplo, aqueles vantajosos para administragéo
oral podem incluir agentes aromatizantes.

Composigdes farmacéuticas adaptadas para administrag@o
topica podem ser formuladas como ungiientos, cremes, suspensdes, logdes,
p6bs, solugdes, pastas, géis, curativos impregnados, sprays, aerossdis ou dleos,
dispositivos transdérmicos, pos para polvilhamento, e analogos. Estas

composi¢des podem ser preparadas via métodos convencionais contendo o
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agente ativo. Assim, elas também podem compreender aditivos e veiculos
convencionais compativeis, como conservantes, solventes para auxiliar a
penetragdo da droga, emolientes em cremes ou unguentos e etanol ou alcool
de oleila para logdes. Referidos veiculos podem estar presentes de cerca de 1
% até cerca de 98 % da composi¢do. Mais usualmente eles constituirdo até
cerca de 80 % da composicdo. Apenas como ilustra¢do, prepara-se um
unguento ou creme por meio de misturagdo de quantidades suficientes de
material hidrofilico e 4gua, contendo de cerca de 5 a 10 % em peso do
composto, em quantidades suficientes para produzir um creme ou unguento
apresentando a consisténcia desejada.

Composigdes farmacéuticas adaptadas para administragdo
transdérmica podem ser apresentadas como adesivos distintos destinados a
permanecer em contato intimo com a epiderme do recipiente durante um
periodo prolongado. Por exemplo, o agente ativo pode ser fornecido a partir
do adesivo por meio de iontoforese.

Para aplicagdes em tecidos externos, por exemplo, na boca e
na pele, as composi¢des sdo aplicadas, de preferéncia, como um creme ou
unguento topico. Quando formulado em um unguento, o agente ativo pode ser
empregado com uma base de unguento parafinica ou miscivel em agua.

Alternativamente, o agente ativo pode ser formulado em um
creme com uma base de creme 0leo-em-agua ou uma base de creme agua-em-
6leo.

Para administra¢do parenteral, prepara-se formas de dosagem
unitaria fluida empregando o ingrediente ativo e um veiculo estéril, por
exemplo, mas sem limitagdo, dgua, alcodis, polidis, glicerina e 6leos vegetais,
sendo que se prefere dgua. O ingrediente ativo, dependendo do veiculo e
concentragdo usados, pode ser suspenso ou dissolvido no veiculo. Na
preparagdo, o ingrediente ativo pode ser dissolvido em 4gua para injegdo e

esterilizado por filtragdo antes do enchimento em um frasco ou ampola
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vantajosa, e fechamento hermético.

De forma vantajosa, agentes, como anestésicos locais,
conservantes e agentes tamponadores podem ser dissolvidos no veiculo. Para
incrementar a estabilidade, a composi¢do pode ser congelada apos enchimento
no frasco e a agua removida em vacuo. O p6 secado por liofilizagdo € entdo
fechado hermeticamente no frasco ¢ é possivel fornecer um frasco anexo com
agua para inje¢do para reconstituir o liquido antes do uso.

SuspensGes parenterais sdo preparadas substancialmente da
mesma maneira que solugdes, exceto que o ingrediente ativo € suspenso no
veiculo em lugar de ser dissolvido e a esterilizagdo ndo pode ser realizada por
meio de filtragdo. O ingrediente ativo pode ser esterilizado por meio de
exposicdo a oxido de etileno antes de suspender no veiculo estéril. De forma
vantajosa, inclui-se um agente tensoativo ou agente umectante na composi¢ao
para facilitar a distribui¢do uniforme do ingrediente ativo.

Os compostos da inven¢do também podem ser administrados
usando-se dispositivos médicos conhecidos na arte. Por exemplo, em uma
concretizagdo, uma composicdo farmacéutica da invengdo pode ser
administrada com um dispositivo de inje¢do hipodérmica sem agulha, como

os dispositivos divulgados nas Patentes dos Estados Unidos nums. 5.399,163;

U.S. 5.383.851; U.S. 5.312.335; U.S. 5.064.413; U.S. 4.941.880;, U.S.

4.790.8.24; ou U.S. 4.596.556. Exemplos de implantes e moédulos bem
conhecidos na presente invengdo incluem: US 4.487.603, que revela uma
bomba de micro-infusdo implantavel para fornecer droga numa taxa
controlada; US 4.486.194, que revela um dispositivo terapéutico para
administrar drogas através da pele; US 4.447.233, que revela uma bomba para
infusdo de droga para fornecer droga numa taxa de infus@o precisa; US
4.447.224, que revela um dispositivo de infusdo implantavel de fluxo varidvel
para fornecimento continuo de droga; US 4.439,196, que revela um sistema

de fornecimento osmoético de droga apresentando compartimentos de
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multiplas cdmaras; e US 4.475.196, que revela um sistema de fornecimento
osmotico de droga. Aqueles com pratica na arte conhecem muitos outros
imlantes, sistemas de fornecimento, e modulos do tipo referido.

A dosagem a ser administrada de um composto da invengdo
variara de acordo com o composto particular, a doenga envolvida, o sujeito, e
a natureza e gravidade da doenga e da condigdo fisica do sujeito, e a via de
administragdo selecionada. A dosagem apropriada pode ser facilmente
determinada por uma pessoa versada na arte.

As composi¢des podem conter de 0,1 % em peso, de
preferéncia, de 5-60 %, mais preferivelmente, de 10 a 30 % em peso, de um
composto da inven¢do, dependendo do método de administragao.

Alguém com pratica na arte podera perceber que a quantidade
e 0 espagamento 6timos de dosagens individuais de um composto da invengdo
serdo determinados pela natureza e extensdo da condigdo que estd sendo
tratada, a forma, via e sitio de administragdo, e a idade e condi¢do do sujeito
particular que esta sendo tratado, e que um médico determinard finalmente as
dosagens apropriadas a serem usadas. Esta dosagem pode ser repetida tdo
freqlientemente como apropriado. Caso se desenvolvam efeitos colaterais, a
quantidade e/ou freqiiéncia da dosagem podem ser alteradas ou reduzidas, de
acordo com pratica clinica normal.

Em um aspecto adicional a presente invengdo proporciona
métodos para a produgdo de analogos de 18,21-didesoximacbecina.

Pode-se considerar biossintetizar a macbecina em dois
estagios. No primeiro estdgio os genes nucleo-PKS montam o nucleo de
macrolido por meio da montagem repetida de precursores simples de acido
carboxilico dando uma cadeia de policetideo que, entdo, € ciclizada para
formar o primeiro intermedidrio livre de enzima “pré-macbecina”, ver Figura
1. No segundo estagio uma série de enzimas ajustadoras "p6s-PKS” (p. ex.,

monooxigenases P450, metiltransferases, oxigenases dependentes de FAD e
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uma carbamoiltransferase) atua adicionando os diversos grupos adicionais ao
modelo pré-macbecina resultando na estrutura final do composto parental, ver
Figura 2. Os analogos de 18,21-didesoximacbecina podem ser biossinteziados
de uma maneira similar.

Esta produgdo biossintética pode ser explorada por meio de
biotransformacdo combinada opcionalmente com manipulagdo genédtica de
cepas produtoras vantajosas resultando na produgdo de compostos inéditos.
Em particular, a presente invengdo proporciona um método de produzir
analogos de 18,21-didesoximacbecina, sendo que referido método
compreende:

a) proporcionar uma primeira cepa hospedeira que produz
macbecina ou um analogo quando cultivada em condigGes apropriadas

b) introduzir um acido de partida ndo-natural em referida
cepa

c) cultivar referida cepa em condigdes vantajosas para a
produgdo de analogos de 18,21-didesoximacbecina; e

d) opcionalmente, isolar os compostos produzidos.

O método pode compreender adicionalmente a etapa de:

e) deletar ou inativar um ou mais dos genes da biossintese da
unidade iniciadora, ou um homoélogo dos mesmos, sendo que referida etapa
ocorre usualmente antes da etapa c) e/ou o método pode compreender
adicionalmente a etapa de:

f) deletar ou inativar um ou mais genes pds-PKS, sendo que
referida etapa ocorre usualmente antes da etapa c).

Na etapa (a) com "uma cepa hospedeira que produz macbecina
ou um analogo da mesma" compreende-se uma cepa que produz macbecina
ou aqueles analogos de macbecina, particularmente analogos de 18,21-
didesoximacbecina, que sdo compreendidos pelas defini¢des de R;-Rg quando

cultivada em condi¢Ges apropriadas. Condi¢Ges apropriadas (e condigdes
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vantajosas na etapa (c)) incluem a provisdo de uma alimentac¢do de partida e

-um meio de crescimento apropriado, de composi¢do vantajosa, (que serdo

conhecidos por uma pessoa versada na arte ou que podem ser determinados
por meio de métodos conhecidos per se).

De maneira vantajosa, a alimentagdo de partida ndo-natural é
um 4acido benzdico substituido (ndo sendo um acido 3-amino-5-hidréxi-
benzdico que o acido de partida natural). Da forma mais vantajosa, a
alimentagdo de partida ndo-natural € &cido 3-amino-benzdico, sendo que o
anel de benzeno é opcionalmente substituido por de um a trés atomos de fldor.

Em uma concretizagdo vantajosa a alimentacdo de acido de
partida ndo-natural € icido 3-aminobenzdico.

Em outra concretizagdo vantajosa a alimentagdo de acido de
partida ndo-natural € acido 5-amino-2-fluorobenzoéico.

Em outra concretizagdo vantajosa a alimentagdo de acido de
partida ndo-natural € 4cido 5-amino-3-fluorobenzdico.

Em outra concretizagdo vantajosa a alimentagdo de acido de
partida ndo-natural € 4cido 5-amino-2,3-di-fluorobenzéico.

Em outra concretizagdo vantajosa a alimentagdo de acido de
partida ndo-natural é acido 5-amino-2,3,6-tri-fluorobenzoico.

Alguém versado na arte perceberd que hé unidades de partida
alternativas ndo-naturais que poderiam ser introduzidas na cepa hospedeira
para produzir o(s) mesmo(s) composto(s), por exemplo, embora sem
limitag&o, o metil éster, o etil éster, o tioéster de N-acetil-cisteamina do 4cido
benzodico substituido e o analogo de dicetideo do intermediario biossintético
ativado apropriadamente para incorporagdo, por exemplo, como o tioéster de
N-acetil-cisteamina.

Em uma primeira concretizag@o da invengdo a cepa hospedeira
¢ uma cepa produtora de macbecina.

Em uma concretizagdo alternativa, a cepa hospedeira € uma
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cepa engenheirada baseada numa cepa produtora de macbecina em que um ou
mais dos genes biossintéticos de unidade iniciadora foram deletados ou
inativados.

Em uma concretizagdo adicional a cepa hospedeira € uma cepa
engenheirada baseada numa cepa produtora de macbecina em que um ou mais
dos genes poOs-PKS foram deletados ou inativados. Por exemplo, a cepa
hospedeira pode ser uma cepa engenheirada baseada em uma cepa produtora

de macbecina em que mbcM e, opcionalmente, outros genes pds-PKS foram

- deletados ou inativados. Especificamente, a cepa hospedeira pode ser uma

cepa engenheirada baseada em uma cepa produtora de macbecina em que
mbcM foi deletado ou inativado. Alternativamente, a cepa hospedeira pode
ser uma cepa engenheirada baseada em uma cepa produtora de macbecina em
que mbcM, mbcMT1, mbcMT2, mbcP e mbcP450 foram deletados ou
inativados.

De maneira vantajosa, 0 um ou mais genes biossintéticos de
unidade iniciadora e/ou genes pdés-PKS serdo deletados ou inativados
seletivamente.

Em uma concretizagdo adicional, um ou mais genes
biossintéticos de unidade iniciadora ou genes pos-PKS s@o inativados em
referida cepa engenheirada por meio de integragdo do DNA no(s) gene(s/), de
tal forma que a proteina funcional ndo seja produzida. Em uma concretizagéo
alternativa, um ou mais dos referidos genes de unidade iniciadora ou genes
p6s-PKS s3o deletados em referida cepa engenheirada por meio de preparagdo
de uma delegdo ou de delegdes objetivadas. Em uma concretizagdo adicional,
um ou mais genes biossintéticos de unidade iniciadora ou genes p6s-PKS séo
inativados em referida cepa engenheirada por meio de mutagénese dirigida
para sitio. Em uma concretizagdo adicional uma cepa hospedeira produtora de
macbecina é submetida a mutagénese, quimica ou por UV, e seleciona-se uma

cepa modificada em que uma ou mais das enzimas biossintéticas de unidade
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iniciadora ou enzimas pds-PKS ndo sfo funcionais. A presente invengdo
também compreende mutagdes dos reguladores que controlam a expressio de
um ou mais dos genes biossintéticos de unidade iniciadora ou genes pos-PKS,
uma pessoa versada na arte perceberda que dele¢do ou inativagdo de um
regulador pode ter o mesmo resultado que delegdo ou inativagdo do gene.

Em uma concretizagdo adicional uma cepa engenheirada em
que um ou mais genes pos-PKS foram deletados ou inativados como acima,
foi reintroduzida em um ou mais dos mesmos géne_s pos-PKS, ou seus
homélogos de uma cepa alternativa produtora de macbecina.

Em uma concretizagdo adicional uma cepa engenheirada em
que um ou mais genes foi deletada ou inativada é complementada por um ou
mais dos genes pos-PKS do aglomerado de PKS heter6logo incluindo,
embora sem limitagdo, os aglomerados que dirigem a biossintese da
rifamicina, ansamitocina, geldanamicina ou herbimicina.

Um método de deletar ou inativar seletivamente um gene pos-
PKS compreende:

(i) determinar oligos degenerados com base em homologo(s)
do gene de interesse (p. ex., dos aglomerados biossintéticos de rifamicina,
geldanamicina ou herbimicina e/outras seqiiéncias obteniveis) e isolar o
fragmento interno do gene de interesse de uma cepa produtora de macbecina
vantajosa por meio do uso destes iniciadores em uma reagdo de PCR,

(ii) integrar um plasmideo contendo este fragmento na mesma,
ou em uma cepa produtora diferente, de macbecina seguido de recombinagdo
homologa, o que resulta na disrupgdo do gene objetivado,

(iii) cultivar a cepa assim produzida em condigdes vantajosas
para a produgdo dos analogos de macbecina, i.e. analogos de 18,21-
didesoximacbecina.

Em uma concretizagdo especifica, a cepa produtora de

macbecina na etapa (i) ¢ Actinosynnema mirum (A. mirum). Em uma
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concretizagdo especifica adicional, a cepa produtora de macbecina na etapa
(ii) é Actinosynnema pretiosum (A. pretiosum).

Uma pessoa versada na arte percebera que € possivel obter
uma cepa equivalente usando métodos alternativos aqueles descritos acima, p.
ex.:

= Oligos degenerados podem ser usados para amplificar o
gene de interesse de qualquer cepa produtora de macbecina por exemplo,
embora sem limita¢do, A. pretiosum, ou A. mirum

~w E possivel projetar diferentes oligos degenerados que

amplificardo com éxito uma regido apropriada do gene pos-PKS, ou um

homoélogo do mesmo, de um produtor de macbecina, ou cepa produtora de um
homoélogo do mesmo.

» A sequéncia do gene da cepa de A. pretiosum pode ser
usada para gerar os oligos que podem ser especificos para o gene de A.
pretiosum e, entdo, o fragmento interno pode ser amplificado de qualquer
cepa produtora de macbecina, p. ex., A. pretiosum ou A. mirum.

» A sequéncia do gene da cepa de A. pretiosum pode ser
usada juntamente com a sequéncia de genes homologos para gerar oligos
degenerados para o gene de A. pretiosum e, entdo, o fragmento interno pode
ser amplificado de qualquer cepa produtora de macbecina, p. ex., A.
pretiosum ou A. mirum.

A Figura 2 mostra a atividade dos genes pds-PKS no
aglomerado biossintético de macbecina. Assim, uma pessoa versada na arte
poderia ser capaz de identificar quais genes pos-PKS adicionais poderia ser
necessario deletar ou inativar para se chegar a uma cepa que produzira o(s)
composto(s) de interesse.

Pode-se observar nestes sistemas que quando se gera uma cepa
em que um ou mais dos genes pds-PKS ndo funcionam como um resultado de

um dos métodos descritos incluindo inativagdo ou delegdo, € possivel
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produzir mais de um andlogo de 18,21-didesoximacbecina. Ha uma
quantidade de razdes possiveis para isto, e poderdo ser compreendidas por
aqueles versados na arte. Por exemplo, pode haver uma ordem preferida de
etapas pos-PKS e a remogdo de uma Unica atividade leva a que todas as etapas
subseqtientes podem ser realizadas sobre substratos que ndo s@o naturais para
a enzimas envolvidas. Isto pode levar ao acimulo de intermediarios no caldo
de cultura devido a uma menor eficiéncia no sentido dos substratos inéditos
apresentados as enzimas pds-PKs, ou a produtos desviados [shunt] que néo
sdo mais substratos para as enzimas remanescentes possivelmente em virtude
da alteragdo da ordem de etapas.

Uma pessoa versada na arte percebera que a relagdo de
compostos observada em uma mistura pode ser manipulada por meio do uso
de variagdes nas condigdes de crescimento.

Alguém versado na arte perceberd que em um aglomerado
biossintético alguns genes sdo organizados em Operons € a disrupgdo de um
gene freqiientemente terd um efeito sobre a expressdo de genes subseqiientes
no mesmo Operon.

Quando se observa uma mistura de compostos, estes podem
ser facilmente separados usando-se técnicas convencionais, sendo que
algumas destas encontram-se descritas nos exemplos a seguir.

Analogos de 18,21-didesoximacbecina podem ser selecionados
por uma variedade de métodos, como descrito aqui, € no caso em que um
composto simples mostra um perfil favoravel, uma cepa pode ser manipulada
para preparar este composto preferivelmente. No caso incomum em que isto
ndo ¢é possivel, € possivel gerar um intermedidrio que, entdo, ¢é
biotransformado para produzir o composto desejado.

A presente inveng¢do proporciona analogos de macbecina
inéditos gerados pela selegdo ou inativagdo selecionada de um ou mais genes

p6s-PKS do aglomerado de genes de PKS macbecina. Em particular, a
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presente invengdo refere-se a andlogos de 18,21-didesoximacbecina inéditos
produzidos por meio de introdu¢do de uma unidade iniciadora ndo natural em
uma cepa produtora de macbecina, opcionalmente combinada com a delecédo
ou inativa¢do selecionada de um ou mais genes p6s-PKS, do aglomerado de
genes de PKS macbecina.

Uma pessoa versada na arte perceberd que um gene ndo
precisa ser completamente deletado para que o produto génico seja tornado
ndo-funcional, conseqiientemente o termo “deletado ou inativado” como
usado aqui compreende qualquer método por meio do qual o produto génico €
tornado ndo-funcional incluindo, embora sem limitacdo: delegdo do gene
integralmente, delegdo de parte do gene, inativagdo por meio de inser¢do no
gene-alvo, mutagénese dirigida para sitio que resulta no gene, ou ndo ser
expresso ou ser expresso para produzir proteina nativa, mutagénese da cepa
hospedeira que resulta no gene, ou nfo ser exXpresso ou Ser expresso para
produzir proteina nativa (p. ex., por meio de radiagdo ou exposi¢do a
quimicos mutagénicos, fusdo de protoplasto ou mutagénese de transpoéson).
Alternativamente, a fun¢do de um produto génico pode ser prejudicada
quimicamente com inibidores, por exemplo, metapirona (nome alternativo 2-
metil-1,2-di(3-piridil-1-propanona), EP 0 627 009) e ancimidol sdo inibidores
de oxigenases e estes compostos podem ser adicionados ao meio de produgio
para gerar analogos. Adicionalmente, sinefungina ¢ um inibidor de metil
transferase que pode ser usado de forma similar, menos para a inibi¢do da
atividade de metil transferase in vivo (McCammon e Parks, 1981).

Em uma concretizagdo alternativa, todos os genes pds-PKS
podem ser deletados ou inativados e, entdo, um ou mais dos genes podem ser
reintroduzidos por meio de complementagdo (p. ex., em um sitio de liga¢do,
em um plasmideo auto-replicante ou por meio de inser¢do em uma regido
homologa do cromossomo). Portanto, em uma concretizagdo particular a

presente inven¢do refere-se a métodos para a geragdo de andlogos de 18,21-
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didesoximacbecina, sendo que referido método compreende:

a) proporcionar uma primeira cepa hospedeira que produz
macbecina quando cultivada em condigdes apropriadas

b) opcionalmente, deletar ou inativar seletivamente todos os
genes pos-PKS,

¢) introduzir uma unidade iniciadora ndo natural em referida
cepa

d) cultivar referida cepa hospedeira modificada em condigbes
vantajosas para a produgdo de andlogos de 18,21-didesoximacbecina; e

e) opcionalmente, isolar os compostos produzidos.

Em uma concretizagdo alternativa, um ou mais dos genes pos-
PKS deletados sdo reintroduzidos. Em uma concretizagdo adicional, 1 ou mais
dos genes pos-PKS selecionados do grupo que consiste de mbcM, mbcN,
mbcP, mbcMT1, mbcMT2 e mbcP450 sdo reintroduzidos. Em uma
concretizagdo adicional, 2 ou mais dos genes pés-PKS selecionados do grupo
que consiste de mbcM, mbcN, mbcP, mbcMT1, mbcMT2 e mbcP450 sdo
reintroduzidos. Em uma concretizagdo adicional, 3 ou mais dos genes pds-
PKS selecionados do grupo que consiste de mbcM, mbcN, mbcP, mbcMT]1,
mbcMT?2 e mbcP450 sdo reintroduzidos. Em uma concretizag@o adicional, 4
ou mais dos genes pos-PKS selecionados do grupo que consiste de mbcM,
mbcN, mbcP, mbcMT1, mbcMT2 e mbcP450 sdo reintroduzidos. Em uma
concretizagdo alternativa adicional, 5 ou mais dos genes pds-PKS
selecionados do grupo que consiste de mbcM, mbcN, mbcP, mbcMT1,
mbcMT2 e mbcP450 sdo reintroduzidos. Opcionalmente genes de outros
aglomerados biossintéticos de PKS, como embora sem limitag@o, as vias de
geldanamicina ou herbimicina podem ser introduzidas de forma apropriada.

Adicionalmente, uma pessoa com pratica na arte percebera que
um subconjunto dos genes pds-PKS, poderia ser deletado ou inativado e,

opcionalmente, um subconjunto menor de referidos genes pos-PKS poderia
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ser reintroduzido para se chegar a uma cepa que, quando introduzida em uma
unidade iniciadora ndo natural, produz analogos de 18,21-didesoximacbecina.

Portanto, em uma concretiza¢do preferida, a presente invengdo
refere-se a métodos para a geragdo de analogos de 18,21-didesoximacbecina,
sendo que referido método compreende:

a) proporcionar uma primeira cepa hospedeira que produz
macbecina quando cultivada em condi¢des apropriadas

b) deletar ou inativar seletivamente mbcM,

¢) introduzir uma unidade iniciadora ndo natural em referida
cepa |

d) cultivar referida cepa hospedeira modificada em condig¢des
vantajosas para a produgdo de analogos de 18,21-didesoximacbecina; e

e) opcionalmente, isolar os compostos produzidos.

Em uma concretizagdo preferida adicional a presente invencdo
refere-se a métodos para a gerag@o de analogos de 18,21-didesoximacbecina,
sendo que referido método compreende:

a) proporcionar uma primeira cepa hospedeira que produz
macbecina quando cultivada em condigées apropriadas

b) deletar ou inativar seletivamente mbcM e mbcP450

c) opcionalmente, deletar ou inativar seletivamente genes
adicionais p6s-PKS

d) introduzir uma unidade iniciadora ndo natural em referida
cepa

e) cultivar referida cepa hospedeira modificada em condigdes
vantajosas para a produg@o de analogos de 18,21-didesoximacbecina; e

f) opcionalmente, isolar os compostos produzidos.

Em uma concretizagdo preferida adicional a presente invengao
refere-se a métodos para a geragdo de anadlogos de 18,21-didesoximacbecina,

sendo que referido método compreende:
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a) proporcionar uma primeira cepa hospedeira que produz
macbecina quando cultivada em condi¢des apropriadas

b) deletar ou inativar seletivamente mbcM, mbcMT]I,
mbcMT2, mbcP e mbcP450

c) opcionalmente, deletar ou inativar seletivamente genes
adicionais pds-PKS ou genes de biossintese da unidade iniciadora

d) introduzir uma unidade iniciadora nio natural em referida
cepa

e) cultivar referida cepa hospedeira modificada em condi¢des
vantajosas para a produgdo de anédlogos de 18,21-didesoximacbecina; e

f) opcionalmente, isolar os compostos produzidos.

E de conhecimento geral por parte daqueles versados na arte
que aglomerados de genes de policetideo podem ser expressos em
hospedeiros heterdlogos (Pfeifer e Khosla, 2001). Assim, a presente invengao
inclui a transferéncia do aglomerado de genes biossintéticos de macbecina,
com ou sem genes reguladores e de resisténcia, sendo de outra forma
completos ou contendo dele¢des, para um hospedeiro heterdlogo.
Alternativamente, o aglomerado completo biossintético de macbecina pode
ser transferido para um hospedeiro heterélogo, com ou sem genes reguladores
e de resisténcia, e pode entdo ser manipulado pelos métodos aqui descritos
para deletar ou inativar um ou mais dos genes pdés-PKS ou genes de
biossintese da unidade iniciadora. Métodos e vetores para a transferéncia
como definido acima de referidas por¢Ges grandes de DNA sdo bem
conhecidos na arte (Rawlings, 2001; Staunton e Weissman, 2001) ou sdo
proporcionados aqui, nos métodos revelados. Neste contexto, uma cepa de
células hospedeiras preferida seja um procarionte, mais preferivelmente, um
actinomiceto ou Escherichia coli, ainda mais preferivelmente, incluem,
embora sem limitagdo, Actinosynnema mirum (A. mirum), Actinosynnema

pretiosum subespécie pretiosum (A. pretiosum), S. hygroscopicus, S.
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hygroscopicus sp., S. hygroscopicus var. ascomyceticus, Streptomyces
tsukubaensis, Streptomyces coelicolor, Streptomyces lividans,
Saccharopolyspora erythraea, Streptomyces fradiae, Streptomyces avermitilis,
Streptomyces cinnamonensis, Streptomyces rimosus, Streptomyces albus,
Streptomyces griseofuscus, Streptomyces longisporoflavus, Streptomyces
venezuelae, Streptomyces albus, Micromonospora sp., Micromonospora
griseorubida, Amycolatopsis mediterranei ou Actinoplanes sp. N902-109,
Exemplos adicionais incluem Streptomyces hygroscopicus subespécie
geldanus e Streptomyces violaceusniger. |

Em uma concretizagdo, todo o aglomérado biossintético &
transferido. Em uma concretizagdo alternativa, todo o PKS ¢é transferido sem
qualquer um dos genes de biossintese da unidade iniciadora e/ou genes pds-
PKS associados.

Em uma concretizagdo adicional, todo o aglomerado
biossintético de macbecina € transferido e, depois, manipulado de acordo com
a descrigdo aqui.

Em um aspecto alternativo da invencdo, o(s) analogo(s) de
18,21-didesoximacbecina da presente invengdo podem ser processados
adicionalmente por meio de biotransformagdo com uma cepa apropriada. A
cepa apropriada pode ser uma cepa de tipo selvagem obtenivel, por exemplo,
embora sem limitagdo, Actinosynnema mirum, Actinosynnema pretiosum
subespécie  pretiosum, S. hygroscopicus, S. hygroscopicus sp..
Alternativamente, uma cepa apropriada pode ser manipulada de forma a
permitir biotransformac¢do com enzimas particulares p6s-PKS, por exemplo,
embora sem limita¢do, aquelas codificadas por mbcM, mbcN, mbcP,
mbcMT2, mbcP450 (como definido aqui), gdmN, gdmM, gdml, gdmP,
(Rascher et al., 2003) a geldanamicina O-metila transferase, hbmN, hbmlL,
hbmP, (Rascher et al., 2005) herbimicina O-metil transferases e, também,

herbimicina mono-oxigenases, asm7, asm10, asm11, asm12, asm19 e asm21
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(Cassady et al., 2004, Spiteller et al., 2003). Onde genes ainda restam por ser
identificados ou as seqiiéncias ndo se encontrem no dominio publico € rotina,
por parte daqueles com pratica na arte, adquirir referidas seqii€ncias por meio
de métodos convencionais. Por exemplo, a seqiiéncia do gene que codifica a
geldanamicina O-metil transferase ndo ¢ de dominio publico, mas alguém
com prética na arte sera capaz de gerar uma sonda, seja uma sonda heterologa
usando uma O-metil transferase similar, ou uma sonda homdloga por meio de

determinacfo de iniciadores degenerados dentre genes homologos disponiveis

para realizar Southern blotting em uma cepa produtora de geldanamicina e,

éssim, requerem este gene para gerar sistemas de biotransformacgéo.

Em uma concretizagdo particular, a cepa pode ter apresentado
a delecio de um ou mais aglomerados de policetideos nativos, seja
separadamente ou em parte, ou de outra forma inativados, de forma a prevenir
a produgdo do policetideo produzido por referido aglomerados de policetideo
nativo. Referida cepa engenheirada pode ser selecionada do grupo que inclui,
por exemplo, mas sem limitagdo, Actinosynnema mirum, Actinosynnema
pretiosum subespécie pretiosum, S. hygroscopicus, S. hygroscopicus sp., S.
hygroscopicus var. ascomyceticus, Streptomyces tsukubaensis, Streptomyces
coelicolor, Streptomyces lividans, Saccharopolyspora erythraea, Streptomyces
fradiae, Streptomyces avermitilis, Streptomyces cinnamonensis, Streptomyces
rimosus, Streptomyces albus, Streptomyces griseofuscus, Streptomyces
longisporoflavus, ~ Streptomyces  venezuelae, = Micromonospora  sp.,
Micromonospora griseorubida, Amycolatopsis mediterranei ou Actinoplanes
sp. N902-109, Cepas possiveis adicionais incluem Streptomyces
hygroscopicus subespécie geldanus e Streptomyces violaceusniger.

Embora o processo para a preparagdo dos andlogos de 18,21-
didesoximacbecina da invengdo como descrito acima seja substancialmente
ou totalmente biossintético, ndo se exclui a produgéo ou interconversdo de

analogos de 18,21-didesoximacbecina da invengdo por meio de um processo
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que compreende métodos quimicos sintéticos convencionais.

Para permitir a manipula¢do genética do aglomerado de genes
PKS de macbecina, primeiramente o aglomerado de genes foi seqiienciado de
Actinosynnema pretiosum subespécie pretiosum, no entanto, uma pessoa
versada na arte percebera que ha cepas alternativas que produzem macbecina,
por exemplo, mas sem limitagdo, Actinosynnema mirum. Os aglomerados de
genes biossintéticos de macbecina destas cepas podem ser seqiienciados como

descrito aqui para Actinosynnema pretiosum subespécie pretiosum, e a

formulag¢fo usada para gerar cepas equivalentes.

Aspecfos adicionais da inVenc;ﬁo incluem:

- Uma cepa engenheirada baseada em uma cepa produtora de
macbecina em que mbcM e, opcionalmente, outros genes pdés-PKS foram
deletados ou inativados, particularmente uma cepa engenheirada do tipo
referido em que mbcM foi deletado ou inativado ou uma cepa engenheirada
do tipo referido em que mbcM, mbcMT1, mbecMT2, mbcP e mbcP450 foram
deletados ou inativados. De maneira vantajosa, a cepa produtora de
macbecina € A pretiosum ou A mirum.

- Uma cepa engenheirada baseada em uma cepa produtora de
macbecina em que mbcM e, opcionalmente, outros genes pos-PKS e/ou genes
de biossintese da unidade iniciadora foram deletados ou inativados,
particularmente uma cepa engenheirada do tipo referido em que mbcM foi
deletado ou inativado ou uma cepa engenheirada do tipo referido em que
mbcM, mbecMT1, mbcMT2, mbcP e mbcP450 foram deletados ou inativados.
De maneira vantajosa, a cepa produtora de macbecina é A pretiosum ou A
mirum.

- Uso de uma cepa engenheirada do tipo referido na
preparacdo de um analogo de 18,21-didesoximacbecina.

Compostos da invengdo sdo vantajosos pelo fato de que se

pode esperar que Os mesmos possuam uma ou mais das seguintes
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propriedades: estreita ligagdo com Hsp90, rapida na taxa de ligagdo com
Hsp90, boa atividade contra uma ou mais subtipos diferentes de cancer em
comparagdo com o composto parental; bom perfil toxicolégico, como bom
perfil de hepatotoxicidade, boa nefrotoxicidade, boa seguranga cardiaca; boa
solubilidade em &gua; boa estabilidade metabdlica; boa capacidade de
formulagfo; boa biodisponibilidade; boas propriedades farmacocinéticas ou
farmacodindmicas, como estreita ligagdo com Hsp90, rapida on-rate de
ligagdo com Hsp90 e/ou boa farmacocinética no cérebro; boa absor¢do de
células; e baixa ligagdo a eritrdcitos.

Exemplos

Métodos gerais

Fermentacio de culturas

Condigdes usadas para o desenvolvimento das cepas
bacterianas de Actinosynnema pretiosum subespécie pretiosum ATCC 31280
(US 4.315.989) e Actinosynnema mirum DSM 43827 (KCC A-0225,
Watanabe et al., 1982) foram descritas nas patentes US 4.315.989 e US
4.187.292. Métodos aqui usados foram adaptados destes e s@o como a seguir
para cultivo de caldos em tubos ou frascos em incubadoras agitadas, variagdes
dos protocolos publicados sdo indicadas nos exemplos. Cepas foram
desenvolvidas em agar ISP2 (Meio 3, Shirling, E.B. e Gottlieb, D., 1966) a
28°C durante de 2 a 3 dias e usadas para inocular meio de semeadura (Meio 1,
ver abaixo e US 4.315.989 e US 4.187.292). Em seguida, o meio de
semeadura inoculado foi incubado com agitacdo entre 200 e 300 rpm com
uma extensdo da oscilagdo de 5 ou 2,5 cm a 28°C durante 48 h. Para a
produgdo de macbecina, anadlogos de 18,21-diidromacbecina e macbecina,
como analogos de 18,21-didesoximacbecina o meio de fermentagdo (Meio 2,
ver abaixo e US 4.315.989 e US 4.187.292) foi inoculado com 2,5 % - 10 %
da cultura de semeadura e incubado com agitag@o entre 200 e 300 rpm com

uma extensdo da oscilagdo de 5 ou 2,5 cm a 26 °C durante seis dias exceto
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onde indicado de outra forma nos exemplos. A cultura foi entdo colhida para
extragdo.
Meios

Meio 1 - Meio de semeadura

Em 1 1 de dgua destilada

Glicose 20g
Amido de batata soluvel (Sigma) 30g
Licor de amido de milho secado por pulverizagdo | 10g
(Roquette Freres)

Farinha de soja torrada ‘Nutrisoy’ (Archer Daniels | 10g
Midland)

Peptona de solidos do leite (Sigma) 5g
NaCl 3g
CaCO, 5g
Ajustar o pH com NaOH 7,0

Esterilizagdo por meio de autoclavagem a 121°C durante 20
minutos.

Adicionou-se  apramicina quando  apropriado  apos
autoclavagem para dar uma concentragdo final de 50 mg/1.

Meio 2 - Meio de fermentacao

Em 1 1 de agua destilada

Glicerol S50g
Licor de amido de milho secado por pulverizagdo | 10g
(Roquette Freres)

‘Bacto’ extrato de levedura (Difco) 20g
KI‘12PO4 20g
MgCl, 6H,0O S5g
CaCO;s g
Ajustar o pH com NaOH 6,5

Esterilizagdo por meio de autoclavagem a 121°C durante 20
minutos.

Meio 3 — Meio ISP2

Em 1 1 de dgua destilada

Extrato de malte 10g
Extrato de levedura 4g
Dextrose 4g
Agar 15g
Ajustar o pH com NaOH 7.3

Esterilizagdo por meio de autoclavagem a 121°C durante 20

minutos.
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Meio 4 - MAM

Em 1 1 de dgua destilada
Amido de trigo 10g
Sélidos de milho macerados 2,5g
Extrato de levedura 3g
CaCO3 3g
Sulfato de ferro 0,3g
Agar 20g

Esterilizacdo por meio de autoclavagem a 121°C durante 20
minutos.

Extracdo de caldos de cultura para analise de LCMS

Caldo de cultura (1 ml) e acetato de etila (1 ml) foram
misturados vigorosamente durante de 15 a 30 min seguidd ‘de‘centrifugac;ﬁo
durante 10 min. 0,5 ml desta camada organica foram recolhidos, evaporados a
secura e, entdo, redissolvidos em 0,25 ml de metanol.

Procedimento de analise de LCMS
LCMS analitica foi realizada usando método 1 de LCMS em

um sistema de HPLC Agilent HP1100 em combinagdo com um espectrometro
de massa por eletrospray Bruker Daltonics Esquire 3000+ operando em modo
de ion positivo e/ou negativo. Método 1 de LCMS: cromatografia foi
realizada em uma coluna Phenomenex Hyperclone (C;3 BDS, tamanho das
particulas de 3 microns, 150 x 4,6 mm) eluindo a uma taxa de fluxo de 1 .
ml/min usando-se o seguinte processo de elui¢do de gradiente; T=0,10 % de
B; T=2, 10 % de B; T=20, 100 % de B; T=22, 100 % de B; T=22,05, 10 % de
B; T=25, 10 % de B. Fase movel A = agua + 0,1 % de 4cido férmico; fase
moével B = acetonitrilo + 0,1 % de acido férmico. Espectros de UV foram
registrados entre 190 e 400 nm, com cromatogramas extraidos obtidos a 210,
254 e 276 nm. Espectros de massa foram registrados entre 100 e 1500 amu.

Métodos de elucidacio de estrutura de RMN

Espectros de RMN foram registrados em um espectrometro
Bruker Advance 500 a 298 K operando a 500 MHz e 125 MHz para 'He BC

respectivamente. Usou-se seqiiéncias de pulso Standard Bruker para adquirir
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espectros 'H-"H COSY, APT, HMBC e HMQC. Espectros de RMN foram
referidos as ressonancias residual do préton ou padrdo do carbono, dos
solventes em que elas foram run/*.

Avaliacdo da pureza do composto

Compostos purificados foram analisados usando LCMS
método 2 descrito. LCMS método 2: cromatografia foi realizada em uma
coluna Phenomenex HyperClone C;s-BDS (4,6 x 150 mm, tamanho das
particulas de 3 microns) eluindo com um gradiente de agua + 0,1 % de 4cido
formico:acetonitrilo + 0,1 % de acido férmico, (90:10) a (0:100), a 1 ml/min
ao longo de 20 min. A pureza foi avaliada por meio de MS e com
comprimentos de onda multiplos (210, 254 & 276 nm). Todos os compostos
foram >95 % puros em todos os comprimentos de onda. A pureza foi
confirmada finalmente por meio de inspegdo dos espectros de RMN do He
Be

Avaliacdo da solubilidade em agua

Solubilidade em agua pode ser testada como a seguir: Uma
solugdo de consumo de 10 mM do analogo de 18,21-didesoximacbecina ¢
preparado em 100 % de DMSO a temperatura ambiente. Prepara-se fragGes de
0,01 ml em triplicata até 0,5 ml com 0,1 M de PBS, solugdo a pH 7,3 ou 100
% de DMSO em frascos de cor ambar. As solu¢des 0,2 mM resultantes sdo
agitadas no escuro, a temperatura ambiente em um agitador IKA® vibrax
VXR durante 6 horas, seguido de transferéncia das solugdes ou suspensdes
resultantes para tubos de Eppendorf de 2 ml e centrifugagfo durante 30 min a
13200 rpm. Analisa-se entdo fragdes do fluido sobrenadante por meio do
método 1 de LCMS como descrito acima.

Ensaio bioldgico in vitro para determinacio da atividade anticancer

Avaliagdo in vitro de compostos quanto a atividade anticancer
em um grupo de linhas de células de tumor humanas em um ensaio de

proliferagdo de monocamada foi realizada na Oncotest Testing Facility,
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Institute for Experimental
Tabela 1 — Linhas de células de teste

n° Linha de células Caracteristicas

1 CNXF 498NL SNC

2 CXF HT29 colo

3 LXF 1121L pulméo, cancer de células grandes
4 MCF-7 mama, padrio NCI

5 MEXF 394NL melanoma

6 DU145 prostata - PTEN positivo

Oncology, Oncotest GmbH, Freiburg. As caracteristicas das
linhas de células selecionadas encontram-se resumidas na Tabela 1.

As linhas de células Oncotest foram estabelecidas a partir de
enxertos exogenos de tumor humano como descrito por Roth et al., (1999). A
origem dos enxertos exdgenos doadores foi descrita por Fiebig et al., (1999).
Outras linhas de células foram, ou obtidas do NCI (DU145, MCF-7) ou
adquiridas da DSMZ, Braunschweig, Alemanha.

Todas as linhas de células, exceto se especificado de outra
forma, foram desenvolvidas a 37°C em uma atmosfera umidificada (95 % de
ar, 5 % de CO,) em um meio mistura pronta ‘ready-mix’ contendo meio
RPMI 1640, 10 % fetal calf serum, e 0,1 mg/ml gentamicina (PAA, Colbe,
Alemanha).

Usou-se um ensaio de iodeto de propidio modificado para
avaliar os efeitos do(s) composto(s) de teste sobre o crescimento de linhas de
células de tumor humano (Dengler et al., (1995)).

Em resumo, células foram colhidas de culturas de fase
exponencial por meio de tripsinizagdo, contadas e plaqueadas em placas de
microtitulagdo de fundo plano’e 96 pogos com uma densidade de células
dependente da linha de células (5 - 10.000 cé€lulas viaveis/pogo). Apds uma
recuperagdo de 24 horas para permitir que as células retomem o crescimento
exponencial, adicionou-se nos pogos 0,010 ml de meio de cultura (6 pogos de

controle por placa) ou meio de cultura contendo o andlogo de 18,21-
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didesoximacbecina. Cada concentragdo foi plaqueada em triplicata.
Compostos foram aplicados em cinco concentragdes (100; 10; 1; 0,1 e 0,01
ug/ml). Apds 4 dias de exposi¢do continua, meio de cultura de células com ou
sem composto de teste foi substituido por 0,2 ml de uma solugdo aquosa de
iodeto de propidio (PI) (7 mg/l). Para medir a propor¢do de células vivas,
células podem ser permeabilizadas por meio de congelamento das placas.
Apds descongelamento das placas, fluorescéncia foi medida usando-se a
leitora de microplacas Cytofluor 4000 (excitagdo a 530 nm, emissdo a 620
nm), dando uma relagdo direta com o numero total de células vidveis. A
inibi¢do do crescimento pode ser expressa como tratadas/controle x 100 (%
T/C). Isto pode ser plotado como um grafico de % T/C contra a concentragéo
do composto de teste aplicado, que entdo pode ser usado para calcular a
concentragdo necessaria para inibir o crescimento de células em 70 % (1C5).

Exemplo 1 — Seqgiienciamento do aglomerado de genes de PKS de macbecina

DNA gendmico foi isolado de Actinosynnema pretiosum
(ATCC 31280) e Actinosynnema mirum (DSM 43827, ATCC 29888) usando
protocolos convencionais descritos por Kieser et al., (2000). Seqlienciamento
de DNA foi realizado pela instalagdo de seqlienciamento do Biochemistry
Department, University of Cambridge, Tennis Court Road, Cambridge CB2
1QW usando procedimentos padrio.

Iniciadores BIOSG104 5’-
GGTCTAGAGGTCAGTGCCCCCGCGTACCGTCGT-3’ (SEQID NO: 1) e
BIOSG105 5’-GGCATATGCTTGTGCTCGGGCTCAAC-3’ (SEQ ID NO:
2) foram empregados para amplificar o gene codificante para
carbamoiltransferase gdmN do aglomerado de genes biossintéticos de
geldanamicina de Streptomyces hygroscopicus NRRL 3602 (Numero de
acesso da sequéncia: AY179507) usando-se técnicas convencionais. Realizou-
se experimentos de Southern blotting usando o DIG Reagents and Kits for

Non-Radioactive Nucleic Acid Labelling and Detection [Reagentes e Kits
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para Detec¢do e Marcagdo Nio-Radioativa de Acidos Nucleicos] de acordo
com as instrugdes do fabricante (Roche). O fragmento de DNA de dgmN
marcado com DIG foi usado como uma sonda heteréloga. Usando a sonda
gerada de gdmN e DNA gendmico isolado de A. pretiosum 2112 identificou-
se um fragmento EcoRI de aproximadamente 8 kb por meio de andlise de
Southern blotting. O fragmento foi clonado em Litmus 28 aplicando-se
procedimentos convencionais e transformantes foram identificados por meio
de hibridizagdo de colonias. O clone p3 foi isolado e o inserto de
aproximadamente 7,7 kb foi seqlienciado. DNA isolado do clone p3 foi
digerido com EcoRI e EcoRI/Sacl e as bandas em torno de 7,7 kb e a cerca de
1,2 kb foram isoladas, respectivamente. Realizou-se reagdes de marcagdo de
acordo com os protocolos dos fabricantes. Criou-se bibliotecas de cosmideos
das duas cepas indicadas acima usando o vetor SuperCos 1 e o kit de
empacotamento Gigapack III XL (Stratagene) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Estas duas bibliotecas foram selecionadas usando-se protocolos
convencionais € como uma sonda, usou-se os fragmentos marcados com DIG
do fragmento Ecorl de 7,7 kb derivado do clone p3. O cosmideo 52 foi
identificado da biblioteca de cosmideos de A. pretiosum e submetido para
seqienciamento na instalagdo de seqiienciamento do Departamento de
Bioquimica da Universidade de Cambridge. De maneira analoga, cosmideo
43 e cosmideo 46 foram identificados da biblioteca de cosmideos de A.
mirum. Todos os trés cosmideos contém o fragmento EcoRI de 7,7 kb como
mostrado por meio de analise de Southern blotting.

um fragmento de aproximadamente 0,7 kbp da regido de PKS
do cosmideo 43 foi amplificado usando iniciadores BIOSG124 5°-
CCCGCCCGCGCGAGCGGCGCAGTGGCCGCCCGAGGGC-3° (SEQ ID
NO: 3) e BIOSG125 5°-
GCGTCCTCGCGCAGCCACGCCACCAGCAGCTCCAGC-3> (SEQ ID

NO: 4) aplicando-se protocolos convencionais, clonado e usado como uma
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sonda para selegdo da biblioteca de cosmideo de A. pretiosum cosmideo
quando a clones que se superpdem. A formulagdo de seqiiéncia do cosmideo
52 também foi usada para criar sondas derivadas de fragmentos de DNA
amplificados com iniciadores BIOSG130 5’-
CCAACCCCGCCGCGTCCCCGGCCGCGCCGAACACG-3’ (SEQ ID NO:
5) e BIOSG131 5’-GTCGTCGGCTACGGGCCGGTGGGGCAGCTGCTGT-
5’ (SEQ ID NO: 6) e também BIOSG132 5’-
GTCGGTGGACTGCCCTGCGCCTGATCGCCCTGCGC-3’ (SEQ ID NO:
7 e ~ BIOSGI33 5
GGCCGGTGGTGCTGCCCGAGGACGGGGAGCTGCGG-3’ (SEQ ID NO:
8) que foram usados para selegdo da biblioteca de cosmideos de A. pretiosum.
Cosmideos 311 e 352 foram isolados e cosmideo 352 foi enviado para
seqiienciamento. Cosmideo 352 contém uma superposi¢do de
aproximadamente 2,7 kb com o cosmideo 52. Para selecionar cosmideos

adicionais, um fragmento de PCR com aproximadamente 0,6 kb foi

amplificado usando iniciadores BIOSG136 5°-
CACCGCTCGCGGGGGTGGCGCGGCGCACGACGTGG CTGC-3 (SEQ
ID NO: 9) e BIOSG 137 5’-

CCTCCTCGGACAGCGCGATCAGCGCCGCGC ACAGCGAG-3’ (SEQ
ID NO: 10) e cosmideo 311 como modelo, aplicando-se protocolos
convencionais. A biblioteca de cosmideo de A. pretiosum foi selecionados e
cosmideo 410 foi isolado. Ele se sobrepde em aproximadamente 17 kb com o
cosmideo 352 e foi enviado para seqiienciamento. A seqli€ncia dos trés
cosmideos que se sobrepdem (cosmideo 52, cosmideo 352 e cosmideo 410)
foi montada. A regido seqiienciada compreende cerca de 100 kbp e
identificou-se 23 matrizes de leitura aberta constituindo potencialmente o
aglomerado de genes biossintéticos de macbecina. A localizagdo de cada uma

das matrizes de leitura aberta na SEQ ID NO: 11 é mostrada na Tabela 3
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Tabela 2 — Sumadrio dos cosmideos

Cosmideo Cepa

Cosmideo 43 Actinosynnema mirum ATCC 29888
Cosmideo 46 Actinosynnema mirum ATCC 29888
Cosmideo 52 Actinosynnema pretiosum ATCC 31280
Cosmideo 311 Actinosynnema pretiosum ATCC 31280
Cosmideo 352 Actinosynnema pretiosum ATCC 31280
Cosmideo 410 Actinosynnema pretiosum ATCC 31280

Tabela 3 — Localiza¢do de cada uma das matrizes de leitura aberta para

genes pos-PKS e os genes de biossintese da unidade iniciadora

Posigdo do nucleotideo na | Nome do gene Fungéo da proteina codificada
SEQ IDNO: 11

14925-17909* mbcRII regulador transcricional
18025-19074c mbcO amino-hidroquinato sintase
19263-20066¢* mbc? desconhecido, biossintese de AHBA
20330-40657 mbcAl PKS

40654-50859 mbcAIl PKS

50867-62491* mbcAIIl PKS

62500-63276* mbcF amida sintase
63281-64852* mbcM C21 monooxigenase
64899-65696¢* PH fosfatase

65693-66853¢c* 0X oxidorredutase
66891-68057c* Ahs AHBA sintase
68301-68732* Adh ADHQ desidratase
68690-69661c* AHk AHBA quinase
70185-72194¢* mbceN carbamoiltransferase
72248-73339c mbcH via de metoximalonila ACP
73336-74493¢ mbcl via de metoximalonila ACP
74490-74765¢ mbc] via de metoximalonila ACP
74762-75628c* mbcK via de metoximalonila ACP
75881-76537 mbcG via de metoximalonila ACP
76534-77802* mbcP C4,5 monooxigenase
77831-79054* mbcP450 P450

79119-79934* mbcMT1 O-metiltransferase
79931-80716* mbcMT?2 O-metiltransferase

(0N

[Nota 1: ¢ indica que o gene ¢ codificado pelo filamento de

DNA de complemento; Nota 2: algumas vezes € o caso de se poder identificar

mais do que um codon iniciador candidato potencial. Alguém versado na arte

percebera isto e sera capaz de identificar cddons iniciadores alternativos

possiveis. N6s indicamos aqueles genes que apresentam mais do que um

cddon iniciador possivel com um simbolo ‘*’. Nesta descri¢do nos indicamos

que acreditamos que se trata do codon iniciador, no entanto, uma pessoa

versada na arte percebera que pode ser possivel gerar proteina ativa usando-se
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um codon iniciador alternativo.]

Exemplo 2 — Geracdo da cepa BIOT-3806: uma cepa de Actinosynnema

pretiosum em que o gdmM homdlogo mcbM foi interrompido por meio de

insercio de um plasmideo.

Um resumo da construgdo do pLSS308 € mostrado na Figura
3.
2.1. Construgdo do plasmideo pLSS308

As seqiiéncias de DNA do gene gdmM do aglomerado de

“genes biossintéticos de geldanamicina de Streptomyces hygroscopicus cepa

NRRL 3602 (AY179507) e orf19 do aglonierado de genes biossintéticos de
rifamicina de Amycolatopsis mediterranei (AF040570 AF040571) foram
alinhadas usando-se o programa de alinhamento de seqiiéncias VectorNTI.
Este alinhamento identificou regides de homologia que foram vantajosas para
o projeto de oligos degenerados que foram usados para amplificar um
fragmento do gene homologo de Actinosynnema mirum (BIOT-3134;
DSM43827; ATCC29888). Os oligos degenerados sdo:

FPLS1:5’: ccscgggegnyengsttegacngygag 3°; (SEQ ID NO: 12)

FPLS3:5’: cgtencggannccggagceacatgecetg 3”; (SEQ ID NO: 13)

emque N=G,A, TouC; Y=CouT;S=GouC

O modelo para amplificagdo de PCR foi Actinosynnema
mirum cosmideo 43. A gera¢do do cosmideo 43 € descrita no Exemplo 1
acima.

Oligos FPLS1 e FPLS3 foram usados para amplificar o
fragmento interno de um homoélogo de gdmM de Actinosynnema mirum em
uma reagdo PCR convencional usando o cosmideo 43 como o modelo e Taq
DNA polimerase. O produto de PCR resultante com 793 bp foi clonado em
pUC19 que havia sido linearizado com Smal, resultando no plasmideo
pLSS301. Postulou-se que a seqiiéncia amplificada ¢ do gene mcbM do

aglomerado de macbecina de A. mirum. Plasmideo pLSS301 foi digerido com
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EcoRI/HindIII e o fragmento clonado no plasmideo pKC1132 (Bierman et al.,
1992) que havia sido digerido com EcoRI/HindIIl. O plasmideo resultante,
denominado pLSS308, é resistente a apramicina e contém um fragmento
interno do gene mbcM de A. mirum.

2.2 Transformacdo de Actinosynnema pretiosum subespécie pretiosum

Escherichia coli ET12567, abrigando o plasmideo pUZ8002

foi transformado com pLSS308 por meio de eletroporagdo para gerar a cepa
doadora de E. coli para conjugacdo. Esta cepa foi usada para transformar

Actinosynnema pretiosum subespécie pretiosum por meio de conjugagdo

'Vegetativa (Matsushima et al., 1994). Exc'onjugantes foram plaqueados em

Meio 4 e incubados a 28°C. Placas foram sobrepostas apds 24 h com 50 mg/1
de apramicina e 25 mg/l de 4cido naldixico. Como pLSS308 € incapaz de
replicar em Actinosynnema pretiosum subespécie pretiosum, antecipou-se
quaisquer colOnias resistentes a apramicina sao transformantes que continham
plasmideo integrado no gene mbcM do cromossomo por meio de
recombina¢gdo homologa via o fragmento interno mcbM portado por
plasmideo (Figura 3). Isto resulta em duas copias truncadas do gene mbcM no
cromossomo. Transformantes foram confirmados por meio de andlise de PCR
e o fragmento amplificado foi seqiienciado.

Colonias foram aplicadas sobre Meio 4 (com 50 mg/l de
apramicina e 25 mg/l de acido naldixico). Usou-se um tampéo circular de 6
mm de cada emplastro/pedago* para inocular tubos falcon individuais de 50
m! contendo 10 ml de meio de semeadura (variante do Meio 1 - 2 % de
glicose, 3 % de amido soluvel, 0,5 % de s6lidos de milho macerados, 1 % de
farinha de soja, 0,5 % de peptona, 0,3 % de cloreto de sddio, 0,5 % de
carbonato de calcio) mais 50 mg/] de apramicina. Estas culturas de semeadura
foram incubadas durante 2 dias a 28°C, 200 rpm com uma extensdo da
oscilagdo de 5 cm. Estes foram usados entfo para inocular (5 % v/v) meio de

fermentagdo (Meio 2) e foram desenvolvidos a 28°C durante 24 horas e,
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entdo, a 26°C durante mais 5 dias. Metabdlitos foram extraidos destes de
acordo com o protocolo convencional descrito acima. Amostras foram
avaliadas para a producdo de analogos de macbecina por meio de HPLC
usando-se o protocolo convencional descrito acima.

O isolado produtivo selecionado foi denominado BIOT-3806.
2.3 Identifica¢do de compostos de BIOT-3806

Amostras foram analisadas como descrito em Métodos Gerais
usando LCMS método 1.

Tabela 4 — compostos identificados por LCMS
Composto  Tempo de retengio [M+Na]® [M-H] Massa

(min)

14 11,4 525,2 501,2 502
15 9,7 541,1 517,01 518
A 8,6 | 506,1 482,1 483
B 9,3 539,2 5151 516
C 10,9 543,1 5192 520

Exemplo 3 — Geragdo de BIOT-3870: uma cepa de
Actinosynnema pretiosum em que o homdlogo de gdmM, mbcM, apresenta
uma delec¢do na-matriz.

3.1 Clonagem de DNA homoélogo a regido flanqueadora a jusante de

mbcM.

Oligos BV145 (SEQ ID NO: 14) e BV146 (SEQ ID NO: 15)
foram usados para amplificar uma regido de 1421 bp de DNA de
Actinosynnema pretiosum (ATCC 31280) em uma reagdo PCR convencional
usando cosmideo 52 (do exemplo 1) como o modelo e Pfu DNA polimerase.
Projetou-se uma extensdo a 5' em cada oligo para introduzir sitios de restri¢do
para auxiliar a clonagem do fragmento amplificado (Figura 4). O produto de
PCR amplificado (PCRwv308, SEQ ID NO: 16, Figura 5A) codificou 33 bp
da ponta 3' de mbcM e mais 1368 bp de homologia a jusante. Este fragmento
de 1421 bp foi clonado em pUCI19 que havia sido linearizado com Smal,

resultando no plasmideo pWV308.

BV143 ATATACTAGTCACGTCACCGECGCEETETCCGCGGACTTCGTCARCS
Spel
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(SEQ ID NO: 14)
BY1l4¢€ ATATCCRAGGCT GG TGRCEGACCTEUCCECAELEETTEGEETS
Avril

(SEQ ID NO: 15)
3.2 Clonagem de DNA homodlogo a regido de flanqueamento a jusante de

mbcM.

~ Oligos BV147 (SEQ ID NO: 17) e BV148 (SEQ ID NO: 18)
foram usados para amplificar uma regido de DNA de 1423 bp de
Actinosynnema pretiosum (ATCC 31280) em uma reagdo PCR convencional
usando cosmideo 52 (do exemplo 1) como o modelo e Pfu DNA polimerase.
Projetou-se uma extensdo a 5' em cada oligo para introduzir sitios de restri¢cdo
para auxiliar a clonagem do fragmento amplificado (Figura 4). O produto de
PCR amplificado (PCRwv309, SEQ ID NO: 19, Figura 5B) codificou 30 bp
da ponta 5' do mbcM e mais 1373 bp de homologia a montante. Este
fragmento de 1423 bp foi clonado em pUC19 que havia sido linearizado com
Smal, resultando no nlasmideo nWV309.

BV147 ATATCCTAGGCACCACGTCGTGCTCGACCTCRLCCGCCACGT

AvrI]

(SEQ ID NO: 17)

BV1438 ATATTCTAGACCGUTGTTCGACEL GEGCECEGTCACCALGGGC
Xbal

(SEQ ID NO: 18)

Os produtos PCRwv308 e PCRwv309 foram clonados em
pUC19 na mesma orientagdo para usar o sitio Pstl no poliligante pUC19 para
a proxima etapa de clonagem.

O fragmento de 1443 bp Avrll/Pstl do pWV309 foi clonado no
fragmento de 4073 bp Avrll/Pstl do pWV308 para preparar pWV310.
Portanto, pWV310 continha um fragmento Spel/Xbal codificando DNA
homologo as regides flanqueadoras de mbcM fundidas em um sitio Avrll.
Este fragmento de 2816 bp Spel/Xbal foi clonada em pKC1132 (Bierman et
al., 1992) que havia sido linearizado com Spel para criar pWV320.

3.3 Transformacio de Actinosynnema pretiosum subespécie pretiosum
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Escherichia coli ET12567, abrigando o plasmideo pUZ&8002
foi transformado com pWV320 por meio de eletroporagdo para gerar a cepa
doadora de E. coli para conjugacdo. Esta cepa foi usada para transformar
Actinosynnema pretiosum subespécie pretiosum por meio de conjugagdo
vegetativa (Matsushima et al, 1994). Exconjugantes foram plaqueados em
Meio 4 e incubados a 28°C. Placas foram sobrepostas apds 24 h com 50 mg/!
de apramicina e 25 mg/l de 4cido naldixico. Como pWV320 € incapaz de
replicar em Actinosynnema pretiosum subespécie pretiosum, antecipou-se que
colonias resistentes a apramicina sdo transformantes que continham
plasmideo pWV320 integrado no cromossomo por meio de recombinagdo
homéloga via uma das regides de homologia de flanqueamento de mbcM
portadas pelo plasmideo.

DNA genomico foi isolado de seis exconjugantes e foi
digerido e analisado com Southern blotting. O manchamento mostrou que em
quatro dos seis isolados havia ocorrido integragdo na regido de homologia a
montante e, em dois dos seis isolados, ocorrera integracdo homologa na
regido a jusante. Uma cepa resultante de integracdo homodloga na regido a
montante (denominada BIOT-3831) foi selecionada para selecdo de
cruzamentos secundarios. Uma cepa resultante de integracdo homodloga na
regido a jusante (BIOT-3832) também foi selecionada para selegdo de
cruzamentos secundarios. |

3.4 Selecdo de cruzamentos secundarios

Cepas foram aplicadas em pedagos sobre meio 4
(suplementado com 50 mg/l de apramicina) e desenvolvidas a 28°C durante
quatro dias. Usou-se uma se¢éo de 1 cm’ de cada pedago* para inocular 7 ml
de ISP2 modificado (0,4 % de extrato de levedura, 1 % de extrato de malte,
0,4 % de dextrose em 1 litro de agua destilada) sem antibi6tico em um tubo
falcon de 50 ml. Culturas foram desenvolvidas durante de 2 a 3 dias, depois

subcultivadas em (5 % de indculo) em mais 7 ml de ISP2 modificado (ver
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acima) em um tubo falcon de 50 ml. Apds de 4 a 5 geragGes de subcultivo as
culturas foram sonicadas, diluidas serialmente, plaqueadas sobre Meio 4 e
incubadas a 28°C durante quatro dias. Em seguida, colonias simples foram
plaqueadas em duplicata em Meio 4 contendo apramicina e sobre Meio 4 ndo
contendo antibiotico e as placas foram incubadas a 28°C durante quatro dias.
Pedagos que se desenvolveram sobre a placa sem antibidtico mas que ndo se
desenvolveram sobre a placa de apramicina foram re-aplicadas sobre +/-
placas de apramicina para confirmar que haviam perdido o marcador de
antibidtico. A cepa mutante codifica uma proteina de mbcmM com uma
dele¢do na-matriz de 502 aminoécidos (Figura 6A, SEQ ID NOs: 20 e 21;
Figura 6B mostra a seqiiéncia de proteina codificada, SEQ ID NO: 22).

Mutantes de delecdo de mbcM foram aplicados sobre Meio 4 e
desenvolvidos a 28°C durante quatro dias. Usou-se um tampdo circular de 6
mm de cada pedago para inocular tubos falcon individuais de 50 ml contendo
10 ml meio de semeadura (adaptado de Meio 1 - 2 % de glicose, 3 % de
amido soltavel, 0,5 % de sélidos de milho macerados, 1 % de farinha de soja,
0,5 % de peptona, 0,3 % de cloreto de sédio, 0,5 % de carbonato de célcio).
Estas culturas de semeadura foram incubadas durante 2 dias a 28°C, 200 rpm
com uma extensdo de oscilagdo de 2 polegadas (5,08 cm). Estes foram usados
entdo para inocular (0,5 ml em 10 ml) meio de producdo (meio 2 - 5 % de
glicerol, 1 % de sdlidos de milho macerados, 2 % de extrato de levedura, 2 %
de diidrogénio fosfato de potassio, 0,5 % de ‘cloreto de magnésio, 0,1 % de
carbonato de calcio) e foram desenvolvidos a 28°C durante 24 horas e, entdo,
a 26°C durante mais 5 dias. Metabdlitos secundérios foram extraidos e
analisados por meio de LCMS para a produgdo de andlogos de macbecina
como descrito em Métodos Gerais.

3.5 Identificacio de 14 e 15 de BIOT-3872

Extratos da fermentacdo descritos no Exemplo 3.4 foram

gerados e analisados por meio de LCMS como descrito em Métodos Gerais
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usando LCMS método 1. Nédo se observou macbecina e observou-se dois
componentes novos importantes. Os compostos apresentaram as
caracteristicas fisico-quimicas mostradas na Tabela 5 abaixo:

Tabela 5 — compostos identificados por LCMS

Composto | Tempo de retengfo (min) [M+Na]® | [M-H] | Massa
14 11,5 525,2 501,2 502
15 9,9 541,1 517,1 518

Mostrou-se que os compostos 14 e 15 sdo idénticos aos
analogos de mabceina 7-O-carbamoil-pré-macbecina e 7-O-carbamoil-15-

hidroxi-pré-macbecina que foram indicados previamente

Composto 14 Composto 15

Note-se que a remogdo da fungcdo de MbcM, seja por
integracdo em mbcM (Exemplo 2) ou dele¢do do gene mbcM produz os
mesmos compostos; 14 e 15. Andlise da relag@o entre as estruturas observadas
e a via biossintética indica que uma quantidade de enzimas nio funciona
adicionalmente a MbcM. No caso do composto 15 estes sio MbcP, MbcMT1
e MbcMT2 e, no caso do composto 14, também ndo se observa a fungéo de
MbcP450. Como descrito acima pode haver diversas razdes porque estas
proteinas podem néo ser funcionais neste sistema, por exemplo, compostos 14
e 15 representam estruturas inéditas para estas enzimas e eles podem
representar substratos fracos ou nenhum substrato.

3.6 Selecdo de coldnias individuais por meio de gerag@o de protoplastos de

BIOT-3872

Protoplastos foram gerados de BIOT-3872 usando-se um
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método adaptado de Weber e Losick 1988 com as seguintes alteragdes de
meios; Actinosynnema pretiosum culturas foram desenvolvidas em placas
ISP2 (meio 3) durante 3 dias a 28°C e usou-se um produto de raspagem de 5
mm’ para inocular 40 ml de caldo de ISP2 suplementado com 2 ml de glicina
estéril a 10 % (peso/volume) em agua. Protoplastos foram gerados como
descrito por Weber e Losick 1988 e, entdo, regenerados em placas R2 (receita
R2 - sacarose 103 g, K,SO4 0,25 g, MgCl,*6H,0 10,12 g, glicose 10 g, Difco
Casaminoacids 0,1 g, Difco Bacto agar 22 g, dgua destilada a 800 ml, a
mistura foi esterilizada por meio de autoclavagem a 121°C durante 20
minutos. Apos autoclavagem, adicionou-se as seguintes solugdes
autoclavadas; KH,PO4 a 0,5 % 10 ml, CaCl,*2H,0 a 3,68 % 80 ml, L-prolina
a 20 % 15 ml, tamponador TES a 5,73 % (pH 7,2) 100 ml. Solu¢do de tragos
de elementos (ZnCl, 40mg, FeCl;*6H,O 200 mg, CuCl,>2H,O 10 mg,
MnCl,*4H,0 10 mg, Na,B40,210H,O 10 mg, (NH4) ¢M0,0,4°4H,0 10 mg,
agua destilada a 1 litro) 2 ml, NaOH (1N) (ndo esterilizado) 5 ml).

80 colodnias individuais foram aplicadas sobre placas MAM
(meio 4) e analisadas quanto & produgdo de andlogos de macbecina como
descrito acima. A maior parte dos pedagos gerados de protoplastos
produziram em niveis baixos similares a cepa parental. 15 das 80 amostras
testadas produziram significamente mais 14 e 15 do que a cepa parenteral.
Observou-se que a melhor cepa produtora, BIOT-3870 (também denominada
WV4a-33) produz 14 e 15 em niveis significativamente maiores do que a cepa
parental e foi selecionada para uso em experimentos futuros.

Exemplo 4 - Introducdo em WV4a-33 para gerar 4.5-diidro-11-O-desmetil-

15-desmetoxi-18.21-didesoximacbecina

4.1 Biotransformac¢io de acido 3-amino-benzdico com WV4a-33 (BIOT-

3870)

WV4a-33 foi aplicado sobre placas MAM (meio 4) e

desenvolvidas a 28°C durante trés dias. Usou-se um tamp#o circular de 6 mm
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para inocular tubos falcon individuais de 50 ml contendo 10 ml meio de
semeadura (adaptado de meio 1 - 2 % de glicose, 3 % de amido soluvel, 0,5 %
de solidos de milho macerados, 1 % de farinha de soja, 0,5 % de peptona, 0,3
% de cloreto de sodio, 0,5 % de carbonato de calcio). Estas culturas de
semeadura foram incubadas durante 65 horas a 28°C, 200 rpm com uma
extensdo de oscilacdo de 2 polegadas (5,08 cm). Estes foram usados entfo
para inocular (1 ml em 10 ml) meio de produgdo modificado (adaptado de
meio 2 - 5 % de glicerol, 1 % de s6lidos de milho macerados, 2 % de extrato
de levedura, 2 % de diidrogénio fosfato de potéésio, 0,5 % de cloreto de
magnésio, 0,1 % de meio de carbonato de célcio ¢ deixado sedimentar durante
de 2 a 60 dias e a camada de topo € tomada como o meio de produgéo) e
foram desenvolvidos a 26°C durante 24 horas. Adicionou-se 0,1 ml de uma
solu¢do de consumo de 200 mM (4cido 3-aminobenzdico dissolvido em
metanol) em cada tubo falcon dando uma concentragdo de alimentagéo final
de 2 mM. Tubos foram incubados durante mais 6 dias a 26°C. Em paralelo,
usou-se culturas de semeadura para inocular meio 2. Analise destas culturas
(ver abaixo) mostrou que compostos idénticos foram produzidos em ambos os
tipos de meio de produgdo, porém observou-se titulagdes maiores quando se
usa o meio modificado.

4.2 Identificacdo de 4.5-diidro-11-O-desmetil-15-desmet6oxi-18,21-

didesoximacbecina de culturas de WV4a-33 alimentadas com Aacido 3-

aminobenzoico

Extratos da fermentagdo descrita no exemplo 2,7 foram
gerados e analisados por meio de LCMS como descrito em Métodos Gerais.
Os compostos 14 e 15 foram produzidos como esperado. Adicionalmente,
observou-se claramente um composto novo 16 que ndo pdde ser observado
em extratos de quaisquer fermenta¢des que ndo receberam alimentagdo de
acido 3-aminobenzoico. 16 eluiu mais tarde do que 14 ou 15 e apresentou as

caracteristicas fisico-quimicas como descrito na Tabela 6 abaixo.
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Com base nos dados disponiveis 16 foi identificado como 4,5-
diidro-11-O-desmetil-15-desmetoxi-18,21-didesoximacbecina.

Tabela 6 — compostos identificados por LCMS

Composto Tempo de reteng@o (min) [M+Na]" | [M-H] | Massa
14 11,5 5252 501,2 502
15 9,9 541,1 517,1 518
16 12,9 509,3 4852 486

Exemplo 5 — Producdo e Isolamento de 4.5-diidro-11-O-desmetil-15-

desmetoxi-18,21-didesoximacbecina (método alternativo)

5.1 Fermentacdo de 4.5-diidro-11-O-desmetil-15-desmetoxi-18,21-

didesoximacbecina de culturas de WV4a-33 alimentadas com &acido 3-

aminobenzdico

WV4a-33 foi aplicado em placas MAM (meio 4) e

desenvolvido ‘a 28°C durante trés dias. Usou-se dois tampdes circulares de 6
mm para inocular 250 ml de fréscos de agitagdo éénicos contendo 30 ml de
meio de semeadura (adaptado de meio 1 - 2 % de glicose, 3 % de amido
solavel, 0,5 % de solidos de milho macerados, 1 % de farinha de soja, 0,5 %
de peptona, 0,3 % de cloreto de sodio, 0,5 % de carbonato de calcio). Seis
frascos foram inoculados. Estas culturas de semeadura foram incubadas
durante 65 horas a 28°C, 200 rpm com uma extensdo da oscilagdo de 1
polegada (2,54 cm). Estes foram usados entdo para inocular (1 ml em 10 ml)
170 tubos falcon, cada um contendo 10 ml de meio de produ¢do modificado
(adaptado de meio 2 - 5 % de glicerol, 1 % de s6lidos de milho macerados, 2
% de extrato de levedura, 2 % de diidrogénio fosfato de potassio, 0,5 % de
cloreto de magnésio, 0,1 % de meio de carbonato de célcio € deixado
sedimentar durante de 2 a 60 dias e a camada de topo é tomada como o meio
de produgdo) e foram desenvolvidos a 26°C durante 24 horas. Adicionou-se
0,1 ml de uma solu¢gdo de consumo 200 mM (4acido 3-aminobenzdico
dissolvido em metanol) em cada tubo falcon dando uma concentragio final de
semeadura de 2 mM. Tubos foram incubados durante mais 6 dias a 26°C. As

culturas foram combinadas (aproximadamente 1,4 1) e os tubos falcon foram
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lavados (cada um com 7 ml de 4gua). O liquido de lavagem foi combinado
(aproximadamente 1,4 1). As culturas combinadas e liquidos de lavagem
foram usados para isolamento de 4,5-diidro-11-O-desmetil-15-desmetoxi-
18,21-didesoximacbecina (aproximadamente 3 1 no total). Em paralelo, as
culturas de semeadura foram usadas para inocular 30 ml de meio de produgéo
modificado (3 ml) seguido do mesmo regime de incubacdo e alimentagéo
como descrito acima (concentragdo final de alimentagdo de 2 mM). Os frascos

foram incubados em um agitador de extensdo da oscilagdo de 2 polegadas

- (5,08 cm). Niveis de produgdo foram estimados por meio de LCMS como

sendo aproximadamente entre 50 % e 90 % daqueles medidos para as culturas
de produgéo em tubos falcon.

5.2 Isolamento e caracterizacdo de 4.5-diidro-11-O-desmetil-15-desmetoxi-

18.21-didesoximacbecina

O caldo de fermentagédo (3 1) foi extraido duas vezes com um
volume igual de acetato de etila (EtOAc). Os extratos orgénicos foram
combinados e o solvente removido in vacuo a 40°C dando 1,2 g de um
residuo oleoso. Este residuo foi entdo cromatografado em coluna de silica-gel
60 (30 x 2,5 cm) com um gradiente escalonado de 100 % de CHCI; a
CHCI3:MeOH (97:3) e fragdes coletadas de aproximadamente 250 ml. As
fragdes foram monitoradas por meio de HPLC analitica. Fragdes contendo 16
foram combinadas e solvente removido in vacuo a 40°C dando 435 mg de 16
semi-puro. Este material semi-puro foi purificado adicionalmente por meio de
HPLC de fase invertida em uma coluna Phenomenex-Luna C;3-BDS (21,2 x
250 mm, tamanho de particulas de 5 microns) eluindo com um gradiente de
agua:acetonitrilo, (77:23) a (20:80), ao longo de 25 min a uma taxa de fluxo
de 21 ml/min. 16 eluiu a 17 min e as fragdes relevantes foram combinadas, o
solvente foi removido a pressdo reduzida dando 16 como um pd branco (125
mg).

A pureza de 16 foi confirmada por meio de LCMS usando-se
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método 1 como descrito em Métodos Gerais. LCMS: 16, RT [tempo de
reten¢do] = 12,9 min ((M+Na]’, m/z = 509,4; [M-H], m/z = 485,5.
Dados de RMN do préton coletados a 400 MHz foram

consistentes com a estrutura mostrada.

Composto 16

Exemplo 6 Geracdo de 4.5-diidro-11-O-desmetil-15-desmetoxi-17-fluoro-

18,21-didesoximacbecina por meio de introducdo de acido 5-amino-2-

fluorobenzodico a BIOT-3870

6.1 Biotransformacio de acido 5-amino-2-fluorobenzoico com BIOT-3870

BIOT-3870 foi aplicado em placas MAM (meio 4) e isto foi

desenvolvido a 28°C durante trés dias. Usou-se um tampdo circular de 6 mm

para inocular tubos falcon individuais de 50 ml contendo 10 ml de meio de
semeadura (adaptado de meio 1 - 2 % de glicose, 3 % de amido solavel, 0,5 %
de solidos de milho macerados, 1 % de farinha de soja, 0,5 % de peptona, 0,3
% de cloreto de sddio, 0,5 % de carbonato de calcio). Estas culturas de
semeadura foram incubadas durante 65 horas a 28°C, 200 rpm com uma
extensdo de oscilacdo de 2 polegadas (5,08 cm). Estes foram usados entdo
para inocular (1 ml em 10 ml) meio de produgdo modificado (adaptado de
meio 2 - 5 % de glicerol, 1 % de sélidos de milho macerados, 2 % de extrato

de levedura, 2 % de diidrogénio fosfato de potéssio, 0,5 % de cloreto de
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magnésio, 0,1 % de meio de carbonato de célcio € deixado sedimentar durante
de 2 a 60 dias e a camada de topo é tomada como o meio de produgdo) e
foram desenvolvidos a 26°C durante 24 horas. Adicionou-se 0,1 ml de uma
solugdo de consumo de alimentagdo 200 mM (4cido S-amino-2-
fluorobenzoico dissolvido em metanol) em cada tubo falcon dando uma
concentragdo final de alimentagdo 2 mM. Tubos foram incubados durante
mais 6 dias a 26°C.

6.2 Identificacdo de 4.,5-diidro-11-O-desmetil-15-desmetoxi-17-fluoro-

18.21-didesoximacbecina, 17

Analise foi realizada como descrito em Meétodos Gerais
usando LCMS método 1. Adicionalmente a 14 e 15, observou-se um
composto novo com caracteristicas de LCMS descritas na Tabela 7. Estes

dados foram consistente com o composto titular.

Tabela 7.

Composto Tempo de retengdio (min) [M+Na]’, m/z [M-H], m/z Massa
14 11,5 525,2 501,2 502
15 9,9 541,1 517,1 518
17 13,3 5273 503,3 504

6.3 Producdo e extracdo de 4.,5-diidro-11-O-desmetil-15-desmetdxi-17-

fluoro-18.21-didesoximacbecina, 17

BIOT-3870 foi aplicado em placas MAM (meio 4) e

desenvolvido a 28°C durante trés dias. Usou-se dois tampdes circulares de 6
mm para inocular 250 ml de frascos de agitacdo conicos contendo 30 ml de
meio de semeadura (adaptado de meio 1 - 2 % de glicose, 3 % de amido
soluvel, 0,5 % de so6lidos de milho macerados, 1 % de farinha de soja, 0,5 %
de peptona, 0,3 % de cloreto de sddio, 0;5 % de carbonato de calcio). Seis
frascos foram inoculados. Estas culturas de semeadura foram incubadas
durante 65 horas a 28°C, 200 rpm com uma extensdo de oscilagdo de 1
polegada (2,54 cm). Estes foram usados entdo para inocular (1 ml em 10 ml)
170 tubos falcon cada um contendo 10 ml de meio de produgdo modificado

(adaptado de meio 2 - 5 % de glicerol, 1 % de sélidos de milho macerados, 2
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% de extrato de levedura, 2 % de diidrogénio fosfato de potassio, 0,5 % de
cloreto de magnésio, 0,1 % de meio de carbonato de célcio € deixado
sedimentar durante de 2 a 60 dias e a camada de topo é tomada como o meio
de produgdo) e foram desenvolvidos a 26°C durante 24 horas. Adicionou-se
0,1 ml de uma solug@o de consumo de alimentagdo 200 mM (4cido S-amino-
2-fluorobenzodico dissolvido em metanol) em cada tubo falcon dando uma
concentragdo final de alimentagdo de 2 mM. Tubos foram incubados durante
mais 6 dias a 26°C. As culturas foram combinadas (aproximadamente 1,4 1) e
os tubos falcon foram lavados (cada um com 7 ml de 4gua). O liquido de
lavagem foi combinado (aproximadamente 1,4 1). As culturas combinadas e
liquidos de lavagem foram usados para isolamento de 4,5-diidro-11-O-
desmetil-15-desmetoxi-17-fluoro-18,21-didesoximacbecina ver abaixo.

6.4 Purificacio e caracterizacio de  4.5-diidro-11-O-desmetil-15-

desmetoxi-17-fluoro-18.21-didesoximacbecina, 17

O caldo de fermentacdo (~3 1) foi extraido duas vezes com um
volume igual de acetato de etila (EtOAc). Os extratos organicos foram
combinados e o solvente removido in vacuo a 40°C dando 3,0 g de um
residuo oleoso. Este residuo foi entdo cromatografado em coluna de silica-gel
60 eluindo com 2 % de metanol em CHCIl; e fragées coletadas
aproximadamente 250 ml. As fra¢cdes foram monitoradas por meio de HPLC
analitica. Fragdes contendo foram combinadas e o solvente removido in vacuo
a 40°C. Este material semi-puro foi purificado adicionalmente por meio de
HPLC de fase invertida numa coluna Phenomenex-Luna C,3-BDS (21,2 x 250
mm, tamanho de particulas de 5 microns) eluindo com um gradiente de
agua:acetonitrilo, (77:23) a (20:80), ao longo de 25 min a uma taxa de fluxo
de 21 ml/min. 17 eluiu a 18 min e as fragdes relevantes foram combinadas e o
solvente removido a pressdo reduzida dando [] como um pé branco (54 mg).
Dados de RMN adquiridos em dg-acetona foram inteiramente consistentes

com a estrutura reportada.
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A pureza de 17 foi confirmada como descrito em Métodos
Gerais usando LCMS método 2. Realizou-se medi¢des com comprimentos de
onda multiplos e usando anélise MS tanto em modo positivo como em modo
negativo. LCMS: 17, RT [tempo de retencdo] = 11,3 min ([M-H], m/z =
503,3 ; [M+Na]’, m/z = 527,3 ; [2M+Na]*, m/z = 1032,0).

He®”

Composto 17

Exemplo 7 Geracio de 4.5-diidro-11-O-desmetil-15-desmetoxi-18-fluoro-

18.21-didesoximacbecina por meio de introducdo de acido 5-amino-3-

fluorobenzdico em BIOT-3870

7.1 Biotransformacio de acido 5-amino-3-fluorobenzdico com BIOT-3870

BIOT-3870 foi aplicado em placas MAM (meio 4) e

desenvolvido a 28°C durante trés dias. Usou-se um tampao circular de 6 mm
para inocular tubos falcon individuais de 50 ml contendo 10 ml meio de
semeadura (adaptado de meio 1 - 2 % de glicose, 3 % de amido soluvel, 0,5 %
de solidos de milho macerados, 1 % de farinha de soja, 0,5 % de peptona, 0,3
% de cloreto de soédio, 0,5 % de carbonato de calcio). Estas culturas de
semeadura foram incubadas durante 65 horas a 28°C, 200 rpm com uma
extensdo de oscilagdo de 2 polegadas (5,08 cm). Estes foram usados entéo
para inocular (1 ml em 10 ml) meio de produgdo modificado (adaptado de
meio 2 - 5 % de glicerol, 1 % de sélidos de milho macerados, 2 % de extrato
de levedura, 2 % de diidrogénio fosfato de potéssio, 0,5 % de cloreto de
magnésio, 0,1 % de meio de carbonato de célcio € deixado sedimentar durante

de 2 a 60 dias e a camada de topo € tomada como o meio de producio) e
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foram desenvolvidos a 26°C durante 24 horas. Adicionou-se 0,1 ml de uma
solu¢do de consumo 200 mM (&cido 5-amino-3-fluorobenzdico dissolvido em
metanol) em cada tubo falcon dando uma concentracdo final de alimentagéo
de 2 mM. Tubos foram incubados durante mais 6 dias a 26°C.

7.2 Identificacdo de 4.,5-diidro-11-O-desmetil-15-desmetoxi -18-fluoro-

18,21-didesoximacbecina, 18

Analise foi realizada como descrito em Métodos Gerais
usando LCMS método 1. Adicionalmente a 14 e 15, observou-se dois novos
compostos com caracteristicas de LCMS descritas na Tabela 8. Estes dados

foram consistentes com o composto titular, 18 e seu analogo C15-hidroxilado,

19.

Tabela 8.
Composto Tempo de retengdo (min) [M+Na]", m/z [M-H], m/z Massa
14 11,5 525,2 501,2 502
15 9,9 541,1 517,1 518
18 14,1 5272 503,1 504
19 11,5 543,3 519,3 520

7.3 Producdo e extracdo de 4.5-diidro-11-O-desmetil-15-desmetdxi-18-

fluoro-18,21-didesoximacbecina, 18

BIOT-3870 foi aplicado em placas MAM (meio 4) e

desenvolvido a 28°C durante trés dias. Usou-se dois tampdes circulares de 6
mm para inocular 250 ml frascos de agitagdo conicos contendo 30 ml de meio
de semeadura (adaptado de meio 1 - 2 % de glicose, 3 % de amido soluvel,
0,5 % de solidos de milho macerados, 1 % de farinha de soja, 0,5 % de
peptona, 0,3 % de cloreto de sodio, 0,5 % de carbonato de calcio). Seis
frascos foram inoculados. Estas culturas de semeadura foram incubadas
durante 65 horas a 28°C, 200 rpm com uma extensdo da oscilagdo de 1
polegada (2,54 cm). Estes foram usados entdo para inocular (1 ml em 10 ml)
170 tubos falcon cada contendo 10 ml de meio de produgdo modificado
(adaptado do meio 2 - 5 % de glicerol, 1 % de s6lidos de milho macerados, 2

% de extrato de levedura, 2 % de diidrogénio fosfato de potassio, 0,5 % de
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cloreto de magnésio, 0,1 % de meio de carbonato de célcio é deixado
sedimentar durante de 2 a 60 dias e a camada de topo € tomada como o meio
de produgdo) e foram desenvolvidos a 26°C durante 24 horas. Adicionou-se
0,1 ml de uma solu¢do de consumo de alimentagdo 200 mM (4cido S-amino-
3-fluorobenzodico dissolvido em metanol) em cada tubo falcon dando uma
concentra¢do final de alimentagdo de 2 mM. Tubos foram incubados durante
mais 6 dias a 26°C. As culturas foram combinadas (aproximadamente 1,4 1) e
os tubos falcon foram lavados (cada um com 7 ml de agua). O liquido de
lavagem foi combinado (aproximadamente 1,4 1). As culturas combinadas e
liquidos de lavagem foram usados para isolamento de 4,5-diidro-11-O-
desmetil-15-desmetdxi-18-fluoro-18,21-didesoximacbecina, ver abaixo.

7.4 Isolamento e caracterizacio de 4,5-diidro-11-O-desmetil-15-desmetoxi

-18-fluoro-18.21-didesoximacbecina, 18

O caldo de fermentacdo (~3 1) foi extraido duas vezes com um
volume igual de EtOAc. Os extratos organicos foram combinados e o solvente
removido in vacuo a 40°C dando 3,4 g de um residuo oleoso. Este residuo foi
entdo cromatografado sobre silica-gel 60 (coluna de 30 x 2,5 cm) com um
gradiente escalonado de 100 % de CHCIl; a CHCl;:MeOH (96:4) e coleta de
fragdes de aproximadamente 250 ml. As fragdes foram monitoradas por meio
de HPLC analitica. Fra¢des contendo 18 foram combinadas e o solvente
removido in vacuo a 40°C dando 528 mg de 18 semi-puro. Este material
semi-puro foi purificado adicionalmente por meio de HPLC de fase invertida
em uma coluna Phenomenex-Luna Cg-BDS (21,2 x 250 mm, tamanho de
particulas de 5 microns) eluindo com um gradiente de &agua:acetonitrilo,
(77:23) a (20:80), ao longo de 25 min a uma taxa de fluxo de 21 ml/min. 18
eluiu a 20 min e as fra¢des relevantes foram combinadas, o solvente removido
a pressdo reduzida dando 18 como um p6 branco (224 mg). Dados adquiridos
em dg-acetona foram inteiramente consistentes com a estrutura reportada.

A pureza de 18 foi confirmada como descrito em Métodos
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Gerais usando LCMS método 2. Realizou-se medi¢des com comprimentos de
onda multiplos e usando MS analise tanto em modo positivo como em modo
negativo. LCMS: 18, RT [tempo de reteng@o] = 11,9 min ([M-H], m/z =
503,1; [M+Na]', m/z = 527,2; [2M+Na]", 1031,5).

Composto 19

Composto 18

Exemplo 8 - Geracdo de 4,5-diidro-11-O-desmetil-15-desmetoxi-18,21-

didesdxi-17.18.,21-trifluoromacbecina por meio de introducdo de acido 5-

amino-2.3,6-tri-fluorobenzdico em BIOT-3870

8.1 Biotransformacdo de acido 5-amino-2.3,6-tri-fluorobenzdico com
BIOT-3870

BIOT-3870 foi aplicado em placas MAM (meio 4) e
desenvolvido a 28°C durante trés dias. Usou-se um tampao circular de 6 mm

para inocular tubos falcon individuais de 50 ml contendo 10 ml meio de

semeadura (adaptado de meio 1 - 2 % de glicose, 3 % de amido solavel, 0,5%

de solidos de milho macerados, 1 % de farinha de soja, 0,5 % de peptona, 0,3
% de cloreto de sodio, 0,5 % de carbonato de calcio). Estas culturas de
semeadura foram incubadas durante 65 horas a 28°C, 200 rpm com uma
extensdo de oscilagdo de 2 polegadas (5,08 cm). Estes foram usados entio
para inocular (1 ml em 10 ml) meio de produgdo modificado (adaptado de
meio 2 - 5 % de glicerol, 1 % de s6lidos de milho macerados, 2 % de extrato
de levedura, 2 % de diidrogénio fosfato de potassio, 0,5 % de cloreto de
magnésio, 0,1 % de meio de carbonato de calcio € deixado sedimentar durante

de 2 a 60 dias e a camada de topo € tomada como o meio de produgdo) e
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foram desenvolvidos a 26°C durante 24 horas. Adicionou-se 0,1 ml de uma
solucdo de consumo de alimentagdo 200 mM (4cido 5-amino-2,3,6-tri-
fluorobenzodico dissolvido em metanol) em cada tubo falcon dando uma
concentragdo final de alimentagdo de 2 mM. Tubos foram incubados durante
mais 6 dias a 26°C.

8.2 Identificacdo de 4,5-diidro-11-O-desmetil-15-desmetoxi-18.21-

didesoxi-17.18,21-trifluoromacbecina, 20

 Andlise foi realizada como descrito em. Métodos Gerais
usando LCMS método ‘1. Adicionalmente a 14 e 15, observou-se um
composto novo com caracteristicas de LCMS descritas na Tabela 9. Estes

dados foram consistentes com o composto titular.

Tabela 9.
Composto Tempo de retengdio (min) [M+Na]",m/z [M-H], m/z Massa
14 11,5 525,2 501,2 502
15 9,9 541,1 517,1 518
20 13,2 ndo observado 539,2 540

HsCO
~
HC?

Composto 20

Exemplo 9 — Geracdo de uma cepa de Actinosynnema pretiosum em que

mbcM apresenta uma delecdo na-matriz € mbcMT1, mbcMT2, mbcP e

mbcP450 foram deletados adicionalmente.

9.1 Clonagem de DNA homologo a regido flanqueadora a jusante de

mbcMT?2

Oligos Is4dell (SEQ ID NO: 23) e Is4del2a (SEQ ID NO: 24)
foram usados para amplificar uma regido de DNA de 1595 bp de

Actinosynnema pretiosum (ATCC 31280) em uma reagdo PCR convencional
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usando cosmideo 52 (do exemplo 1) como o modelo e Pfu DNA polimerase.
Uma extensdo a 5> foi projetada no oligo Is4del2a para introduzir um sitio
Avrll para auxiliar a clonagem do fragmento amplificado (Figura 7). O
produto de PCR amplificado (1+2a, Figura 8 SEQ ID NO: 25) codificou 196
bp da ponta 3' de mbcMT2 e mais 1393 bp da homologia a jusante. Este
fragmento de 1595 bp foi clonada em pUC19 que havia sido linearizado com

Smal, resultando no plasmideo pLSS1+2a.

Isddel (SEQ 1D NO: 23)

5 = GGTCALTGGCCERAGUGCACGETETCATGCS - 3
Isddel2a (SEQ ID NO: 24)

§' — COTAGGCGACTACCCCGCACTRACTACACCEAGCAGE ~ 3

9.2 Clonagem de DNA homdlogo a regifdo de flanqueamento a jusante de

mbcM.

Oligos Is4del3b (SEQ ID NO: 26) e Is4del4 (SEQ ID NO: 27)
foram usados para amplificar uma regido de DNA de 1541 bp de
Actinosynnema pretiosum (ATCC 31280) em uma rea¢do PCR convencional
usando cosmideo 52 (do exemplo 1) como o modelo e Pfu DNA polimerase.
projetou-se uma extensdo em 5' no oligo Is4del3b para introduzir um sitio
Avrll para auxiliar a clonagem do fragmento amplificado (Figura 7). O
produto de PCR amplificado (3b+4, Figura 9, SEQ ID NO: 28) codificou
~100 bp da ponta 5' de mbcP e mais ~1450 bp de homologia a montante. Este
fragmento de ~1550 bp foi clonada em pUC19 que havia sido linearizado com
Smal, resultando no plasmideo pLSS3b+4.

Is4del3b (SEQ ID NO: 26)

5 — CCTAGGALCGGGTAGGCGGELAGGTCGETG — §
Is4del4 (SEQID NO: 27)

§ - GTGETGCGGECCAGCTCGCCCAGCACGUTCAT = 3

Os produtos 1+2a e 3b+4 foram clonados em pUC19 para usar
os sitios HindIII e BamHI no poliligante pUC19 para a proxima etapa de
clonagem.

O fragmento AvrlI/HindIIl de 1621 bp de pLSSl1+2a e o
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fragmento Avrl/BamHI de 1543 bp de pLSS3b+4 foram clonados no
fragmento HindIII/BamHI de 3556 bp do pKC1132 para preparar pLSS315.
Portanto, pLSS315 continha um fragmento de HindlII/BamHI codificando
DNA homoélogo as regides flanqueadoras das quatro regides de deleg¢do de
ORF desejadas em um sitio AvrII (Figura 7). |
9.3  Transformac¢do de BIOT-3870 com pLSS315

Escherichia coli ET12567, abrigando o plasmideo pUZ8002

foi transformado com pLSS315 por meio de eletroporagdo para gerar a cepa

" doadora de E. coli para conjugagao Esta cepa foi usada para transformar

BIOT-3870 por meio de conjugacdo vegetativa (Matsushima et al 1994).
Exconjugantes foram plaqueados em meio MAM (1 % de amido de trigo,
0,25 % de solidos de milho macerados, 0,3 % de extrato de levedura, 0,3 % de
carbonato de célcio, 0,03 % de sulfato de ferro, 2 % de agar) e incubados a
28°C. Placas foram sobrepostas apds 24 h com 50 mg/l de apramicina e 25
mg/l de 4cido naldixico. Como pLSS315 € incapaz de replicar em BIOT-
3870, antecipou-se que coldnias resistentes & apramicina s@o transformantes
que continham plasmideo integrado no cromossomo por meio de
recombinacio homologa via as regides de homologia portadas por plasmideo.

9.4 Selecido de cruzamentos secundarios

Trés transformantes primarios de BIOT-3870:pLSS315 foram
selecionados para subcultivo visando selecionar cruzamentos secundarios.

Cepas foram aplicadas sobre meio MAM (suplementado com
50 mg/l de apramicina) e desenvolvidas a 28°C durante quatro dias. Usou-se
dois tampdes circulares de 6 mm para inocular 30 ml de ISP2 (0,4 % de
extrato de levedura, 1 % de extrato de malte, 0,4 % de dextrose, nio
suplementado com antibidtico) em um frasco conico de 250 ml. Culturas
foram desenvolvidas durante de 2 a 3 dias, depois subcultivadas (5 % de
inéculo) em 30 ml de ISP2 em um frasco conico de 250 ml. Apds de 4 a 5

ciclos de subcultivo as culturas foram protoplastadas como descrito no
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exemplo 3,6, os protoplastos foram diluidos serialmente, plaqueados em meio
de regeneracdo (ver Exemplo 3.6) e incubados a 28°C durante quatro dias. Em
seguida, colonias simples foram aplicadas em duplicata em meio MAM
contendo apramicina e em meio MAM ndo contendo antibiodtico e as placas
foram incubadas a 28°C durante quatro dias. Sete pedagos derivados do clone
n° 1 (n° de 32 a 37) e quatro pedagos derivados do clone n° 3 (n° de 38 a 41)
que se desenvolveram na placa sem antibiético, mas que ndo se
desenvolveram sobre a placa de apramicina, foram re-aplicadas sobre placas
de apramicina +/- para confirmar que haviam perdido o marcador de
antibiotico.

Produ¢do de andlogos de macbecina foi realizada como
descrito na se¢do de Métodos Gerais. A andlise foi realizada como descrito
em Métodos Gerais usando LCMS método 1. Composto 14 foi produzido
com rendimentos comparaveis com a cepa parental BIOT-3870 e ndo se
observou qualquer produgdo de composto 15 para pedagos 33, 34, 35,37,39 ¢
41. Este resultado mostra que as cepas mutantes desejadas apresentam uma
deleg¢do de 3892 bp do aglomerado de macbecina contendo os genes mbcP,
mbcP450, mbcMT1 e mbecMT?2 adicionalmente a delecdo original de mbcM.

Exemplo 10 — Ligacdo a Hsp90

Determinagdes de K, e calorimetria de titulagdo isotérmica.

Hsp90 de levedura foi dialisada contra 20 mM de Tris pH 7,5
contendo 1 mM de EDTA e 5 mM de NaCl e entdo diluida a 0,008 mM no
mesmo tamponador, porém contendo 2 % de DMSO. Os compostos de teste
foram dissolvidos em 100 % de DMSO a uma concentragdo de 50 mM e
subseqiientemente diluidos a 0,1 mM no mesmo tamponador como para
Hsp90 com 2 % de DMSO. Calores de interagdo foram medidos a 30°C em
um sistema MSC (Microcal), com um volume de células de 1,458 ml. 10
fragdes de 0,027 ml de 0,100 mM de cada composto de teste foram injetadas
em 0,008 mM de Hsp90 de levedura. Calores de dilui¢do foram determinados
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em um experimento separado por meio de injecdo do composto de teste no
tamponador contendo 2 % de DMSO, e os dados corrigidos foram ajustados
usando-se um algoritmo ndo-linear de menos quadrados para ajuste da curva
(Microcal Origin) com trés variaveis flutuantes: estequiometria, constante de
ligagdo e alteragfo na entalpia de interagdo. Os resultados sdo mostrados
abaixo na Tabela 10.

Tabela 10 — Valores de Kd para ligacdo de Hsp90

Kd (nM)
macbecina 240
16 20
17 19
18 23,5 -

Geldanamicina 1200

Exemplo 11 - Dados bioldgicos — avaliacdo in vitro da atividade anticancer de

andlogos de 18.21-didesoximacbecina

Avaliacdo in vitro dos compostos de teste quanto a atividade
anticdncer em um grupo de linhas de células de tumor humanas em um ensaio
de proliferacdo de monocamada foi realizada como descrito em Métodos
Gerais usando-se um ensaio modificado de iodeto de propidio.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 11 abaixo, todos os
valores de tratados/controle (% de T/C) mostrados sdo a média de pelo menos
3 experimentos separados. Tabela 12 mostra a IC;; média para os compostos
no grupo de linha de células testado, com a macbecina mostrada como uma
referéncia (sendo que a média é calculada como a média geométrica de todas
as replicatas).

Tabela 11 — Dados de linhas de células in vitro

Teste/Controle (%) relativamente a concentragio de droga (pg/ml)

Composto 16 Composto 17 Composto 18

Linha }0,01(0,1 |1 |10]|100|0,01 [0,1 |1 10 100 { 0,010,111 | 10| 100
de
células

CNXF | 100 |19 |8 |8 |6 97 22 |7 (8 |7 |64 |9 |9 [11]|9
498NL

CXF 106 (52 |8 |7 |6 102 (49 |7 7 8 98 14|11 13| 11
HT29

LXF 106 (48 {107 |5 100 |41 |10 (11 |11 |94 |43|13[13] 12
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1121L

MCF- |83 |21 [10[11[{10 |86 20 |10 (10 |8 77 [27(12112|8
7

MEXF | 100 |64 |7 [5 |3 101 (21 |4 3 3 91 |24|7 |5 |4
394NL

DU14 9% |47 (8 |8 |8 |93 |7 |8 (10 [9 (66 |9 |8 |9 |6

5

Tabela 12 — Valor médio de IC;4 do grupo de linha de células

IC7 (ng/ml)
macbecina 0,21
16 0,193
17 0,106
18 0,077

Todas as referéncias incluindo patentes e pedidos de patentes
referidos neste pedido sdo incorporados aqui por referéncia em sua extensao
mais ampla possivel.

Nesta descri¢do e nas reivindicagdes a seguir, exceto se o
contexto o determinar de outra forma, a palavra ‘compreendem’, e variagdes,
como ‘compreende’ e ‘compreendendo’, serdo compreendidas como
implicando a inclus@o de um nimero inteiro ou etapa ou grupo de niimeros
inteiros indicado, mas sem excluir qualquer outro niimero inteiro ou etapa ou
grupo de niimeros inteiros ou de etapas.
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The application, of which this description and claims form
part, may be used as a basis for priority in respect of any subsequent
application. The claims of such subsequent application may be directed to any
feature or combination of features described herein. They may take the form
of product, composition, process, or use claims and may include, by way of
example and without limitation, the following claims:

O pedido, do qual esta descri¢do e reivindicagdes fazem parte,
pode ser usado como uma base para prioridade com relagdo a qualquer pedido

subseqiiente. As reivindicagdes do referido pedido subseqiiente podem ser
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dirigidas a qualquer caracteristica ou combinacdo de caracteristicas aqui
descritas. Elas podem apresentar a forma de reivindicagGes de produto,
composigdo, processo, ou de uso e podem incluir, a titulo de exemplo e sem

limitagdo, as reivindicagdes a seguir:



<110>
<120>
<130>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

LISTAGEM DE SEQUENCIA

Biotica Technology Limited
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20
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1

33

DNA

Artificial

Iniciador

1

ggtctagagg tcagtgcccc cgcgtaccgt cgt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

26

DNA
Artificial

Iniciador

2

ggcatatgct tgtgctcggg ctcaac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

3

36

DNA
Artificial

Iniciador

3

cccgecegeg cgagcggcgce gtggccgccc gagggce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

4

36

DNA
Artificial

Iniciador

4

gcgtcctecge gcagccacgc caccagcagc tccage

33

26

36

36



<210>
<211>
<212>
<213>

220>
223>

<400>

5
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DNA
Artificial

Iniciador

5

ccaaccccge cgcgtccceg gccgcgecga acacg

<210>
<211>
<212>
<213>
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<223>

<400>

6

34

DNA
Artificial

Iniciador

6

gtcgtcgget acgggccggt ggggcagetg ctgt

<210>
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<213>
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<223>

<400>

7
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DNA
Artificial

Iniciador

7

gtcggtggac tgccctgege ctgatcgecc tgege
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<211>
<212>
<213>
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<223>

<400>

8

35

DNA
Artificial

Iniciador

8

ggccggtggt getgeccgag gacggggage tgcegg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9

39

DNA
Artificial

Iniciador

9

caccgctcge gggggtggeg cggcgcacga cgtggetge

<210>
<211>
<212>

10
38
DNA

35

34

35

35

39



<213> Artificial
<220>

<223> 1Iniciador
<400> 10

cctcectecgga cagcgcgatc agcgccgcge acagcgag

<210> 11
<211>
<212>
<213>

DNA

<400> 11

gatctggggc
gctgcggegg
cgtggcggac
gctgcgggag
ggccgtcgeg
cctggcggag
ggtgctggcce
gggcgcggga
cgacgagctg
cgccaccccg
cggeccgggac
cgtcgtecggg
ccgggacgceg
cgtgctcgcec
gctgctggcece
cctggtcgac
cgtgctegece
gccgctecgeg
gcggttgtte
gctgccggac
ggccgecgcece
gttccgectg
ggtgatcgcg
ctccgtgetg
gccecgecgac
ggtcgggggt
cgcegecggyg
ggcggggceag
cgcggagcac
cggggegcetce
cgagggcegceg
ggactgcgcg
tcgeggggag
cctgcgggtg
ggagctgggce
ggcggagaac
gttccgggeg
gcggcggtac
gggggagttce
cctgcacgag
tcggggggag
ggacctgggg
gcgggcecgceg
ggcgcgggtyg
ggcggcggceg
ggccgegegyg
€cgggggcegg
ggcggagcegg

100588

gacgagccgc
gcgctcggeg
gtggacgcgg
gccgeecgegce
ccgcgggtgg
gtcgagctgg
gagcacccgg
cggcaggccg
ggcgccgacce
ccaccgctcce
gccgaccteg
ccecggcgggg
ctgctggtgg
gggatcgggc
gccgagetgg
gccgtggcecce
accagccggg
ctgcccggaa
gcccaacggg
gtggtgcgcec
cggttgcgceg
ctggcgggceg
tggagctggg
cccggegggyg
gaggtgcccg
cggcggcgga
gacttgagcg
gacgcggtge
gacaacgcgg
gcgctggcegce
cactggctcg
cgggccgcecce
gtgggggcgc
ctcggggcegg
gcgggcggcyg
gcgggcgagce
gccggggacg
gacgacctgg
ggggcgctga
cggcgeggtg
caggtcgcgg
cgggcgggtg
tatcgggtgg
gtggcggcetg
ctggagcagg
gtgcggggcg
gcggeggtgg
gacgtggcgg

Actinosynnema pretiosum

ccgeecgggcec
cgcecgggcege
cgcggttcga
tgtggggcgg
cgacccggct
cgctcgggeg
cgcacgagcg
aggcgctgge
ccggecacggce
ccecggecgaa
ccecgegtcege
tgggcaagac
acctcgcgcec
tgcgcggcga
cggcgcegceag
acctggtcgce
aacccctgge
tcggggacgg
cgtcggeggt
tggtgcggge
ccetgecget
ggaaccgggce
acctgctgga
tcaccccgga
aactgctggce
tgctggagac
cggtccgega
tgcgegggece
tggccgegcet
tgtcgctggt
ggcgggeget
acctgctcgg
tcgcggaccg
tcctgetgtt
ggtggttgtce
tggaccgggc
ggtggggcgt
acgggacgtg
gccceggtga
acagcggggce
tggtggacgc
agctgctggce
cctcggggga
cgagcgggga
€gcgggggcg
cgcacgaccg
gcgggagcge
cggcgttcgt

ggggccggeg
ggtcgegetg
ggagctggcc
gcgggtceggg
ggcgcggetg
caccggggceg
ggccgecggg
ggcctacgag
cctgcgcgag
cgcgctgece
cgacctgctg
ccggetggec
ggtcgcecgag
ccgcgaccgg
gtcggtgcectg
gctcctgctce
ggtcgacggg
gcttgacgcc
gcgcccecggt
gctggacggg
gcccgacctg
cgcgeccgece
cgggcccgag
gtcggccgcece
cgcgetggte
ggtgcgegeg
cctggecegece
ggggcagcge
gcaccaccgg
ctggtactgg
ggcggtgcecce
cctggceccgac
ggtgctggeg
cctgctgggg
cgggctggceg
gcgcgggceac
ggcgggggtyg
ggcggacctt
ccgggtgegg
ggcgctggag
gcgggaggcec
cggggtgggt
cctggcgggt
gctgcccgeg
gtgggcgggyg
caccgacccc
gttcgcggeg
gctctgagcecg

ttgcaggcgce
ggggtgggcyg
gcgcggggcg
ggcgageccgce
tcggtggagg
gccatcggtg
gtgctggtygg
cgggtccgceg
cgccacctgce
gcgceggtga
gccgccgggce
gtggaggcgce
ccctecggagg
€cgggcgggg
ctgctggaca
ccccgcetgece
gaggcgctgg
gcggtcggcea
ttcgecegteg
ctgccgcetgg
gtggccgggt
cggcaccgca
cgggcegtgg
gccgtetgeg
gaccggtcgce
tacggggtcg
gcgcacgtgg
gcggeggtgg
tgcgccaccg
caggtgttcg
ggcgggceegt
ggcgggcacg
caccgggggce
cgcggcgagg
cacctgttcc
gcggaggtgt
ctgccggtge
cgggaggcge
gcggacctgce
gtgctggcecg
gcgctgeggg
ggggcggtgg
gcggagcggyg
ctggcceccgg
tcgggggtge
ctggtgcgeg
gcgtacgecgce
ccgggatcgg

tcgtctececeg
ggtaccggct
gggaggacgc
cggtggtcge
tggtgctgga
gggcgagegyg
acgcgctcgce
cggcgctgge
ggctgctgeg
cgggcttcct
ggctggtcac
tgcgceggga
tcgtegecege
acgcgacggce
actgcgagca
ccgagctgceg
tcecegetggg
cggcctcggt
acgccacgac
cgctggagct
tgtcggcgeg
cgctgecgege
ccgagcggat
cgggcgccgt
tgctgagcect
agcgcectgge
cgggggtgct
cggcgatcgg
gggacgcgga
gccgccagte
ccccggagceg
gggtgggtga
tccecggtcea
gggtgttccg
tggccgagcet
ccctggacceg
gggcgceggge
gggcgctgga
ggtgggtcga
cggcccgtge
tgcggetegg
gcgacctggc
cgttgcggeg
tggcggtggg
tgctcgggac
agctggtcga
gggggtggga
gcgggcgggyg

38

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880



tcaggcgggce
cgcccagtcce
gcggtgcacce
caggtcggceg
caccaggtgg
gctgacgcgg
gtcggtggceg
gtggatctcc
ggcgegggec
ggcgaccacg
cgtttcggtg
gtgagcaggc
tcggcgegea
aggtcgeggg
atgagggtgc
agcacggcgc
gcgtggegeg
gcegeagegg
ctgacgtcgg
aggtcgacgg
gtggtcacgg
gcgcgggaat
gtgaggacgc
cggatctgga
cacaccgggc
gcgtgggggt
gagcttgcegg
gtcaccgtge
cggctgggcg
gaactgcccg
gtcgeggegce
gtgatggggg
cggttcgcegg
ccggtcgggg
gcgctgggeg
caccccgacce
cgcacgatca
ggacccggtc
gccacgacca
tctecgecggg

gccegtggeg

cggcegttge

ctggaactga
aggcgtgctc
cggtcgtcgg
ccaggcggtg
ggtggtcgte
gcgcctggcea
ggtgggacag
ggcgcacgct
gggccacggce
ggtgcacgcc
cgcggtcegte
gcacggacgg
cgaagaccac
cgecggtecgcece
ccgegceccte
cgagggtctt
ccgtcgcececg
agagcaccag
tgacgcgcegt
cctceccgtca
gccgttcaag

ggggtcatgt
gcgatcegtcc
tcggggtcege
gcctggcegga
tcgacgceccect
cgcttggtca
ccggagceccce
gcgtagtcgg
gcctcgagceg
gcgggctgga
gtggcggcege
tggtgacggt
cgacccagtc
cggcccegcetce
ggaagagctc
ggtagaaggg
gggcccgegg
cgacgaggag
cggcctegge
cggcggcecat
gggtgaaact
ctcecggtgeg
gcccgtacge
cgccgtegag
gcgaggcecga
gggccgagcet
gggcggtget
tggacgccga
ggccgcactt
ccgggtaccg
accgggcegge
cgtggccgta
ccacctgect
tcgaccccgg
cgctgcgcga
accccgcgcece
ccttcaccge
gacgagcggc
gaccgcgccce
gtgggtgaac
ctggacgtca
gcecgegecgg
cceccgecgge
gaccgcgege
gctgcggteg
gtgcggcagg
gaagccgacc
cgcgccgaac
gaggtccagg
ctccacctcc
ggcgatgtgg
ctcgecggtge
ggggagcacg
cccgtecgege
gccctccacc
gccgcectctcea
gatcagctca
ggtgcgggag
caccttgcegce
ggaggcggtg
ccgcecgcete
ccggtcgcege
gagaaccccg

gggcggggte
ggacttcggce

cgtccaggcea
gggtggacag
gggcgcegeag
ccaccacctc
tgggggccege
ggcggaagcece
cggtggcgag
cgtccatcac
gggggccgcece
gagcaggcegg
gtggacgatc
gtccacctcg
ggccagggece
gcggtggtcg
gtcggccagg
cgtgtcgegg
caggtcggtc
gagggcggcec
agacagttgt
cggggececegt
cgggcececgeg
ccggtggceac
gtggccgacc
gccgggtgag
cgactggttc
accgcacctg
ccggcactceg
ggtccgcgcec
ctggtggceceg
ccggecgggy
gatctggttc
tctgcggegg
ggcgggcggy
cgcgeegetg
gctggaggceg
tcecgetgteg
cgcttcgegt
cacgtcctgg
ccgacgcagce
ccgagtccga
ctceecgecce
accgatcccc
€ggcgggggc
gcgacggtgg
acggagacgt
gccaggeggt
gtggcgeggt
accceccgcecg
cgcgggtcega
ccggegtcega
gcgtgcegegg
agcccgtecg
tggcgggege
ccggcgaaca
ccggacagct
gcggacagca
tccaccgecg
ggcaccgaca
tcgcggacac
gacagccceceg

aaggtggggc
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aggcgggcca
ctgcgtcggg
gcegteggcece
gaccacgccg
gacgaggtcc
gtcgtcgagce
ggcecaggcgg
gacgccgacg
cctggggagg
cagcagggcg
ggtgggggtc
tcggcgagtt
gcgeeggtge
cccaggccgg
tccgccagcece
gcgaagtggce
tgcggcagga
tcgccgaagt
accgggaccg
ctggagcggg
caataaatga
ccctggcagce
gacctgcgeg
gtcggcgacc
gcgctgtggg
ctggcgcetgce
gcgggcgtgg
gtcgccgegce
gtgcgcgcgce
gtgcggggcyg
tcgcgggtcea
ctggactggg
gacgagcgca
cgcgggctgg
€gggcggcgyg
taccgggggce
cgcgggtagce
gagcggtcgt
ggtcggctcg
cgatggcctg
cgccgtcgac
cgccaggtgg
gcccgteecgg
ccaccaccac

gggacaggag
tcaggcgcgg
cgtccggeac
cgttgaagca
agccgttctce
ccgcgaaggt
tcgcecctcgge
gcagcacgcg
ggaagtcgtt
ggacctccag
gcagcgaggc
gggtgaaccc
tggccgagge
gcgtgtcgeg
ccgagatgceg
cggcgcaggce
ctgctcgegg
cgcgaggtcc
cgcgtcccecg

ggtcacacgt
aagaccttct
aggacggtga
ctggtcgcga
aggtcgctgc
ggcgcggtet
ccgaacatct
tggatcaccg
taggccgggt
ggggtgggga
aggggtgcgg
cctcggggceg
cgtgggagat
cgcgcagggce
gccacgcgca
gggccacggce
gctecgegeceg
gctggtagag
ccgcececegceg
cgacccggceg
gcaagtgtcg
atgatcacgc
cgatgcaggg
tggcctggceca
aggcgggcgg
tggtcgaccc
ccaccgcgcc
tggaggctcg
tggacgacct
aggaggacgt
ccgaggagag
tggtggaggg
acggcgtggg
ggcgggceggt
tggtgtaccc
tggggttccg
agcggecggg
cccagcgcegt
ggggtcgacc
caccgcgagc
€gggccggge
cggccggtee
¢cgggcgeceg
cggcatcggg
gagttccacg
gcgcatccag
ggacaggccce
cagcagcgcg
cggcatccac
ctccagcgeg
cgtgggcccg
cgccgcecgaa
ggcgggcage
cagccggggg
caccagcgcc
gtgccggtgg
cacggcgtcc
gcggtagccg
cagctcccga
ggacgcgacg
gggtgtgccc
taccccatcg
ccgtgggtga

ccagggaccc
cggtgagcac
gctggaagtc
tgccggtgag
ccgcgaacgc
cggggtggaa
tgttgcgegg
gcacggacgc
cggggtagceg
tctcgggect
gggtgccggg
cagcgggtcc
cagcacggcc
ctcggtggtyg
cgggccggtg
caggaggcgg
caccaggtcc
cagctgcctg
ctcggcgacc
gtcggggegg
tcgaacgcgce
gatgaccgag
gttggcgcgg
gcgcaaccag
cgaggtggtg
cgcccggecg
ccggeggtcg
cgggtacgag
gccgacgecce
ggcggcgegyg
ctaccgggcg
gccggacggg
cgagctggaa
gtgcctggeg
gctgcacggg
cgagcacgcc
cggggcgagce
ggacaccagt
gcggtgaggc
accgggtgcec
cggccgegtt
ccgggtccge
aacccgcctce
acgtggtgca
gccatcgegce
gcggccacgg
gcctccgega
cgagggcggt
tccacgcacg
ccggagaggc
gtgccgatca
cggccgcecge
acgttcagca
aacctggccg
gcctccacct
gcggcgecga
gagacgaaac
agctgctcgg
gcgecggcecgg
tcggccageg
gtcacccgtg
tgcaggccgce
cctggtagcce

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660



gatgctgact
ccggeccgag
cagcgcgaac
ctcecgeegtce
ctgcggttcg
ggtcgggteg
ccacgtcecctg
gtcgaacgcg
gtgggtcagg
cacgaaccgg
gtggatgccg
cgcgatgacc
cgcgccgecg
gtcgagctgg
gcecgttgttg
gccgtagtag
gccgctgagce
cgggatcgac
ggtgagcgcg
¢gcgeegggce
gatgcccgcet
tccggtgggt
agegeggcegyg
ttcttgagcg
aaccgggcct
gagccgcecca
tccatggtca
atccacgccg
gacaggtcca
ttgcgggcegg
acgctgtact
ccggagaagg
ggcttegggt
gaggtccagg
gccaggtagt
ccgecctgga
gggctggacg
ttgccgeege
aacacctgct
ctggtgttgce
tagtagcact
tacaggtgcg
cggtgcgcecceca
tcgtacttgg
aggtcgtagg
tagtaggtgt
ttggtgtagg
acgaggccga
cctctectgg
cggtggtcgt
caggcggttg
gcaggggttg
gtcgcecgegte
ctcgctgtcg
ccagcggegyg
gaccttgtag
cacggtgttg
gcecgttgteg
gacccagtag
gttcctcggce
gttggacccg
cggcgeggece
cgcggectgg

ttgccaccgg
ctgggcgegt
tccagcgacce
aggccgttgce
ccgggcgtgg
gggccggtte
gtgccgetgt
acccagcgcea

-ctgccectyggg

tcgcgeateg
aggtaggcga
gcgaccgcgce
tagctgaagc
cggacgatgt
aagccctgcg
gaccagacgt
cagtggaagc
aggatgtagg
ggcgccttge
gctccggteg
gcegegagga
gtggtcacgg
tggcgtggtt
tgaacgccgg
gcctgeegtt
ggtcggcget
ggccggtgac
aggagtcgceg
gttccacggt
agtacaggtc
tggcggtgtc
tgtcggcgcece
aggtcgcgece
tgatcggggc
gccagtegcece
tcggcgaggyg
acttgagcac
gcttgtagaa
gggagcggac
cgtaggcgac
tgttgatggt
tctgggcgaa
ggaacgacgc
ccccgaagte
agcgcagcac
cgtccacgcg
tceceggecge
gcacggccag
tgtccgggag
gggggtcagce
tagtcgcegg
atctccatgg
cactggccac
gccagcegegg
ccgtcecgage
atgttggacg
gtgaagccgt
tccgaggaga
ccgttgecga
gcggaccagg
gtctggtaca
cggtagcccg
gaccagtcgg

gtgggatcgce
acgaggcgtt
agccctgcac
cccaggcegtt
tggtggtggt
cggcgaactg
cgccgggcege
ccgggtagec
acggttccgg
agcgcececcgcece
tgggctgcegt
ggaacaccgt
cggtggcgaa
cgtcgacgag
gcgccacgaa
ccegcetgeac
cgaagacgac
tgcgggactt
cgcagceccctce
cgctggtggt
ccectgttgeg
ggtggtgagg
gaagacggcg
gccgaaggceg
gceggggcgg
cgcgacctcg
ggagacgatc
cagcacggcc
gccggtggag
gttggtgacg
cgggttgtgg
gatcatgggt
ccagccgcecg
gagcaccggce
gttctgggtc
caggtcgagc
gtactggccg
gcgcgeccct
ctccgacttce
gtacagggtg
ggtgtgcettg
gtcgacgcag
ccagatgccg
caggcgtggc
gggcgcegcecg
caggacgtcg
gcgggccggg
ggcgatgggce
ttggctctgg
agggggagtt
acgcgttggg
tctggteggt
cggggaacgt
tccacggtce
cgatcgcectce
cctcgaacaa
tggggaactg
acaggtggca
tgttgtcccg
acgcggggtt
ccaggtacca
tgccgatccce
tgaagctggt

5

cgcgttgtag
ccagccggag
ctgcgtggtce
gacggtggcc
ggtggtggtg
ggtgaagaac
gttgtcctge
gtcgcggcag
cgggttctge
ggagatgttc
gccgeceggceg
cggcecgegag
ccgctgggtg
ggtgatgtcc
gatcgtgctg
ggtctggccg
gcggtggggg
gccgcetgetg
cgtcgtggceg
gatcagcccc
cgccaaggga
tcgaagcggce
aagcggtage
gtgaagttga
atgtcggegt
tagccggttce
cggttgcgge
agcccggtge
gtggggccect
gtcgeggtgg
ttccactccc
ttgacctggce
ttgacggtgg
acgcgcecegce
tgcaccaggc
agcacctgct
ttcgcgggece
tcgagggtge
ccgtecggegg
tcgtcegtegt
gaccactggc
ccgccccagt
ttgacgtacg
acggagtgcc
ggcgagtagt
atgtcggcga
tgggtggtgg
gcccatcgge
gcgecggegge
ggtctgggtc
gtccaggccc
cccgetgege
ggtgttgttg
ggcgatcgcecce
gtggagcatc
ccggttgegg
ggcgaggcetg
cttggcecgtg
gatgatctgce
ctcgatgtcg
caggcgttge
ggagcggtcc
gtgcacgagg

ccegegtege
gtgatcacct
ccggtgttgg
gacacccggce
gtcgtggtcg
cgccaggtct
ggtgcggcga
ccggtgtagg
gcggcgeage
aggacgctgt
cagccgctga
caggccaccg
gtgtccacgc
tcgcecgecgt
ctgcccegceca
gtggcgacgt
cggttccggt
gtgatcgtgce
gacgcgcecgg
gcggcgaggg
ttcgcectte
gggcggtgac
ccatgaagaa
cgccgtceggt
tggcgcgcaa
cggtggtgceg
cgttgtcgeg
ggtcgeccegte
ggatgcggtyg
acaggcgaag
actgcgggcece
gcgggggcege
tgacgcgcgg
cggggtaggc
cgccctggtg
ggatcgagta
tggtgagcca
cgatgttcga
agagctggge
ccacgagcat
cgtcgacggce
agaaggtgcg
cgcgggagcce
cggcgaactc
gcatggtgga
agtcctgcca
tggcggtcag
gttgacgggg
ggtggacttg
agcaggccca
tggtacaggt
accagctcge
gccectggcega
ggggcggtcec
agccactggt
ttgctgtcct
gtctccgage
tcgcagacgg
ggcatcccgt
gcggtcgtceg
ggggcgaagt
aggtagtggt
ttgtagcecgt

gggcggtcac
ggcecgeggyg
tgatggcgag
aggcccccgg
tggtggtgct
cctcgggege
tgtggccectc
tggtgccceceg
cgttgttgcg
cgcgcaggcece
gcacgccgcece
agtaggacat
acagcccggce
tgttggccca
ggcgcttgag
cgttcgeggt
cgtagccgtce
gcgtgceccgcet
gggcgcegga
tgagcagcge
ctgtggtggt
ggagccgceceg
ccgccagtcg
gctgtaggag
ccagatccgg
ccaggagccg
cttgacgccg
gcgcatccce
ggtgagggtg
gcegttgtte
gagcgcggeg
gggcaggttc
ccagccgtcec
gtcgacgaac
cggcactccc
cgggccgaac
gatgtagtag
gggggtcetgg
gacgctgatg
cccggegtceg
ggtcgceggtg
gttgctcttg
gttgcccatg
ccagttgacc
ggccgagtag
cagcacgggg
gctcgccgece
catcggtgtg
tcgggcgegg
gccgcecaggyg
agctcagcett
cgtggctgat
acgggttcga
aggagcggaa
tcttgecgge
gcatggcgat
ggtacaggtg
tccagaagtc
tggcgtagaa
agtacgaggc
agaacacctg
gcggggcgga
tggtgtagac

6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480

© 9540

9600
9660
9720
9780
9840
93900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440



cgaggcgaac
cgtggcgtgce
gctgctcggce
gggcgtggtyg
ggtcgggtcg

ggtggggatg
cacctcggcg

ccagccgtceg
ccactgggag
gagggcggcyg
ccggcegceggg
ggtcggcgcg
ctagccaggt
gcaaaggttt
aggacggggc
ccecgcecacgg
tggtactgga
tccatgceccce
cgcaggacgc
ccgcgcagga
acggcgcecgg
acgtggcggce
accggggagt
agctgggcgg
ccgttcgggg
tgcaggagcg
atgaccagcc
gcgggcagga
gtcgtgcege
gcgcggtege
acggcggcgg
agcgcggtga
cgggggtcga
cgcttgtcgg
gtgtgggcga
tcagcaggcg
gggtgccggg
acacccgctt

ccggggtget
cccggcegtcece
ggctgctgga
tggcggtcaa
gggacggcgg
tctacgggga
ggcgcgacce
ccgagttccg
ccttcecggcea
tcteegecac
aggcgaggcet
cgcggcggceg
cggtctcggt
tcacgaacgc
cgccgcecgac
accagccgcce
cgtggaagga
acaggccgga
gctcgtagtce
ctgacgattt
ggceceggcega
cccgacatcc
cgtcgaacac
cctgttcacg
gcggcacgac

acgtggtagc
gaggagtcgg
agcgagccgce
gtcgtgggcece
gggttggacc
gcggegttgt
ttccaggcect
acggcgtcac
gtcgecegegt
agcgcggcca
gtgaacagcc

gccgaccggy

ggcacagggt
cgcgegttet
tgggaatggg
gtcagaggcg
agttgaccac
tgcecgttgac
tgatctcgcc
gcagcccgtce
tgcgggtgcet
cgtceggggat
cggcgaggtce
cggtgatcceg
cgatggcgac
cgcecggtgeg
tgcctecgggt
acggctccag
cgacgtagaa
cggggaccac
cgggtggcge
ggagcagggt
aggggtgtct
gggtagttct
tcttgggegg
cgcgagggtg
gttgcggegg
ggagaagggg
gcggctcgac
ccgegcecgec
cagcatgacg
ccecgetggece
ccgggcgaac
ctgggcggge
gcgcgacggg
ggcgeggtgg
ccccgaggceg
cgagacccgg
gcgcgcegcetce
gggcggggcece
gaagccgtge
gcegggcgag
gccecttecce
gtcgccgagg
ggcecaggcg
ctecggcgcege
ccggtgcacg
ccecegtegge
gacgcggcgg
ccegegcegge
cgccaccacg

ggcacgggaa
gtccgcacat

ggcecgttgtg
gcttgggtcc
ccggttgcectg
cgactcctcc
cggtggaggt
aggaggcgtt
gcgcgacctg
cgaggttggt
aggcgatcga
ccatggcgag
ttgcgaggag
agcggcggga
ggtcaaagct
ttcggecggg
gcgggggatg
cacgcggacg
cagcaggtcg
ccgccgcagce
ctccgggtgg
cgagccgatg
gatgcggtgg
gaccacgagg
cacgaacgtc
gtagaggacg
gtcgttgacc
ggtgctgtgg
gatcttcatg
ggcggggcay
gtgcggegtg
gtagcgggtg
ggcggcggcg
cgcggtgagyg
ggcgccagac
tcacccccect
cacccggtgg
agtccgggge
gaggaggtcg
cacatcggcg
gccgaggagce
gaggtggcgg
ctgtcgtcgg
cgcgcegetcet
ctcgceccgcet
accgccgacg
gccacccgceyg
agcgcgcacg
ggtgagctga
cacgtgtgcg
gtcgggtgag
gccggtcaga
ttgaggtaca
gcggcectcege
tggtggtcgg
acccggcecca
ccgggcaggyg
aggcggaggt
cggtcaggct
ggggatgcgg
cgccgctgaa
gaccggtcaa
cgcccacgcg
gccgecagegg
caccgcgagce
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gcgcaccacg
gatcagcgcg
cggggtcgtg
cgtgcacgtg
cgcggtgaac
gcgggegetce
ctggcccgag
gatggcgacg
gcaccccgge
cgaggtggtg
catggtcgcc
gcgggetggt
aaaaagggcg
gggcaggtgg
gggcgggcete
acggtgaacg
tcgececgtcga
accgtggcgce
aacaggctgg
tcgcccacgce
aacgcctggg
ccgttgeegt
ctcagtggct
gggcggaacg
aggccgtcgce
acgaagacct
ccgacggcegg
tcgacgtggc
ccecggetege
acggggtggt
ggtggcgcgg
agggctcggg
aagcgcttcg
tcecgggeggg
cgaaccgctc
gggccggget
cgctgctcgce
gtgtctcgceg
gggtctacct
cggaggcecge
cgatggtgac
acgcgcecegcet
accacttecct
tgctecgtegce
agctggtggg
acgtgctgcet
gcctgagcta
cgtgcaccge
ccgggggtgg
gcgtgagegce
gcgggcggcec
ggatgcgceceg
gcagcacggc
tgccgacggt
cggcggeggce
agtcggcgac
cccacgggcg
gcgggegete
aagagcgcecg
tgcggtccac
ccgegtcgac
agggggaacc
agaatcgcga

ctggggtcct
ccgetggagg
gtggtgggcg
gtccegttga
ccgaactcga
acctggccgce
ccgtaggtcece
ctcgcggtga
gccgeggcegg
gccatggcge
cttcgtegte
actcccccac
gacgcggttt
atcggggcgg
ggg99cggggyg
ggaggttcgg
aggtcgcggt
gggagtggtc
tgacgctgta
cgcccaggtce
agttggtgtc
tgatgccctc
ggtcgaccte
agtcgctgac
gggcgcecgga
tgccggtgge
tggtgcggec
cgcgccagat
ggacgatgcc
gcgeggegge
¢ggcggggag
tggtggtcac
tggcgcgggg
gcggccgact
cgacgtgcgg
gccegtgete
cggggtcagc
ggaggtgctc
gttcgacctg
gctgcecegeg
€gggcggcgg
gttcgececage
cgacgcggge
cgcgcectgege
cgagctgacg
gcacccgcegce
ccactcggtg
cgaacccggce
ccggecaccg
catcccgatc
gggcgcgtcg
gagcagcgeg
catgtcgacg
ccecgecegtec
ctgctcggeg
ggacggcggg
€gggcgggcec
gcggattttce
tcgcggecect
gcctgggggt
caccccgacg

gggaatggcc
ggcgttcacc

tgacggagac
accaccggaa
gcgtggtegg
ggctgaacga
cgcggcecccce
cggactggga
aggtgagcgt
aaccgccctg
cectggggtgg
cgatccgggce
gtcgacgggt
ttcctgcaat
agcttccagce
gctcggggcg
tcgcccggag
ctcggcgatc
ggacgggacg
ctcgctcagc
gaggtcgttg
gatcggggtg
ggcgagcagce
ctcgtagcgce
ggggctcgece
gtaggcgtcg
gtcgaacacg
gccgeccgceg
gtgctgaccg
cgtgccgtcg
ctccgggtag
ggcgggtggce
ggctggggcg
ggaagggctc
tggcagtggg
agggtgagcg
gacttcctgg
gggcggcggce
gtggactggt
gacgccgtgg
gcgcgegegg
acggcgcagt
caggacgtgc
gccaccacgc
gcccecgcgagt
gccgaggecg
gccgcgagca
ggcgccaaga
gacctgccga
tcgaccgacg
ccgtcgeget
gagccgggceg
gccaggaggg
tccatgatcg
acgtggaagt
gcgtgegtga
gtcttgggcg
gtcgggtgga
ccecgeecgac
gacatccccc
tcgecgecgcec
ttccctcceca
ccgaggaaca
gcaggcgatc
ggggcggcgg

10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10880
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
125900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220



aggaagattc
ccgaaacgcg
acccgcetgac
accccgcececa
gcacgtagca
cccgtcacgt
agcgcacttg
gagaactcgg
gcccaacaat
agagggcacg
cggctcgegce
aaacccgtge
cgtggctgcc
gatcgccacg
tccggegege
ccgcggaccg
cagtggagct
tgccggaccg
cggccctgeg
cctgcaccce
ccggcatggce
ccecegeecgee
tgatcgegcet
acaccgccte
ggctgctget
tgctgcgcect
gggaggaggc
tgaccggcgg
agccgegcega
tgttectgga
gcaggctgtc
cggggctget
acaccccggt
agggcggcegce
cgtgggcgge
cggcggcggt
cggccgtgea
ggcaccacac
cgacgctgat
ccecggcectgceg
ccagcaccta
cgcgcagcag
ccggggacag
cgcgggagte
cggaccgcgce
cgctgetgece
ggggcgacca
ccgegtgagg
tgggccgceta
ggcaccgcaa
- ggccgegcge
tgggcagcgg
agggcaaccg
acagccgcecg
ggcaccegca
agctggcgcg
tggcgcecgecyg
tgtgcgagga
cccgcaggte
cgtcggggcet
agcagcacct
cggagctgag
cgccecgtece

cagcgcccect
acaaaattgc
atcacgctca
accgggcacc
cgggttgaaa
cccgaccggt
ccccgatcac
ccgttaaccg
ggtgaagatg
gtgaacgatc
gcggeggagyg
acccgagcgg
cggcgtcgac
acggggcacc
gccgggacceg
ggtcgecttc
tctgcgcgea
ggcgggacgg
gcggctegtce
gccggagacg
cagggtcgac
cgccgacgac
gtccgaggag
gctgcacgtg
caccgacgac

gcgegggcetce

ggtgcgggceg
caacccgctg
gatcggctac
caccgtgcgg
c¢gggcacgag
ggccgaggac
cgeccgagceac
ggtcaccgac
ggacctgctg
ggcgctgctce
ggcgcggcetyg
cgcgctgcetg
gaagcacctg
gaccgacccg
cceecggcegceg
ggcggacctg
cgacgacgtg
cgggtgctac
ggacgtggcec
gatgccgcegce
cccgagegeg
ggtgtcggtg
cgacgaggcg
cagcgtggac
ggcgetgggce
gtgcgcgceceg
ggaccaggceg
ggcgcgceggyg
gctgctgegg
gaccctgcge
ggtgatccgg
gctgatgccc
ggacctggac
gacgaaccgg
gacgcgggtg
cgtcgaccgg
ggtcccggtce

ctcgaagaac
ggacacccac
gtcagtatcg
gagcgggeac
ccgctcaagce
cacggttggce
acccgeceegt
ggagtggagc
gaacggcgga
ctggaacagc
gaataacggc
tccececgegceg
gacgacgcga
cggaccacgc
ccgcacccge
cggaccacca
cccgagatcce
gcgttcctgg
gaccggatcg
gagctgccgt
ccgegectgg
tcggegcetcee
gtgcecgetgg
ctgctgcage
ctgctgctge
ggcctggtcce
gthgCQng
ctgctgcacg
ggcaactcgt
gcgetggecg
ccggagcagyg
gggttccgge
gaggtgctgc
atcgccgacc
gtggacgcgg
cagcgegcege
gccacggcecg
gcggegttcece
cgctgggecg
cgcgcecgecg
gcececggcecca
gtgccgaggg
gccgaccggg
ggcggtgcgg
gcctegtggt
gcgcaggtgce
gacgagctgg
gggctgccege
gcggeegtgg
tacctgtacg
gacttcctgc
gtgccgtgge
cgggtgctga
caggcgctge
gaggcggtgg
gacctgggga
cgggggtggc
accgccgacg
cggttgacca
gagatcgcgg
ttccgcaagce
tcgaagtgac
cgtcecggtcece
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ctgcgggaag
ccgtgaaaca
gcacgctccc
ctccactcgg
gcatctcaac
aacgggtcca
gcaaccgaat
caggcccacc
ccgcaccgcg
tactgccgceg
ttttacgcce
caccgctcgce
gttccccgac
ctcccececgga
¢ggagcgceceg
ctccacggac
agtcggccegt
tggacggacc
cccacgagga
tcggggtgcet
tcgececgacct
tgcagctgta
tcatcgcggt
tggtgcaccg
cggtgagctt
gggtcgcgee
acgtcgcgaa
cgctggeggt
tcctgtectg
tgctgggegg
tcgcccaggt
acgacgcggce
accgccgcgce
acctgctgceg
cggagctggt
tcgactgcag
agtggctggt
acgcgggeag
ggaacaccgc
aggacgtgec
ggaccgtgct
cgaacgcggt
cggaggcggt
ccgtgcetggce
gcgagcagct
tggcgctgge
cgcgggaggc
tgagcaccag
tggcgcagcece
cgcgcgggea
tgtgcgggga
ggaccgcegge
tccacgagca
ggctgctcgce
cggtgttcga
gggcgcageg
acgtcgecccg
ggctggtgcec
gctcggagca
tgaagctgta
tcgggatcaa
gcggacgggg
cgcectgtcece

ccctggaaga
ccgggecgcecce
ccgeccgaggce
cccagcaccg
ccgttcggag
gtccacgcga
gcagcaggga
cctaagacgc
aacgcgaacc
tagctcaagg
tcgacaacag
gggggtggcg
cgcccgcgaa
acagcgcgce
ccaccggcecg
cacggaaagg
cgagcacctc
gceccgectge
ccacctecgtg
caagcagctc
cggcgagctg
ccactcgcectg
ggacgacgtc
gctggacacg
ccecgecgetg
gctgectgeg
gcgggtcgac
ggacgtgctg
cctgcaccgce
cggctcggeg
gctgaacgcc
gcgcecgegeg
cgcgcggcetg
ggcgggecge
ggtgcagcgc
cccggaccgg
gaacccgtcg
gttgtcggtg
cgactcggac
ggtgctggag
ggggcgggac
gctgctggac
gctgcgggag
gctgtcecgeg
gctgtcggeg
ggccgagtcg
gctgaccgtg
ggtgctggcg
ggtgccgaac
cttcttcctg
gcagctgacc
ggcggagygcg
gctcggcagg
ggcgaccagc
ggccgtcgac
ggcgcetggge
gatgtgcgag
cgcgcagccce
ccgggtggec
cgtcacgcac
gcagcgggag
cggtcccgtg
ggtcccgecce

aaacccggac
ccaccaggtc
ggagcgcgac
ccccaagatce
cagagtggcg
ggtggcatca
tatctttccecce
ttgcccacat
gaactccgceg
gtggaacgcc
cttgtcaacg
cggcgcacga
ggcggtcgeg
cacgcgeggt
gggccggtec
accactcccc
gcggtggacc
ggcaagacga
ctcaccgcca
ctcgcctcee
ctcgeceecegg
tgcgeggcege
cgccacggcg
gcgcgggtge
cgctacgagce
gccagggtgce
ttcgeegege
gaggcgggcyg
aacgaacccc
tcggacctgg
ctgcgggagt
gtcgtcgegg
ctgcgcgacce
atcaccgacc
ggcgagccga
gagcgcagga
acctcggcaa
cgcgacagcg
gcggtgctcg
cactggctga
gtggactcgg
gtgctggtgg
ctgcggcetgg
ctgctctact
cgggccgtge
gcgctgegee
gtgtccccga
ctgaccagga
gggatgttcg
gcgcgggaac
cggtggggce
tggctggcege
ccgggcacgg
tcggtgaagce
gacaagtacg
gagaacaagc
gcggcegecge
gcgtcggegg
gcgctegegg
agcacggtgg
cagctgcegce
gatctggggce
tgtccggtcece

14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
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
17940
18000



cgccecegtece
gacgtgctcg
caggccgcecg
gcceggeggce
ccggtccggg
cgcgacgcecce
ggtgtggccg
gcgggcecttg
cggcgcgcecg
gggcagggtg
gacgaggttc
ctgggccagc
ggcgaggeceg
ggtcaggccg
gtgctcgceeg
c¢gcecgggcegg
gagggcggceg
ccggacctcg
ctcctcgggt
tcgggcagga
gaccgggagce
cctcagcege
gccgccacgg
accggcaggg
cacgcgccecg
gcectcecggtge
aacgcgggcce
gtggcctgeg
acgtccaggg
aggccceccac
tcggcgcaca
gccaccaccce
tccegceacga
cagcccgace
ccggtccgeg
ccgegetgtt
tcaggtcagg
aatcggaagc
tcgcggacac
cgacctgatc
gaccgcecctac
ccgectcgece
cctgggaaat
ggcggtcecg
¢ggggcccegg
cgagcggtte
catcgcgttce
gctcgacgac
gctgtccacg
cctgcgegcece
cacctgcctg
cgcgcaggac
gacgctgtac
gcgggtggge
cacgttcggc
ggtgaactgg
gacggtgcgg
gttctgggtg
cgaggtgctg
gttctgcacg
cccecggcgag
gggcaagccg
cgggttcgac

ggtcccggtce
tcgacgtegce
gtggacttct
agcgcgacgg
ccgatccggce
tcgececgtgec
tagttgaggg
agggcgacgce
atgaagtggc
gcgagcaggt
ttgcectegg
agcgaggtcg
accgegtegg
aactcggcga
tcgcgggecg
gcggtgacca
cgcacgccgt
cgggtggtgg
gggcgggacg
atgggaacgg
gatcccagtg
cgceccgegge
ccgcgcecgac
¢cgggcggcyg
ccgagccegac
gctcgaccgg
tggcecggtte
cgceccgactce
ccagttcgcet
ccggcaggec
gcacggcgag
ccgeececgeg
¢ggggggcag

aggacggggce
tcatgtccac

ccgacgcecge
ggggttgagg
acatgcagga
cceggtectg
cgcececggtte
tcggacggtce
ggtcacctcg
cgcgtcgaaa
gtgaacccgce
ctggtgatca
ggcgacctga
gagccgetgg
gtggcctgga
cagcgcagct
gaggaccgcg
ctggccgcca
gtgctcgegg
cggtacctgg
ctggtcggceg
gtgccgetga
ccgaccgggg
ctggtggacc
tcggggcecga
cgggacggct
gtcaccgggc
gtcgaggccg
cacgacgtgc
ccggeggegyg

cgcctcagge
gcaccagctc
tgtcgeggeg
gcagcccgta
cgagcgcgcece
gcaccgcgaa
tgtgccgcag
tcgccgcecac
agcgggegat
cgaggtcgca
ggaggttgac
gcacgtgcac
tggtggtgec
accggctgcea
ggaggacgag
cgacggcgceg
gtccgatgtg
cggcggtggg
gggggcgatc
gtccggggge
gtggggcgga
gcccgtcacg
gccgaggcegg
gcggtccgeg
cacgcgcccg
gcggagcgge
cggggceecage
gccagggtcc
ggacgcggtce
ctcgececgece
caccgggccce
caggaacgac
cacctcggcec
gceccgecgcece
caccacttcc
cgacaatagc
gggatgcctt
gcgacttcca
cgecgtgegeg
ccgaactgcet
gccgtteggt
ggcagttgceg
tgatcgagag
gttccaccga
ccgacgegge
ccgtgatcegce
ccgecgagga
tgctctacac
gcctgtggtce
tgctgtggcece
cggcecgtggg
cgctggagca
tcgacgecege
gggcggtgac
tcgacgcecta
cgcgegtgge
cggagacgct
gcgtgatgcet
ggtaccgcac
ggatcaagga
tggtgcgggce
tgggcgaggt
tgctggegge
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tcggggcecatc
ggcgecgcege
catgaaccgc
gccecgegacce
cgcgaggcgg
accggtggeg
gccggagtceg
ctggtccagc
ctcgececgagg
cagcacggcg
cgccgtettg
caccggggtg
gccgcecgceag
caggtgggcg
ggaggggacg
gcgegegecg
gacggtgtag
ggcggggtgg
gggggacgcg
gaacgggcag
agtgcgggcg
agcgtggtge
ttgtgggtca
gcggcgcgcea
ccgggcggcyg
ctgctccagce
gcgaccagtt
tcgccccaca
gcgaccagcg
gggtcgacgc
cgecgeggect
cagtgcgcgce
accgagceggyg
gggggtccge
gccttggcga
gacgcgcaat
agggggcegag
agctcaggcc
caccgaagga
cggggccaac
cgggcacgcce
gctgcacccc
ctatttcgge
cgcggagctg
gcgegecgag
cacccaggac
gccggagetg
ctcecggecacg
ggtggccgee
gctgcecgcetg
cgcgaccacg
ggagcggteg
ccgecgagegce
gacggcggag
cggcagcacc
gggctcgtge
gctggacgtg
gggctaccac
gggcgacctg
gatgatcatc
ggtgccgggg
gccggtggtyg
gtgccgggag

gcggecaggg
gggccgtcga
agcagctcgt
acggagtggt
ccggcgaaga
agctccaggg
cgctcgtcegg
agcggcagcec
ccgttgcgcea
gcgggctgcee
ccgeccgacgce
cceceggtggt
gagacgacga
acggtggcga
ccggggtegg
agggcccgcea
gcgcgctcge
gtggagctgg
gaggggtgac
gaattcgaat

'gcggaaaggc

gcagggtgag
gggtcgcectg
gctgctccag
ccecectgege
tctgccagca
cggccaggtg
ccgggctcac
gctcgaccgg
gcaggtcgceg
cggtecgtgece
cccggtececg
ctccaccgcece
cgaggggcge
gaacgggtcc
acgccgaatt
tgccecgeaaa
gcaggaccgg
cgtggtgaca
gcggatcgcet
gggctggaac
ggcgaccgceg
gtgctccgeg
acccacctgce
cggttcgacc
ggcceegcetge
ccecgcgegeg
accgggcgece
tgctacgtgce
ttccacagcc
cgcatcgtgg
acgttcctgg
gggttcaccg
ctgctgcgeg
gagacgtgcg
gggctgccgg
cccgcecggge
aaccagcccg
gggcggcegceyg
cggggtgggg
gtggcggacg
ttcgtggtgce
gagctgtcgt

tggtggcgac
gcacgaacgc
cgtccggeac
gctcggcecac
ccgtgccgat
cgtggccgag
cggccacgac
ggtccaggcce
gctcgegetce
agtaggcgcce
tcgcgtcegac
agagcgaggc
cgtcggegeg
gggtcttgtc
gcgtctggte
cgacgtcecgg
ccagctcgac
gcactgcttc

gggaaagcaa

gggggcaagc
ggtcgtgcetg
cgeccgceccgce
ctcgaacagc
gtagcgccecgce
ggcgacggcg
gtggaacagg
gtgcagcacc
caccgacgcg
ccecgececgge
ggccgccgec
cagccacagc
cgcgcgcagce
tgccagcgac
tctcgcggaa
tgcgggatca
caccgccaaa
gcggaagaag
gtccgegtceg
tgcttcggac
tcggcgacag
ggcgcacgeg
cgatgatctg
cggacgccgt
tcgccgacag
ggttgcgcege
ccgacggegt
acgggctcgg
ccaagggcgt
cggtgccgga
tgtcgcacat
acggcacgtc
cgggcgtgece
cccecggacct
cgttcgagga
gggcgatcgce
tgcecgggget
gggagggcga
aggcgacggce
acgaggccgg
agaacgtgca
tcgcegtegt
€gggcgceggyg
acttcaaggt

18060
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
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780



gccecgaggag
gcacgtgctg
gctgctgegg
ctgggtgctg
gcgggtgcgg
cgagceggge
gggtggctcg
tgcgggtgag
tgagcgtggt
cgtcgggtgg
cgcggtgtcg
tgtggtgcegg
gtccggcegac
ggccgtgege
cccggecccece
ggcgcegegge
gctggtctcc
ggcggcggge
cgccctgetce
ggcgetgctg
accggcgctg
ggcgcegcegeg
cctgecegggg
gggcgegetg
gggcccgetg
gccgeeggtyg
ggtggccgag
gctggacctg
gcgcgccgac
cgaccggatc
gaccccggcc
cgagcgggcg
cgtcgccatg
ggtggacgag
caccctgcete
gcegggegeg
catggacccg
gatcgacccg
cgactacggg
cagcgcgggc
gctgaccgtg
gctgcgctcg
gacgtcgttc
gttctccgac
gcggceteteg
ggtgaaccag
ggtcatcagg
ggcgcacggce
ctacgggcag
cgcgcaggcg
cgtectgcece
cgcggtcgag
gggcgtgtec
ggaaccggcc
cgcgecgcetg
gctggggceac
ccgcaccgceg
cggggtgcge
cgtggacggc
ccgggagetg
gctggagcegg
ccgggtcgac
ggagtcgtgc

gtctacgaga
ctggacctgc
ctggactggg
gtggacggcg
gtgggcgagc
gcgagcageg
ggcgaaccgg
ccgggcegegg
gaggtcgcgce
ctggccgacg
acctccccceg
tcggtgcagg
gggcgggcgg
ggcgacgtgc
gcecececggege
gcggcccteg
cccgacggge
gcgegggcgyg
gacgcgcagg
gactcggcgce
ttcgtcgtgg
gcggccgacce
ctggccgtgg
ccgatggeccg
gtggtgctcg
ctgcacgacc
ttcacgcgca
gtgcgcgagc
caggcgttcc
aacgccgcga
gcgctcgecg
cgggacgagc
gggtgcaggc
ggcgtcgacg
gacggctcgg
ggcgacttcg
cagcagcggt
cgctcgctgce
accgaacccg
agcgtggtct
gacacggcgt
ggcgagtgcet
gtggagttct
gacgccgacg
gacgcgcegece
gacggggcca
caggcgctgg
accggcacca
gaccgcgagce
gcggcgggcg
cgcaccctgce
ctgctgaccg
tcgttcegggg
gccgegecgg
gtgctgtcecg
ctggccgacg
ttcgagcacc
gcgctecgecg
ccggtegtgt
ctggagacct
tggaccggcect
gtgctccagce
ggggtgcgcee

tcgagegggt
ccgececeggtt
tgccgaggac
acccgctggg
cgggcgegga
cgggcgaacc
gctcgggtga
ccgaacceccce
gggacgtgga
agcggttcge
gcgaggacct
ccgcgttcecece
cggcgetgge
cgctggegcec
tggacccgga
cgcggcacct
tgcccgacca
agtcggtggt
accgceceggt
gcgceectcegt
tcacctcggt
agttcgecga
cctggggtcc
aggcgctgac
ggctcgacge
tggtcgacgg
ggctcgegga
acgtecgeggce
gcgacttegg
ccggegegtce
accacctggt
gggcgcegcegg
tgcecggegg
cgatcggcecece
actcgeccggg
acgccgggtt
tgctgctgga
acggcgaaga
gttcecgegece
ccggecgegt
gctcgtcgte
cgatggcgct
cccggcagceg
gcacgaactg
gcgacgggea
gcaacgggct
cgaacgccgg
ccctgggcecga
agccgetgtg
tcgecgggegt
acgtcggcac
aggccaggcc
tcagcggcac
tcgacccggt
ggcgcacccg
ggaccgaccc
gggccgeggt
aggaccggcce
tcgtcttcecc
cgccggtgtt
ggtccctgcet
ccgectcegtg
cggacgecgt
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gccgecgceacyg
gcgggcggceg
ggcgctgeccg
gctcgcggac
tgcgctgggc
gggctcgggt
accgggegeg
gcaggtcgtg
ggcgctegeg
gggggcgcgg
gcgggagcetg
cggtcgggtg
tcgegtegtce
ccggcectggec
cgggctggte
ggtggccgeg
ggccgccgece
gtgcgacccg
cacggccgtg
cgccctgcac
ggccgggctg
ggcgctggtyg
gctgccggge
cctggtcgac
ggtcgggtcg
cggtecgcgcec
ggcgggtggg
ggcgctcggce
cgtcacctcg
cctgcccgeg
gcgcgaggtce
gacctcgcgce
cgtggcctcg
gttcccgacce
gaggtcctcc
cttcggcecatc
ggtggtgtgg
cgtcggegtg
ggagggcctg
cgcctacgceg
gctggtggcg
¢gcgggcggg
cgggctcgcec
ggccgagggce
cccggtgcetg
gaccgcgccce
gctgcgaccg
cccgatcgag
gctgggctcg
gatcaagatg
gccctegtece
gtggcgcgeg
caacgcgcac
ctcceceecgge
ctccgegcetce
ggcggcgetg
cctcgcgecg
cgcgccgaac
cggccagggce
cgccgegegyg
cgacctgctc
ggcggtgatg
ggtcgggcac

gcgtcgggea
tcgagcgggce
ggtgaggagg
gggttgcggg
gacggcggat
ggctcgggtg
agcagcgcgg
ctggtcgccg
gacgggctcg
ttcgtcgtgg
cgggcggcecec
gtggcggcecg
gcgggcggge
agggtgtccg
gtggtcaccg
cacggcgcgce
gacctggagg
gccgacccgg
gtgcacgtgc
gagctgaccc
ctgggctcgg
cgcaggcgeg
gagcccgcgce
gccgegcecteg
cggcgcgegg
gcgcgggtcg
cagcgggccc
ctgcccgagg
ctgaccgceceg
acggcggtgt
accggcgacc
gcggacgagc
ccggaggacce
gaccggggcet
gtggaccgcg
tccecgegeg
gagaccgtgg
ttcagcggcce
gaggggttcg
ctcggcectga
atccacctgg
gtcgcggtga
gccgacgggce
gtgggcgtgce
gcggtgcetge
agcggececgg
tccgaagtgg
gcgcaggcege
ctcaagtcca
gtgatggcge
aaggtcgact
aacgggegge
gtcgtggtgg
ctggcggtca
gccgcgecagg
ggccgcegege
gacgtcgacg
ctggtcaccg
gcgcagtgga
ctgcgcgagt
gccgacgggyg
gtggcgcectgg
tcgcagggeg

agaccacccg
agttccagtc
tcccggegag
ccacgggcgce
cggacgccga
agccgggcetce
gtgagccggg
cggtcccecgg
cgcggeggcet
ccacctcggg
cgctgtgggg
acctggacgc
acgaccaggt
tgcegtecga
gtggcgactc
ggcgcctgcet
ccgggttcge
tcgcegetgeg
agggcgggcg
gccaggcegeg
cgggcgaccc
ccgaccgggg
aggcgggcgce
ccgecgacca
tgggcgeggt
cgccgggege
gacgcgtcgce
acaccccggt
tggcgctgeg
tcgaccaccc
ggccgcacgt
cggtggcgat
tgtggcgget
gggacctggce
gtggtttcct
aggccctggce
aacgcgccgg
tgatgtacca
tcagcaccgg
ccggcccggce
cggcgcaggce
tggggcagcc
gctgcaagtc
tgctgctgga
gcggcagege
cgcagcagcg
acgccgtgga
tgctcgccac
acctcgggca
tgcggcacgg
ggtcggcggg
cacgccgggce
aggagcaccg
gcggcggcegt
ccgeggcecct
tcgccaccac
ccgecgcegege
ggcaggccga
ccggcatggg
gctcggaggce
cggagctgga
ccgecgctgtg
aggtggccgce

21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560



cgcgtgegec
ccgcgcgatce
ggagcgggtg
cgggccgtcec
ctgcgagcegg
gcacgtggac
cgggcacgtg
cgcggactac
gctggcgggce
cgcgaccggce
gcggcgcgac
cggcgtcecg
gacgtacgcg
gtccgggteg
gggcacgggce
cgagcacgcg
gcgegeggge
ggtggtgccg
gggcgtgcegg
c€gcggcaggce
gacggcceggg
ggaacccgtt
gccgcectgttce
cgtgctgccce
ggcggggtec
ggcgctgcac
cgcgtggaac
ggcgaccggce
gagcgtcgge
gcacgaggtg
ccgcgactgg
gctggaactg
cacgggcgceg
ctgggggctg
cgacggcggce
gctgcgegge
gccegeceggyg
gctecgtggec
ggccgggcag
catcggcggc
cgcgggcgac
cgceccgcacg
ggtcgcgttce
gacggtgctg
ccacttcggce
gctgggcgtg
cggcgacgtc
gctgctgege
ctcggtcggg
gatcggcgag
gcecggtgege
cgggcacacc
gctgatcacc
gcacggcgceg
cgagctggcg
cgccgaccgg
ggcggtcgtg
gcggttcgac
ccgcgacgcce
cgcggggcag
gcacgcccgce
gctgaccgcg
catgggcaac

gccgggtgge
gccgagcacce
gccgggetga
gcgaccgtgg
gagggcgtge
gcgctcgacg
ccgtggetgt
tggttccgga
tccgggceacc
gaggtgctgg
gacggtggce
gtggggctgg
ttccagcacg
gggctggtgg
ggggtgctge
gtggccggga
gacgagaccg
ccggacgccg
gacctgcggce
gcgctcgcecec
gcgcgactgg
gcgctggaag
cgggggctceg
gaggaggcgt
gggaacgggt
gcgggcaacc
gaggtgcggce
gaggactccc
gggctgaccc
gagtggaccg
gaggccgcecg
gtgcaggacc
gtggcggtgg
ctgcgctcgg
gcggcggeceg
gggctcgtge
gcgcactggce
tcggaaccgg
aacttccggg
gagggctccg
cgggtgatgg
gtggtgcggg
ctgaccgcgce
gtgcacgcgg
gcgecgegtgce
cccgecgagce
gacgtggtgc
gcgggcggece
gacgtccgct
ctgctggagce
acgtgggacg
ggcaagatcg
ggcggcegeceg
cggaacctgc
gaggagctgc
gccgcgceteg
cacgcggegyg
gcggtgttece
gacctggccg
ggcaactacg
gcccteccgg
acgatggacg
gacgaggcgc

tgtcgctgga
tggccgggeg
tcgecgaccyg
tggcegggge
gggccecggat
gggtgctgca
ccaccgtgga
acctgcgcgg
gggtgttegt
aggccgecegyg
ccgagcggtt
aggcggtgtt
agcggtactg
acgcggcgca
tgtccgggeg
cggtgctgcet
ggtgcggggt
aggtggacct
tgtactcgceg
ccggcggegce
acggggcgcg
gcttctacga
cggcggcgtg
tgtccgggcea
ccgggaacgg
tgtgcgtgece
tgcacgccac
tggagctgga
tgcgaccggce
aggtcgcgge
ccgacctgcec
ggctggcggg
ccgacgacgce
cgcagtccga
aggtcgccgce
gggctccgeg
acctggacgc
tceecgetgeg
acgtgctggt
ggatcgtgac
ggctgttccc
tgccgegegg
tgcacggact
¢ggcgggcgg
tggccaccgce
ggctcgectce
tgaactccct
ggttcgtgga
accgggtgtt
agctggtggg
tcacccgcgce
tcectgacgat
gcacgctcgg
tgctggtcgg
gcgggcetggyg
acgccctget
gcgcgctcga
gccccaaggt
cgttecgtcgt
cggcggcgaa
cgacctcgcet
ggcgcgcggt
tggcggcegcet

10

cgacgcggcc
cggcggcatg
gcagggccegg
cgccgacgceg
catcccggtg
ggaggtgctg
cggcgagtgg
gaccgtgcgg
ggaggtgtcc
ggtgcgcgac
cctcaccggg
cgcgggegeg
gctggecgegce
cccgcetgctce
gctctcgcac
gccgggcgeg
gctgcgggag
gcaggtgctc
gaccggggceg
ggtcggcggg
actggacgga
gaacctggcg
gacgcgcgac
ggcgttgtce
gttcggcatc
gcececgcgcecg
cggggcgacg
gctgttcgac
ggtcacgggc
gggcggttcg
gacccggteg
cgtggacggc
cgaggtcacc
gcaccceggce
gctcgtgcecc
cctgecgceccegce
agtcaccacc
ggccggggag
ggcgctggac
cgaggtcggc
gcgctcgttc
ctggtcgttc
ccaggacgtc
cgtcgggcag
gcacccggcc
cagccgcgac
ggtcggcgag
gatcggcaag
cgacctgggc
cctgttcgag
ggcctcggeg
cccgcgecge
ggccaccgcec
caggcggggc
cgcggacgtg
cgcctcggtce
cgacggcacg
ggacgcgatc
ctactcctcg
cgcegtgetg
ggcctggggg
ggaccgcacg
ggacgcgggce

agggtggtgg
atgtccgtcg
gtgtcggtgg
ctgcccgagce
gactacgcca
gcgggcegtcea
gtcgacggcect
ttcgccgacg
agccacccgg
gcgctggtgg
ctcgccgagce
gacgggcggyg
ggcceggtgg
ggggcggtcg
cggcggeage
gcgatcgtgg
ctggtgatcg
gtcggcggcee
gcggcggagt
gcgcgaccgg
cagtggccac
gagctgggcet
ggcgaggtgt
gggcaggcgg
cacccggceccce
ggccggacgce
gcggtgcggg
gccgacggceg
gcgcgececgg
tggccggagg
cgcgagcetgg
gcaccgctgc
gacccggccg
cggttcgege
ggcgacgagce
ctgccccecceceg
ggcacgctcg
gtgcggatcg
ggcgtcgegg
cccgaggtga
gggccgcetgg
accgacgcgg
gccgggetge
gccgeegtge
aagcacagcg
ctcggctacg
cacgtcgacg
aacgacgtcc
gcggacgccg
tcgggcegege
ttccgecgaga
ctcgaccceg
gcccgceccacce
cccgacgcecgce
cgggtggcgg
ccggeeggge
gtcaccgcge
gcgcacctgg
gcggcgggcyg
gacgcggtgg
ttgtggagcg
cggcgcgegg
ctggegtceeg

cgctgcgcag
ccgecgggge
ccgecgtgaa
tggcegegeg
gccacaccga
ccgcgcaggce
cggggctgga
cggtggcggce
tgctcaccge
tcggcteget
tgcacgcgceg
tggagctgcc
ccggggacgt
tgccgcectgee
cgtggctggce
agctggcegt
ggcagccgct
¢ggacgacgg
gggtcgagca
ccggggcgeg
ccgcgggcege
acgagtacgg
tcgccgaggce
ggtccgggcea
tgctggacgg
tgctgcegtt
tgcgcegtgeg
cgccegtggce
ccgagtcgcet
tcgecgacac
ccgececgcege
tggtgatcac
ccgececgecgt
tggtcgacgt
cgcagaccgc
gtctcgtgece
acgggctcgc
aggtcagggce

gccaggaggyg
ccggattcge

ccgtggeccga
cggccgtgcec
gggccgggga
agctcgccca
tgctgaccgce
cgcggeggtt
cctcgectgeg
gggacgccga
ggccggacceg
tgcggecact
tgagccgggg
agggcacggt
tggtcaccgce
ccggecgegag
cgtgcgacgt
gcccgctgac
tcacccecgga
acgaggcgac
tgctcggcaa
cccgcacccg
acacgagcgce
gcgtgetggg
ggctgcecge

25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
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
28020
28080
28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920
28980
29040
29100
29160
29220
29280
29340



gctggtggee
gctgcgcggg
gggcgggctg
gggcctggtg
gccgeaggtg
ccggcectegeg
gceggtgegg
agccgtgacc
gatcgtgtcg
gctgctcacc
ggagtcgcectce
gttcctggac
cctggcgatg
cgccgggatce
cgaccaggac
caccggcacc
cccggeggte
gcaggcgcetg
gcggccgtceg
caaggcgttce
gctggagcgg
gtcggcegetg
gcagcgggtg
ggtggaggcg
ggcgacctac
caacaccggg
gctgaaccac
ctgggagtcg
gcccecggegg
ggaagccgeg
ggacacccgg
gatcccctgg
ggccgeccac
gaccacccgce
gctgtcggec
cgccgtcggg
ggcgggcatg
gtgcgccgac
ggagggcgceg
ggtggcgctg
ctcgcagggce
gcggctgatc
gctgtcegtg
gctgtggatc
gctgggcgag
cgtggacttc
gctggccgac
gtgggtggag
ccgcttcgac
ctccacgcac
gcgggtcegee
cgcgctegge
gaccggggcece
caccccecgtcec
gggcgcggtg
gtccgegceag
ggcgetggtg
gctggtgctg
ggtgggcgag
cgaccggccg
gggagcggag
ctacgacggc
cggctgggte

gcccggatcg
ctggtgcgeg
gccggacggt
cgcagcgagg
gcgttccggg
gcggcgacceg
ttecgecgege
gccgeegegg
atggcgtgcec
ggggagcggyg
taccacccgg
gacgegggceg
gacccgcagce
gacccggtct
tacggggtgce
gccacgtcgg
accgtggaca
c¢gceggggcg
gcgttcgtgg
ggcgceggacg
ctctcggacg
aaccaggacg
atccgggegg
cacggcaccg
ggcgcggace
cacacgctgg
ggcctgctgce
ggcggegtgce
gcgggggtgt
cctgcggagg
tcggcgcecca
ccgttgtegg
gtgcgggegce
accgcgcacc
gccgacgcege
tcgggttcgg
ggccgtgage
gcgctggecc
ccggggttcg
gccgcgetgt
gaggtggccg
gcgeggegea
ctcacctcgce
gcggeggtcea
ttcgtgeggg
gccgggcact
gtcaccgccg
cgcaccaggc
gaggccgtcc
ccggtgctga
gtggcgggca
gaggtggccg
gcggtggtgg
ggcggcgacg
gtcagcgtcc
ccgtggetgg
gagctggcgg
ggcaggcecge
gaggcgcggg
tggaccgagc
ggcgacgagt
ctcgccgaac
aggggcgacg

acccggcecgce
ccacccgecg
tggccgggtt
ccgecgecgt
acatggggtt
ggctgcggcet
tgctgecgggg
ctccegtgac
ggctgeecgg
acgggatcgt
acgccgactc
ggttcgacgc
agcgggtgtet
cggtgcgegg
gcgcgggeac
tggcgtccgg
cggcgtgcte
agtgctcgat
agttctcccg
cggacggcac
cgcggeggceg
gggcgtcgaa
cgctggceccga
gcaccgecgct
gggagggcgce
cggcggcggg
cceggteget
gcctgctgac
cgtcgttcgg
agggcegeggg
ccececggacge
ccegetcecge
acgacgacct
cgcaccgcgce
tcgegggegg
cgaagaccgt
tgectggggte
cgcacaccga
agcgggtcga
ggcgctcgtg
ccgcecgtggat
gcagggccat
ccgagcgggt
acagccccgce
tgctggccaa
ccgggcacgt
cggcgggcega
tggacgccga
gcgegcetggt
ccaccgcgat
cgctgcgecg
cctcgggegt
agctgccgac
tgcgegeggt
cggacaccgg
ccgaccacgc
tgcgcgeggg
tcgtgcectgec
acgggcggceg
acgcctcggg
ggccgcecccge
ggggctacga
aggcgttcge
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gctgcgcgac
cacggccgcec
gtcggecgeg
gctcgggcecac
cgactcgctce
gcccgcgacyg
cgagctgctg
cgccgccgceg
cggggtggtce
ggacttcccc
cccecggeacce
cgggttcttc
cctggagacc
cagcgacacc
ggccccecgag
gcgggtggec
gtcgtcgctg
ggcgctggeg
gcagcgeggg
cgcgttcage
cgggcacccg
cgggctgacc
cgcgggcectg
cggcgacccg
ggaaccggtg
cgtgtcgagce
gcacgtgcgg
gagcgceccgg
gatcagcggc
ggcgceggagt
cccagcgggce
cgacgcactg
ctcgecgcetce
cgtgctcegtce
cgaggccagce
gttcgtgttc
ctecgecggtg
ctgggacctc

cgtgctccag-

cggggtggag
cggcgggtac
cgcgcaggag
cgccgaactg
gtccgtctcg
ggcccggatce
cgacggcatc
agtgccctgg
ctactggtac
ggacgcceggg
cggcgaggtc
cgacgacggc
ggcggtggac
gtacgcgttc
ggggctgcegg
cggcgtgetg
gctgtccgge
tgacgagacc
gcgcaccggg
gccggtcgeg
ctcgcectcgeg
cggggccgag
ctacggcccg
cgaggtcgygg

cccgegtcegg
acccgcgacce
gagcaggacg
gcgagcgcecg
accgccgtgg
gcgacgttcg
ggcgccgteg
cccgccgacg
gacccggceceg
gacgaccggg
tcctacgtge
ggcatctccc
tgctgggagg
ggggtgtteg
gagctggagg
tacctgttceg
gtggccacgc
ggcggcgega
ctggcgcggg
gagggcgcgyg
gtgctcgcegg
gcgcccagcg
cggccgtcegg
atcgaggcgg
tggctggggt
gtgatcaaga
gagccgagceg
ccgtggecgg
acgaacgccc
ggggcggcgg
cccgtceccaga
cccgcgcagg
gacgtcggcet
ggcggcaccce
caggccgtgce
cccggcecagg
ttcgeegege
ctggacgtgg
cccacctcgt
ccgtccgeceg
ctggcgetgg
ctgaccgggce
ctggagccecgt
gtgtccggtg
aaccggtggc
gaggcgeggce
ctgtccaccg
cgcaacctgc
caccgggcegt
gccgacgagce
ggcgcggacce
tgggcggegg
cggcacgagc
caggccgggce
ctgaccgggce
gtgccgetgce
ggcacgceegg
tcggcgeagg
gtgtactcgc
ccggacgagg
ccggtggacce
gccttceceggg
ctgcccgacg

ggtcgceget
gggacgcegt
agctgctgcet
agcgggtcga
agctgcgcaa
accacccgac
tggctceegg
agccgatcge
ggctgtggga
gctgggacct
tgcgeggegg
cgcgcgaggce
cgttcgagceg
ccgggatcat
gctacctget
ggctggaggg
actgggcggt
ccgtgatggg
acgggaactg
gcgtgcectget
tgatccgggg
gaccggcgca
acgtggacgc
gcgecgcetgcet
cgctcaagtc
tggtgctgge
cggcggtgga
agagcggcag
acctggtgct
cgcecgggacce
cctccggegt
ccgcgaagcet
ggtccctcge
gcgaggegcet
tcacecggctc
gcgcgcagtg
ggctgcgcga
tgcgcggegce
gggcggtgat
tcgtcgggea
gcgacgcegge
gcggcgggat
gggccgggaa
acgccgaggc
ggctgcccgg
tgcgcgagga
tggacgggcg
gcgacgtggt
tcgtggaggt
ggcaggacgt
gggtcgtggg
tgttcggegg
ggttctggcet
acccgctgcet
ggctgtcgcect
tgccggggac
tggtggcgga
tgcaggtgct
gggcgggcga
acgccgcgcec
tcggcggett
gcctggtgeg
accagcacgg

29400
29460
29520
29580
29640
29700
29760
29820
29880
29940
30000
30060
30120
30180
30240
30300
30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
30800
30960
31020
31080
31140
31200
31260
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
32940
33000
33060
33120



cgcggeggece
gctgtgcgeg
gcacgcggcce
gtcgetgegg
gcgegecgcece
ggacgacggg
ttcecececcgece
ggcgatcacc
ggtcgtggtg
cgcecgecgeg
cgtggtcgac
cgcagaaccg
gtccggggeg
cctggagaac
ggtgcggatc
cgcctacgag
cgtcacccgce
gctggcegtg
cgcggcegggce
cctggcggag
cgtgcagctc
cgcecgegcetg
gcggttegge
gctgcggetg
cgccgacgag
cgacgeccggg
gggcgcegete
ccgggecatg
cgaccgcgac
ccgccacctg
caacgcgccg
ggtggccgeg
caccgggcege
caccgcccetg
gctgctgceac
ggcgggcegtg
cgcgctggec
gtgggcgcag
ggtgcgcccce
acgctcgacg
gctgcgeggce
cggcgtggceg
cctggtgege
cgagcgcgceg
gctcgccgece
gaccgcgctg
ggccgtegec
ctgccgcectce
cagggacgcc
cgccgacceceg
ggccgggttce
gcagcagcegg
gacctcggtg
cgtgcacagc
cagcatcgcc
ggacaccgcg
gggcgagtgce
cgtctcgtte
cggcgeggac
ggacgcgege
ggacggcgceg
gcaggcgcetg
caccggcacc

cggttcggge
ggccacggcc
ggggcgacgg
gcgagcgatc
gacgcggacc
ctgcacgcgc
gtcctggaca
acgcgggtgce
acgcggggcg
gtgtgggggce
gtcgacgacg
cagctcgccc
ctggccgtgce
ctggcgecteg
gtggtgcggg
tcggagatcg
gtggccgtgg
gccgacgccce
gtgcecggtcg
ggcgagaccg
gcccggeact
gacctgcccg
gacgtcgacg
ctgcgcgegg
gtggcgcgeg
ccggaccgga
cgccegcetge
agccagggcece
ggcacggtcc
gtggacgcgc
ggtgcggeceg
tgcgacgtgg
ccgctcaccg
gacgccgacc
gaggccaccg
ctgggcaacg
cagcaccggt
accagcgccce
atggacaccg
gtcgtcgccg
ctggtccggc
gcggegetgg
tcgcacgecg
ttcaccgaga
gcgaccgggce
gcecgcgcacce
gccacggegg
cceggeggeg
atcaccccgt
gaccggccgg
gacgccgagt
ctgctcgeeg
cgcggcagceg
ggcacgaccc
tccggecggg
tgctectegt
tcgatggcga
tccecggcage
ggcatggcgt
cgcaacgggc
tccaacggcec
gccaacgccg
gcactcggcg

tgcacccggce
ggggcacggc
cgctgcgcegt
cggcgggceac
ggctgcgggce
tggagtggac
ccagggcgtg
tcgecgaget
cggtggcegt
tggtgcgcgce
cctccgaggce
tgcgeggegg
cggacgggcece
tgcccaacce
cgggcggcect
gcaccgaggg
gcgaccgcegt
gcacggtggt
cgttcctgac
tgctggtgcea
tcggecgegceg
ccgaccacct
tggtgctgaa
gcggeccggtt
agcaccccgg
tcgccgagcet
cgacccggcg
gccacgtcgg
tgatcaccgg
acggcgtceceg
acctggtcge
ccgagaagga
gcgtegtgea
gggtcgcggce
aggacgccga
cgggccaggce
¢ggccgecegg
tcaccgcaga
cgtccgeget
ccgagctgga
ccgececggeg
ccgggetggyg
ccgtegtget
ccggcttcga
ttcggetgece
tgcgcgecga
gggcgcggga
cggactcgcce
tceegegega
gcaagagcta
tcttecggecat
agacctcctg
acgtcggegt
ccgccgagcet
tggcgtacct
cgctggtggce
tcgcgggcegg
gcggegeggce
tcgccgaggg
acccggtgcet
tgaccgcgcece
ggctgtccce
acccgatcga
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gctgctggac
gctgccgttce
gcggctggag
gcecegtggtg
gacagcggcg
cccgecacccg
ggagctgccc
ccaggccgag
gcatgacgac
cgcgcaggcec
cgcgctggac
ggcggegttce
gtggcggctce
cgccgeeggg
gaacttccgg
cgcgggegtg
gatgggcatg
gcggatgccg
cgcectgtac
cgcggeggeg
cgtgctgggce
ggcctccagce
ctccectggtce
cgtggagatg
ccgcgcctac
gctggtggag
caccgacctg
caagctcgtg
cggcacggga
gaacctgctg
ggagctggcc
cgcgctcacce
cgcggeggge
ggtgctgcege
cctcgegetg
gaactacgcc
tctggceccgeg
cctgeccegeg
gcgcctgcectce
cgtcacggcg
cgcgctggec
cgaggccgac
gggcctggeg
ctecgctcacc
ctccacgctg
gctgaccggc
cgacgacccg
ggaggcgctg
ccggggcetgg
cgtgcgcgac
ctcceecgegce
ggagctgttc
gttcgcggge
ggaggggtac
gctcgggetg
gatccacctg
cgcgacggtg
cccecgacggyg
cgtcggectg
ggcggtcegtg
gaacgggccce
cgacgaggtg
ggcgcaggcg

gcggccctgce
acctggaccg
gcggacgggce
accgtcgggt
gcgacggcgg
ctgcccgagg
gagggcgtcg
ctcgacggga
gccgaggtca
gaggaacccg
gccgeccgege
gcgccgagge
gacagcaccg
gcgcecgcteg
gacgtgctga
gtcgtggagg
atccccgget
cgcggetggt
gggctgcgeg
ggcggcgteg
accgcgcacc
cgggacctcg
ggcgagcacg
ggccgggegg
ctccegtteg
ctggtggccecc
gtgcgcgecc
ctcaccccge
accctcggeg
ctggtcagcce
gagcggggcg
gcgctgctceg
gcgctggacg
cccaaggccg
ttcgccectgt
gccgccaaca
ctgtcgctgg
ccecggceggtce
gacgccgcegce
gccaccgcecg
acgtccgcege
cggcgecggt
ggcaaggagg
gcecgtggage
gtgttcgacc
gacgacctgce
gtggtgatcg
tgggagctgce
gacctggagg
ggcgggttcc
gaggcgctgg
gaacgcgcgg
gtgatcaacc
gtgatgaccg
accgggccceg
gcggcgcagg
atcgcgaggce
cgctgcaagg
gtgctgetgg
cgcggcacgg
gcgcagcagce
gacgcggtcg
ctgctcgceca

acgcggectc
gcgtgecgget
cggagcggtt
cgctgctgcet
cagcggegge
agacgaccgg
ggcgggcecga
cggcgaccct
ccgaccegge
gacgcgtcgce
acgccgeggg
tggtcgagge
gccggggeac
cgceccggtcea
tcgcgcetcga
tcgcgeecgga
cgttcgggcece
cgttcaccga
acctcggcgg
gcatggccgce
cggccaagca
cctacgcgcea
tcgacgcectc
acctgcgcga
acctcggecgg
tgttcgagtc
ccgaggcegtt
cccgcegeget
cggctctggce
gcagcggccece
cgagggtccg
cctcgatcce
acggggtgct
acgccgcecect
gctcgteggt
cctacctgga
cctggggeceg
gccgcgacct
tcecgcacegg
cgaacccggt
gggacgagcg
tcgtgectgga
ccgtggacge
tgcgcaaccg
acgccacccec
cgcaggcgeg
tgtcggcegag
tggagcgggyg
cgctctacga
tcgccgacge
ccaccgaccce
gcatcgcccce
aggagtacgg
gctcgaccac
ccgtcaccgt
cgctgcgctce
cgggcgggtt
cgttcggcga
agcggctctc
ccctgaacca
gggtgatccg
acgcgcacgg
cctacgggcg

33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
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
35580
35640
35700
35760
35820
35880
35940
36000
36060
36120
36180
36240
36300
36360
36420
36480
36540
36600
36660
36720
36780
36840
36900



ggaccgggac
ccaggcggcyg
gctgcccgceg
ggtggcgcetg
cgtgtcctcecg
ggacgcgccc
gccggtgtcce
cctggcggge
ggcgttcgceg
ggcggcegcetg
cgggcgegtg
gctgatcgac
accgttcgtg
cgacgtggtg
gctgggegtyg
ggtcagcggg
gatcgcccag
cgtcgacctg
gaccgtggtg
cgaggtccgg
catccgcgag
gtggctgtcg
gttccgcaac
gggccaccgg
cacgctcgaa
ccececgaccege
ggacgcggtce
gcacgagcgce
ctgggacgcc
cgccgecectg
cgcggecegtg
ccegetgtece
cgcecgaggte
cccggacctg
ggacgaccgce
ggtgcgggag
ggtcgceccgtce
gggcgtcegtyg
gcggccggac
ggaccagctg
cgcgtcggeg
cctcggegge
ctcgecgeggce
gggcgeccge
ggtcgcgaac
gggacggccg
cgcgggcgec
gttctcctece
cgccttectg
ggcctggggce
gcgegecggg
gggctcgggce
ctacgcgctg
ggcggtegtg
gccecgecgag
gggcctgggc
ggccgtggag
ggtgttcgac
ggccgeegeg
ggccatcccg
gcggttgage
gcgcgcgaac
gctcgcgttce

ccgcggeggce
gcgggceatcg
accctgcacg
ctgtcgcggg
ttcgggatct
gccacgccgg
gggcgeacge
gcgecaggecg
cagcgggcgg
gccgaaggcce
gtgttcgtgt
gcgtecgeegg
gacttcgacc
cagcccgegt
gaaccggacg
gcgctcagcee
gacctggccg
agcgggtatc
gccggtgacg
gcccggatca
cggctcgecg
accgcgaccg
ctgcgcggeg
gtgttcgtgg
ggaaccggac
ctcctcacca
tacgcgggca
tactggctca
gtggacagcg
gagccggtgce
gacgactggt
gggacgtggc
gcggcggege
ggcccggacce
ccggeegggg
gcggtgceggce
gccgacccecg
ctgggcectgg
ggggtcgcege
gcggtgcgcec
ccegegtgge
tacgtcgcecce
ggcccggacg
tgcgceggtge
ctgccggacg
ctggtggaga
cgcctgcectgg
ggcgeggcgyg
gacgggctcg
gcgtggggcg
ctgctcacca
gaggcgcacc
gccaggccgce
gacgcgcccg
caggagcggce
ggcatcaccg
ctgcgcaacc
cacccgcegcec
ccggtggact
gcgctgeegt
gcececgegtceg
ggcgggcegeg
atcgaccggyg

cgctgtggcet
cgagcgtgcet
ccgacacccce
cgcggecegtg
ccggcaccaa
tcgceceecgceg
ccgceccgegcet
gacccgcecga
tcgtggtgge
gctcgtccge
tceccggeca
tattcgccga
tgatcgaggt
cgtgggcggt
ccgttgtcgg
tgcccgacge
ggctcggcegyg
ccggacgcect
tggacgcgcet
tceceegtega
aggcactggc
gcgagtggac
cggtgggett
aagtctccag
ccaccgcegt
gcctcgcecac
gcggegegea
ccgagccgga
gcgacgtgge
tgccgggget
cctaccggat
tggtcgtggt
tggccgcegeg
tgggtgacga
gcggcacgct
gcggetggte
gcgaggtgac
acctgccgga
tggacctgcet
cggcecggggt
gaccgcegcegg
ggtgggcggce
cgccgggcege
tggcctgega
ggccgctgtc
ccacgccgga
acgagctgcet
cctggggceag
cgcagcgcag
gcgtcggcac
tggacccgceg
tgctegtcege
gccecgetget
ccgacgccegg
tgctcaccga
gcgaccgggce
ggctcggege
cgagcgccct
cggtggcggg
cggccgagat
gcgagctggt
cggcggcecga
agttcgggga
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ggggtcggtg
caagatggtg
gacgacgaag
gccggagacc
cgcgcacgtg
gggcegcecggyg
gcgcgcccecag
cgtgggctgg
cgggacggeg
gctcgtgacg
aggggcgeag
gcggttgcge
gctgcgcgga
gatggtgtcg
gcactcgcag
cgcagccgtg
catgatgtcc
gtgggtcgcce
gcgcgagctce
ctacgccagc
gcacgtgcgg
caccggtgag
ccacaccgcc
ccacccegtg
caccggaacc
cctgcacgtg
ccgcacgacg
cgcgccgcag
cgcgctecgec
gacgagctgg
cggctgggag
gcccgaggca
cggcgcgacg
gccggacggg
ctcgcgeggce
ggcccecgcetg
ggccgagttc
cacctggggt
gtgcgcggtyg
gttcgcgegg
gacggtgctg
ggagcggggce
ggacgccctg
cgtcaccgac
ggtggtgcac
ggagttcgcg
gggcgaccgg
cggcgggcag
gcgcgcccga
ggtcgacgag
cctggccacc
ggacgtcgac
ggcggcgcetg
ggggatcggg
gctggtgcag
gttccgggag
ggccacgggt
ggccgcgceac
cgtgctggcc
cggccggtcec
cgccgcgaac
cgagctggac
cgcgtgagceg

aagtcgaaca
ctggcgatge
gtcgactggt
gggaggccgce
ctgctggagce
ctggtcgggg
gccgeccagge
tcgttggcegg
gagcaggccc
accggtgagg
tggatcggceca
gagtgcgcgg
cgcgggtege
ctggcagcgce
ggcgagatcg
gtcgcgttge
gtcgccctge
gcgcacaacg
cacgcccact
cacaccgggce
ccgagggcgyg
gacgccgacg
atcaccaccc
ctcaccaccg
ctccgecgeg

cgcggcgtece:

ctcececcacct
gccgtcgegg
gggtccctgg
cgggcccgceca
cgggtggacg
ctcgccgacg
ccgaggatcg
gtgctgtcge
gtcgtggacg
tggtgcgcca
gggccgeage
ggcctggtceg
gtcgcgggeg
cgcatgaccc
gtcaccggcg
gcgcgggacyg
gtcgccgaca
cgggacgcgc
gccgcegggeg
gccatcggcce
gagctggacg
gccgggtacg
gggctcgcegg
gtgctgggcg
ctcgccecteg
tgggccegcet
cccgaggteg
gcgcggetgg
gcggaggcgg
gtcgggttcg
ctcaccctgc
ctgcggtceceg
gagctggacc
cggctggagce
ggcgageggg
gacgcggggg
gccacacgag

tcgggcacac
agcggggegt
cctcgggege
gccgggcggg
aggccccgca
cggtggcctg
tcgggacgca
gcacgcggac
gtgacgggct
ccggggtcga
tgggcgcgga
aggcgctgga
tggagcgggt
tctggcggtce
cggcggegge
gcagcaaggc
ccgccgacga
gccceccacctce
acgagggcgc
acgtcgacac
gcacgatccc
ccgactactg
tcgceccgagcea
ccatcgaggc
acgacggegg
acgtcgactg
acgcgttcceca
acgccccgtt
gcgtcgagcc
accgggacgg
tgccecgecge
acacctcggt
tggcggcggg
tgctggcgtyg
cggtcgggcet
cgctecggege
tgtggggcac
acctgcccgce
c¢gggcgacga
gacgcccggt
gcaccggegyg
tggtgctgct
tcacggcggce
tggccgaggt
tggcgcgace
ggggcaaggt
cgttcgtgct
cggcgggceaa
ccacctcggt
agcagtggcg
cgcacgccegt
tcgcceceegce
ccgacgcgcet
ccgggctgcece
cggcecgtget
actcgctcac
ccgcgacgct
cgectgggcecc
ggctggaggc
tgcggctgeg
cgaacggcgg
ccgaggacgt
ccccgacccee

36960
37020
37080
37140
37200
37260
37320
37380
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
39000
338060
39120
39180
39240
39300
39360
39420
39480
39540
39600
39660
39720
39780
39840
39900
39960
40020
40080
40140
40200
40260
40320
40380
40440
40500
40560
40620
40680



ggcccccace
aggctcctca
cgcgaggcgg
cceggeggcyg
atcggccegt
gacgccaccg
gacgcgggct
gtgctgetgg
tcecgggeagg
gaccgggtge
tccgggcegcea
tgctcgtegt
tcgetggcge
tccecggcagce
ggcacgtcgt
gccaacgggc
tccaacggge
gacgcggcgg
gtgctcggceg
ggggcgcagce
gcgggcgtgg
accctcaacg
ctggcggagg
ttcggcgtga
gcgccggagg
ctgtccgggce
acggccgacce
gagcaccggg
tccgcegetceg
ggccaagggg
gccgageggt
gaggtgctgce
gcggtgatgg
gtcgggcact
gacgccgcag
ggcggcatga
cgcectgtggg
gcgctgcgeg
gtcgactacg
ctggcgcacg
tggaccaccg
ggcttccaca
tccagccacc
gccgtcaccg
gccaccctge
gcgcgceegeg
ggcgeggcegg
gccgeegtceg
gcgacgcacc
gccetggtgg
ctggtgatca
gtcgcgggtg
gcggcegageg
gcggccecgce
gtggacgact
ggcctcaccg
gaggcgggceg
ttctgcecectge
cggctgcacg
ggcctcgtceg
gtgctgcgceg
tggcgggtgce
ggcgggeegt

gcggccccca
gctacctcaa
agtccgggge
tgcgcacccece
tccecggacga
gccgctcecta
tcttcgggat
agaccgcgtg
acgtgggegt
cggagggcett
tctcgtactce
cgctggtcgce
tcgegggegg
gcgggetgge
ggtcggaggg
acgaggtgct
tcaccgcgece
ggctcgggcea
acccgatcga
cgctctacct
ccggggtgat
tcggcacgcec
ccecggecgtg
gcggcaccaa
agccgggtgg
gcacgcceccgce
tgcgggcgga
cggtggtggt
tgacgaccgg
cgcagtggat
tgcgcgagtg
gcggacgcgg
tgtcgetgge
cgcagggcga
ccgtggtegce
tgtccgtege
tcgccgegca
agctccacgce
ccagccacac
tgcggcecgag
gtgaggacgc
ccgccatcac
ccgtgcectcac
gaaccctceccg
acgtgcgegg
tcecegetgee
ccggtgacgt
cccagcetgee
cgtggctgge
agctggcgcet
ccecggecgat
cggcggacga
agacggcccg
ccgeececgege
tctacgaccg
ccgcegtggge
ggttcggcge
ccggcgggcec
ccaccggcgce
tggagctgceg
acgccgacce
ggtgggtcga
ccgggeacgce

caacgacgac
gcgggtcacce
ggacgagccg
ggacgagctg
ccggggetgg
cgtcaccgag
ctccccgege
ggagaccttc
gttcaccggg
cgagggctac
cctgggtctg
gatgcactgg
cgtgatggtg
ccgcgacggg
cgtgggtctg
tgcggtggtyg
caacgggccg
cgcggacgtc
ggcgcaggceg
ggggtcggtce
caaggcggtg
caccaccaag
gccggagacce
cgcgcacgtg
gcgegggeceg
cgcgcectegcece
ggacgtcggg
cggctcggac
tgaggccggg
cggcatgggce
cgcggaggceg
gtcgctggag
agcgctctgg
gatcgcggceg
gttgcgcagce
cctgceccecgcece
caacggcccce
ccactacgag
cgggcacgtc
ggcgggcacg
cgacgccgac
caccctcgcce
caccgccatc
ccgcgacgac
cgtccacgtc
gacctacgcg
cacgggcgceg
cggcaccggce
cgagcacgtg
gcgegegggce
gccggtgeeg
cgggtcgcegg
ctggaccgag
gagcggcegceg
cctcgegggce
cggggacggg
gcacccggceg
ggggtcgcge
gacggcggtg
cgacgcggac
cgccgacgeg
gcagccgccce
cgggttcgcc
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cctggegagg
gccgacctge
atcgcgatcg
tgggagctgg
gacctgggcg
ggcgggttec
gaggcgctgg
gagcaggcgg
gtcgccaacg
ctgggcatcg
gagggtccgg
gccgggeacyg
atggcgacgc
cggtgcaagt
ctgctgctgg
cgcgggtegg
tcgcagcagce
gacgcggtgg
ctgctgaaca
aagtccaacc
caggcgatgc
gtcgactggt
gggcgtccgce
atcctggagc
gtggcggcgg
gaccaggcgc
ttctcgetgg
gggctggcegg
gtcgacgggc
gcggagetga
ctggaaccgt
cgggtcgacg
cggtcgctgg
gcggcggtcea
aaggcgatcg
gacgacgtcg
acctcgaccg
ggcgcecgagg
gacaccatcc
atcccgtggce
tactggttcc
gagcagggcec
gaggccacgc
ggcggecceceg
gactggaagg
ttccagcacg
ggcetggeeg
ggggtgctgce
gtgaacggga
gacgaggtgg
gagcggggtt
gcggtgcgga
cacgccaccg
tggccgecccg
gcgggctacg
caggcgtggg
ctgctggacg
acgctgctgce
cgggtgcacg
ggggaaccgg
caggcccecgg
gcgceegegg
gccctgecgg

aacagatggc
accgcacgcg
tcggcatgge
tggcgtcegg
cgctgttcga
tggacgacgc
ccaccgaccc
gcatcgaccc
gggactacgc
gcggggcggg
ccgtcacgcet
cgctgcgggce
cgggtgggtt
cgttcggcga
agcggctgtce
cgatcaacca
gggtgatccg
aggcgceacgg
cctacgggcg
tcgggcacac
gccacggcgt
cctcgggege
gccgggtggg
aggcacccga
gcggcgcgac
ggcggcetgge
ccaccaccag
cgctggccga
gcgtggtgtt
tcgacgegtce
tcgtggactt
tggtgcagcc
gcgtggaacc
gcggggcgcet
cccaggacct
acctgagcgg
tggtggccgg
tccgggceecg
gcgagcggct
tgtcgaccge
gcaacctgcg
accgggtgtt
tcgaaggaac
accgcctcct
ccgtgttcge
agcgctactg
acgcggcecgcea
tgagcgggcg
ccgcgcectggt
acgcgcceccgt
tcctgcacgt
tctggtcgeg
gctccctegce
agggcgcegge
agtacgggcc
ccgaggtggt
cggcgctgca
cgttcgegtg
ccecgegecac
tcgtgacggt
acgtcacggc
cgcceceggetg
tgttcgccga

gaacgacgag
ggagcggctg
ctgcecgcette
ccgcgacgge
cccggacccece
ggccctgtte
gcagcagcegg
gacctcgctg
gctgaccgtg
cagcatcgcc
ggacaccggc
gcgggagtge
cgtcgggttce
cggcgecggac
ggacgcgegg
ggacggggcg
cgcggcegcetce
caccgccacg
gcaccgggac
ccaggcggceg
gctgccgeece
ggtggaggtg
cgtgtcgtceg
gcacgagcca
gccgtggacg
cgggcacgtg
ggcgcacctg
aggccgctcg
cgtgttccce
gcecggtattce
cgacctgatc
cgcgtegtgg
ggacgccgtt
cagcctgccece
ggccgggcetce
gtatcccgga
tgacgtggac
gatcatcccc
cgccgaggcea
gaccggcgag
cggcgeggtyg
cgtggaagtc
cggacccacce
caccagcctc
cggcacgggce
gctggaccgg
cccgetgcetg
gttgtcgegg
gcccggcacg
gctgcgcgag
gcaggtggac
cgccgaggac
ccccgacgac
ggccgtggac
gctgttccag
gctgccecggt
cgtgggcacg
gacgggcgtg
cggcgacgac
cgacgcgctce
ggacgcgttg
ggtgctgctg
ccctgeggcece

40740
40800
40860
40920
40980
41040
41100
41160
41220
41280
41340
41400
41460
41520
41580
41640
41700
41760
41820
41880
41940
42000
42060
42120
42180
42240
42300
42360
42420
42480
42540
42600
42660
42720
42780
42840
42900
42960
43020
43080
43140
43200
43260
43320
43380
43440
43500
43560
43620
43680
43740
43800
43860
43920
43980
44040
44100
44160
44220
44280
44340
44400
44460



gtggcggcgce
cgggagccgg
ctgctggtgg
agcggegegyg
tggggtctgc
gacgagccgg
gcgggcgegg
gtcgacgggc
cacctggtca
gcgtccggceg
tcggegtgeg
gcegeegtgg
gaccggttcg
ctcggggacg
caggcgaact

cggggectge
gcgaccatgg
gcggcgegeg
ccgatccacc
cgcggectgg
ctggtggcgce
gtgcgcgecg
cagccgttcc
ggcgceggcecea
cgggtcgeeg
¢ggcgggagyg
cccggegggyg
atcggcecceegt
gaccacgcgg
gacgcgcecgt
ctgctgctgg
cacggcaccyg
ggcgagctgce
tcecggecegeg
tgctcgtegt
tcgatggege
tcgcggecagce
ggcaccgggt
gccaacgggce
tccaacgggce
gacgcggcegg
accctcggtg
cagccgcetgt
atcggcagcg
cacgtcaccg
¢gggcgceggy
gtgagcggca
gcggcegecgg
cgggagcagg
gceceggtege
cgggcgcegeg
gtcaccgggc
cagtgggtecg
cgcgagtgceg
tcgggtggceg
tccctegegg
cagggcgaga
atcgtcgege
tcecgtegecce
gcgacggtca
ctgcggegeg
cacaccgggce
ccgcggececg

tgcecgaggg
ggcgggacgt
cgtggctgeg
tgccggtgeg
cgcgcectegge
gcgcggcgece
ggttcgegece
cggtgctggt
ccgegcacgg
ctcgagaact
acgtggccga
tgcacgcggce
acgccgtgcet
tgccgcetggt
acgccgcggce
cgggcgtgtc
acgccgccga
gcectggegcet
tggacaccgc
tccgecgegce
gactggccgg
aggccgecegce
gggaggtcgg
cgggtctcge
agcacctgcg
tggtggccga
tcgeccgacgce
tccecggacga
gcacctcgta
tcttcggeat
aggtggcgtg
acaccggggt
ccgagggcgce
tcgectacge
cgctggtggce
tggtcggegg
gcgggetgge
tcagcgaggg
acgaggtgct
tcaccgcecgec

ggttggggca
acccgatcga

ggctgggcac
tgatcaagat
agccgaccac
agtggccgga
cgaacgcgca
aggcgggggt
ccgaccggcet
tggtgctggg
€cggggaggce
ggaccggyggt

gcatggggcg
cggcggccecct

cgctggacga
cgctgtggceg
tcgeecgecege
tgcgcagceca
tgcccgecga
acgggccgag
gctgcggcga
acgtcgacgc
gcgagatccce

cgaccggccc
gccgggggcg
cgaggacgcg
cgcggacgcce
gcagtcggag
gggcgcecgcetg
ccggcetcegece
caccggeggce
cgcgcggaac
cctggacgag
ccgggtggeg
gggcgeggtg
gcggcccaag
ggtgttctecc
caacgcggtc
gctggcgtgg
cgtggcccge
gctcgacgcece
cgcgctgege
ccggcgegeg
ggtggacgcg
cgtccteggg
gttcgactcg
gctgcecgeg
ggagctgctg
cgacgacccg
ggacgggctg
ccggggetgg
cgtgcgggaa
ctcceegege
ggagacgttc
gttcgcggge
ggagacctac
gctgggectg
gatccacctg
ggtgacggtg
cccggacggg
cgtcgggcetg
tgcggtggtyg
caacgggccg
cgcggacgtg
ggcgcaggcec
gctcaagtcce
gatccaggcg
ggccgtggac
gaccgggegt
cgtgatcctg
gctgeegtgg
cgtggcgcac
tcgggceggcee
gttgcgggceyg
c¢gaggggcgce
tgcgectgcetg
gcgccegtac
cgtggacgtc
ctcgcteggce
gaccgtecgeg
gctgatcgac
ggacatcgac
cgcgaccgtg
ggcggtccgce
catccgcgac
gtggctgtcc
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gcggtggtceg
gcgcgggegt
ctggccggga
gaggtcaccg
cacccggacc
gcctcgecgg
agggccgagg
accggcacgc
ctgcacctgg
ctgcgegggce
ctcgeccgcecce
gacgacggcc
gtcgacgcgg
tcecgegaceg
gccgacgcgce
ggcctgtggt
acccgeccggg
gcgctcggeg
€ggggggccg
gcgggcgcegg
gcggagegge
cacggcggcce
ctcacggccg
acggtggtgt
ttcggcgegg
atcgccgtgg
tggcggctgg
gacctggcgg
ggcgggttcee
gaggcgctgg
gagcaggcgg
gtgatctacc
cgcagcaccg
accggcccgg
ggcgcegeggg
atgtcgacgc
cggtgcaagt
gtgctgctgg
cgcgggtcegg
tcgcagcagce
gacgcggtgg
gtgctcgcca
aacctcgggc
atgcggcacg
tggggcgegg
ccgcgccggg
gagcaggccc
gtgctgtcgg
ctgggcggtg
ctggaggagc
ctggccgagg
gtggtgttcg
gacgcctcgce
accgactggg
gtgcagcccg
gtcgaaccgg
ggctggctca
gaggagctga
ctgagcggtt
gtcgcegggg
acgcgggtga
cagctcgccc
acggtgaccg

tcgtggacac
tcgtggtgeg
cccgactggt
accccgctgce
gggtgtgget
agccgcagct
ccgcgeccgg
tcggegeget
tgagcaggcg
tgggtgccga
tgctggggceg
tgctcaccga
tcgcccacct
gcaccctecgg
tcgtgcagcg
cggacaccag
gcggggtgct
cggacgacgce
acccggctcce
cccggcagge
ggcgggeget
cggacggcat
tggagctgeg
tcgaccaccc
agacggctca
tgggcatggce
tcgccgagga
cgctgttcga
tcgacggggce
ccatggaccc
gcatcaaccc
acgactacgg
gcacgtcggg
cgctgaccat
cgctgcggge
cgggcgggtt
cgttctcgga
agcggcectgtc
cggtgaacca
gggtgatccg
aggcgcacgg
cctacgggca
acacccaggc
gcgtgctgcece
gcgcggtgga
cgggggtgtce
ccgaaccggt
cccgeacgcece
agtcgtccte
gggccgtggt
ggcggccctc
tgttceccecegg
cggtgttcgce
acctggtcga
cgtcgtggge
acgcggtgat
gcctccagga
ccgggetggg
acgagggccg
acaccggggc
tcceecgtgga
ggatgctcgce
gcgagtggat

caccgcgtgt
ggcgctggag
gctagtcacc
cgcggcggtg
gctggacgtc
ggccgtcecgg
cgcgctgcecg
cgtggceegyg
cggcccggac
ggtcgagctg
cgtgcgccce
cctgaccgcece
ggacgaccta
cacccccgge
ccgccgegeg
cgagctgacc
cggcctggac
gctgctcgtg
gccgctgcectg
cgcgctgeceg
ggtggagctg
cgggcaggac
caaccggctc
gacgtccgeg
ggcccecgeg
ctgcecggtte
gcgcgacggce
cccggacccece
gaccgggttc
gcagcagegg
gcgctcggeg
cgaggcggceg
cagcgtggtg
cgacacggcc
gggcgagtgce
cgtgagcecttc
gggcgeggac
ggacgcgegg
ggacggggceg
cgcggcgctce
cacgggcacc

.ggaccgcgag

ggcggcgggce
gcgcaccctg
gctgctgacg
gtcgtteggg
ggcggtggag
cgaggcgctg
ggcggccgtg
cgtgggcgac
cceegcegcetce
tcagggcgeg
cgaacgcctg
ggtgatcacc
ggtgatggtg
cgggcactcg
cggcgcgaag
cggcatgatg
gttgtgggtc
actggaggag
ctacgccagc
cgacgtcacc
caccccecgge

44520
44580
44640
44700
44760
44820
44880
44940
45000
45060
45120
45180
45240
45300
45360
45420
45480
45540
45600
45660
45720
45780
45840
45900
45960
46020
46080
46140
46200
46260
46320
46380
46440
46500
46560
46620
46680
46740
46800
46860
46920
46980
47040
47100
47160
47220
47280
47340
47400
47460
47520
47580
47640
47700
47760
47820
47880
47940
48000
48060
48120
48180
48240



gacgacgacg
atcaccaccc
ctggcggegyg
ggcacgctgc
cacgtgcgceg
ctgccgacgt
gcgeegggcedg
ctggccgggg
tcctggcggce
tgggtcccgg
caggcgctgt
acgccaggcg
ggcggagcegg
cgggceggteg
gacgccaccce
ctgctgtcct
ctggtgcagg
gcggtgagceg
ggggtgctgg
cccaccgacg
cagctcgcgg
gcgccggagt
acgcacgtgg
tccggeccecg
cggtgcagceg
gacgtcgagc
ccgacgccgg
gagggcgcege
ttcteccteeg
gcgttectgg
gcgtggggceg
gcecggetgg
gtcggctcecg
ggctacgccce
ctggccgaac
ctgaccgggce
gcggceggcgg
gacgccgggt
gggctgeggce
gtgctgcgeg
caccgggagg
ctgggcgtgce
gcgacagcgg
cgcagggcga
gagcatgagc
ggacaacgag
ggcgatcgtg
ggagctggtg
cctggggtcg
cgggttcctg
ggccctggcece
gcgggccggyg
caacccgcag
gggcgtcaac
cggcccggcece
ggtgcggtcg
ggggcagcecg
gtgcaagtcg
gctgctggag
cggctcggceg
ccaggagcgg
cctgctggag
gctcaacacc

ccgactactg
tgctcgacgce
cggtgcagga
gccgcgacga
gcgtggacgt
acgcgttcca
gtggtgacga
agctggccgt
ggcgcagecg
tcceccacgag
ccggegggec
ggtccgggte
cgctgecegg
cgggcgggcet
gcgacgggcet
gggacgcggg
ccctggccga
tcgcgggcega
ccctggacct
ccgacctcga
tgcgcgacgg
ggacgccegeg
ccecgetgget
ccgcceeecgg
tggtggcect
gggacgggcece
tggtggagct
gggtgctgga
gcgceggeegt
acgggctggce
gctggggcgg
gcatccgcac
ggcgggcecge
tggcgeggga
cggacgagcc
tggacgcggce
tgctggggtt
tcgactcggt
tgccgecgac
ccgagcetggt
acgcgatccg
tcggcgceget
agcgggacga
tgcgecggeac
gcgggcacct
cggctgegge
tcgatggecgt
cgcgagggcce
ctgttcgacg
gcgcgggcgyg
atggacccgc
ctcgacccgce
ggctacggcg
gcctegtegt
gtcaccgtgg
ctgcgcetcge
accgecgttceg
ttcggegacg
cggctctecgg
gtgaaccagg
gtgatcgegg
gcgcacggca
tacggccggg

gttccacaac
cgggcaccgg
gagcgcecegag
cggcggcetgg
ggactggacg
gcacgagcgce
cgcgetgtgg
ggacgaggac
ggcaaggagc
cgggtctggg
gaggtcgtcecc
gcccggcegga
ccgggtggcec
ggtcgegegg
ggcgaaggcg
ggccgacgag
ccggggtgece
ggacgccgac

gccggaggcg

cgcgttcecgcece
ccgcecctgetg
cggcgeggtg
cgceccgcetece
cgcggcecggg
ggacgtggce
gctgaccgcc
gaccgcecggg
cgaggtgctc
gtggggcagc
cgcccgcagg
cggcctecgge
gatggacccg
gagcgtggtg
gcgcccegcetg
cgcegeggcg
cgggcaggac
cgccgaccct
gaccgccgtg
cgtggtgttce
ccecececagegg
gcgggtgctg
cgtggacctc
cctggcggac
caccgccggyg
cgccggagag
gggagaacga
gcecggcetgece
gggacgccat
acgacccgga
gcgggttcga
agcagcggct
gctcgctgga
gcggaccggg
cggtgatctc
acacggcgtg
gggagtgctc
tggagttctc
gcgceggacgg
acgcgceggceg
acggggcgtc
cggccctgge
ccggcaccag
gcaggccgca
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ctccgeccegcea
gtgttcgtgg
gcggccgggyg
gaccgggtcc
cgggtgctge
tactggccgg
gcggtgatcg
gagctggcgce
gcgctcgacg
ctgcccggeg
ggcggggcag
gcggcactgce
gtggtggtge
ggtgtggacg
ctgcccgacc
ccgggegegce
accgggccge
cccgaccagg
ttcggcggac
gcecgegcetga
gcececgceecgcece
ctggtcaccg
ggggcecgggce
ctggcecgcecg
gaccgggacg
gtggtgcacg
cggtacgcgg
gccgaccggg
ggcgggcagg
€gggcgcgceg
atgatcggcg
gaggcggcege
gccgacgtcg
ctgcgcggge
gtggacgcgce
gagctgctcg
ggcgeggtceg
gagctgcgga
gaccacccga
ggggacgggg
gcgtcggtge
gtgcccgcecg
ctggcggagce
aacgactgag
cgtcgtccag
gcggctggtce
cggcggcgte
cgggccgttce
¢gcggcgggce
cgcgecegtte
gctgctggag
gggccegggac
tgacgccccg
cgggegggte
ctcgtcgtcg
gatggcgctc
gcggeagcegce
cacgtcgtgg
cgacgggcac
caatggcctg
cgacgccggt
gctgggcgac
ggaccggeceg

ccgtccactt
aggtctcctc
acgcgcegggt
tgaccggcect
ccgaggcggg
aacccgcegcg
agggtggtga
gggtgctgcc
gctggcgcta
ggcaagcgct
ggctctccgg
caggcgggcece
ccgcgaacga
tgaccgtcegt
gccccgacgce
ccggttegge
tgtggtgcge
ccgccegtgtg
tggtcgacct
ccgcccececgg
tggtccgcecga
gcggcaccgg
acgtcgtgcet
aggtggaggce
cggtggccge
cggcgggcege
acgtcgecgge
cgctggacgc
ccccgtacge
ggctcgtgge
acggggacge
tgcgcggeat
actgggcccg
tgccggaggt
ggggcgcegcet
cggacctggt
cggcggaccg
accggctggg
aacccctggce
tgacggcgge
cgctggececg
cgccaccgge
tggacctgga
gctttgatgc
gccctgecgga
gccgaggcecg
accgacccgg
ccgaccgacc
tcctegtacg
ttcggcatct
gtggcgtggg
gtcgcggtgt
gagggcctgg
tcctacaccce
ctggtggcga
gcgggcgggg
gggctcgceccc
gccgagggcg
gaggtgctgg
accgcgccga
ctcggcctgg
ccgatcgagg
ctgtggctgg

cgcecgacggg
gcaccccgtg
cgccgtgacc
ggccgagctg
gcgggcgceeg
cccggecgece
cgcggecggac
cgccctgacce
ccgggtcecgac
gtccggeggg
cggtcagggg
agggtcgcecec
cgagcgggcg
ggcggceggtce
cgtggtgtcg
cacggccgceg
gaccgggggce
ggggttgggce
gccgeggeag
cggcgaggac
cggggccegac
cggcctcggce
cgccagcecgce
gctgggcgeg
cgtgctcgec
gggactggcc
cggcaaggtc
gttcgtgctg
ggcggccaac
cacctcggtg
ggagcggtgg
ggcgctggeg
gttcgcececc
ggtggcgcectg
ggcggeecgg
gcgggcgcecag
ggcgttcaag
cgcggccacc
tctggcgege
gcaggtggcg
gttcgaggag
gggcggcegeg
cggtctggtc
ggagcggaga
ccacgctggt
gtgagccggt
agtcgctgtg
ggggctggga
tgcgggaggg
ccccgcgcega
aggccgtgga
tcgcgggegg
aggggttcct
tgggcctgac
tccacctggce
tgaccgtgat
cggacgggcg
tcggegtgcet
cggtgatccc
acggcccgtce
ccgacgtgga
cgcgggcgcet
ggtcggtgaa

48300
48360
48420
48480
48540
48600
48660
48720
48780
48840
48900
48960
49020
49080
49140
49200
49260
49320
49380
49440
49500
49560
49620
49680
49740
49800
49860
49920
49980
50040
50100
50160
50220
50280
50340
50400
50460
50520
50580
50640
50700
50760
50820
50880
50940
51000
51060
51120
51180
51240
51300
51360
51420
51480
51540
51600
51660
51720
51780
51840
51900
51960
52020



gtcgaacctc
ggcgatcecgg
ggactgggcg
gcgggcgcegg
cgtggagcag
caggtcggcg
cgctggeccce
ccceggeccg
cgcgctggec
cccggtggac
cgtgcccegece
cgcggaccgg
cgggcagggce
cgcgcegggceyg
cgcgatcggg
cgaccggacc
ggtccagtcg
cgccgcgceac
gggcgggcetg
ggacgaggtc
ctcggtggtg
gcggggcagg
cccggcegcetg
cccgatcgtce
ctactgggtg
ggacgcgggce
cgcggactge
gcgggecgtg
ttcgctgtte
cgaggaccac
cgaggcceggg
gctgagcggt
cacggcgctg
cggcacgccce
cgcgctgage
gtactcccge
gccggaggece
ggacacgcgg
ccggggcectg
cggtgacgcg
gcacttctgc
cggcgtgegg
cgacgacggc
cgccctgacce
ggcggtggag
caccacggcc
ccgcgececege
ccggcecggte
cgacccegceg
ccgggtcecgg
gcaggtggeyg
cctccecggeg
ctcecctegec
gatcgcggtce
cceccggtege
ccccgacgac
cgtgggcgac
ccaccgaatg
catcgcgttce
gaccgtgctg
ggcgttcgge
cctgggegtce
cggcceggtg

gggcacgccce
cacggcctga
gcgggggcgyg
€ggggcgcgyg
gcgcecgagg
ggcgggcagg
gccaccgccg
gtcgcgaccg
gcccaggegg
gtggcctggt
gcctecgeteg
tcggtggtcg
agtcagcggg
ttcgacgccg
ctcgececgagg
gcgttcaccce
tggggcgtge
gtggccgggg
atgcaggagc
gtgccgetge
ctctcecggeg
cgcaccaaga
gccgcecttee
tccaccctcea
cggcacgcge
gcgcgcacgt
ctgcecggacg
ctcgecgggg
acgggcgegg
tggctggtge
cacccgctge
cggttgtcgg
gtgccgggeg
gtgctggagg
gtgcaggtcg
gcggacgggyg
gcgccgaccg
ggcttctacg
acctcggegt
accgggttcg
ctgcccaccg
ctgcacgcgg
gtgaccgtgc
ttccgegecg
tggaccgagce
gtggtggtcg
gcgctgaccg
gtcgtggtca
tccaccgecg
ctggtcgacg
ctgcgeggceg
ccgaccgcga
ctgctcecgg
¢gcgcggegyg
gcggtgatcg
accgacgccg
cgggtgatgg
gtgacccgga
ctgaccgccc
gtgcacgcgg
gctcgggtge
cccgagtcececce
gacgtggtgc

agtcggegtc
tgcecgegeac
tggagctgcect
tgtcgtcegtt
aggccgccgce
acgccgggat
aacccgccgce
gcggggtegt
ccecggttgeg
cgctggccac
acgaggccct
tcggcgagge
ccggtgceggg
cgtgcgceege
tggcgctgge
agcccgcecect
gceccggegge
tgctctecct
tgccegaggg
tcggggacgg
acgaggaggc
ggctcgeegt
gcgccgtgge
ccggecgecece
gcggegecegt
tcctggaget -
cggtgttcgce
tcgecgggect
acgcgcggceg
gccgcetecac
tgggcgcggt
tggcggcgcea
cggcgctggt
agctggtgat
tcgtcggecce
cggtggactg
ccgacgcggg
acaccctcgce
ggcgcggcega
gcatccaccc
ggaccgagcg
gcggegegac
gcctgctega
cagccgacac
acccgctgcece
tggacacccg
cccacgtcect
cctcaggcegce
tgtgggggct
tcgagccggg
ggaccgcgca
cgtcgtggceg
acgactccgg
gcctgaactt
gcgcggaggyg
gcgacaccgg
gcctgttcecc
tgccggacgg
tctacgggcet
€ggcgggcgyg
tgggcaccgce
acctgtcctc
tgaactcgcet
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gggggtggcg
gctgcacgcc
ggcgcegcegag
cggggtgagce
cggggtcgcg
cgcggcggtg
gtcggceccegtce
gccgtgggceg
cgcgcacctce
gacccgcteg

ggcggggttg
ggcgccecggce
gcgcgagetg
cgtgggcgag
cgaccccggce
gttcgcgctg
gctggceggg
cgccgacgcece
cggcgcgatg
ggtgtcgcetg
cgtcaccgee
ctcgcacgcece
cgaggagcte
cgtcaccccce
ccggttectg

gggccceggag
ggcgacgcetg
gcacgtgcge
cgtcccgetg
cgccgccgac
cgtcgcecgetg
gccgtggetg
ggagctggcg
cggcecgceecg
ggacgagggc
ggtcgagcac
ccecgtggecg
ggagggcggce
gggcgaggcg
ggccctgetce
gcgggccggg
gaccgegegy
cggtgccggt
ccecgtecgcece
c¢gcggacggyg
gagcgtcgac
cgccgagcetg
ggtcgccgtg
ggtgcgggcee
ggccgaccceg
cgtgcccagg
gctgggcetece
cacggccccg
ccgcgacgtg
cgcgggtgtg
ccccecggcegac
cggcgcegttce
ctggtcgttc
gcgcgaccte
ggtcggcatg
gcacccggcec
cagccgcgac
caccggcgag

ggcgtgatca.

gacgagccga
cgggagtggc
ggcacgaacg
gcggcggggce
accgggcagg
gaggacggga
ctgtccggge
gccgcgcacce
gtgctggage
gacgcgctcg
cgggtggcgg
cgggagcggt
ctgcccaccg
acgcccgcecg
gaggtcgcge
cactcggtcg
gccgegetgg
gtggcggtgg
gccgcecdtca
gtcgececgega
ttccactcge
gcctacgcecceg
gacgagctgc
gacgccgtgce
ggcgtgctceca
cgcgeccgacg
ggcgcgacag
cccacctacg
gtgggcgcgyg
ccggagagceg
gccgagcacg
gtgcgggcgg
atgccgcectge
gggcgceceggt
gcggcggggg
ccggagaacg
tacgcctacg
tgggcggagg
gacgccgcgce
ctgctgccegt
gtgcacgccc
cagccggtcecg
gaggtcccgg
accacccccg
gccecccgacg
cagcggcacg
cgcgtcgacg
gcgcaggtcg
gtgctcacct
ctggtccgceg
gaccgccceccg
ctcgcececcecg
ctggtcgcegce
gtcgtggagg
accggctcgg

ggccecgcetgg
accaccggcg

ggcgggctca
gccgecgtge
aagcacgcgg
accgcctacg
cacgtggacg

aggtggtgca
gctcgaacgt
cggagaccgg
cgcacgtgat
ggccecgegcec
ccgcccecgce
ccggcgtege
ggaccgccgce
cggcggeceeg
accgggcecgt
cctcgggcecg
tgctgttcac
tcceggtgtt
gcgacggegyg
ccgegetget
tgttcecggcet
gcgagatcgce
tgcgcgecag
aggcggcecga
acggcccgac
ggctggcgea
accgcgtgga
ccccecacgat
gctccceccga

gggcgctggg
¢ggcggcggg
tgccecgaggce
tcgactgggg
cgttccagca
tcggcctgceg
gcggggtgcea
tcgtctecgg
gcgacgagac
cggacggcgg
cggtgcgegt
cgctgaccgce
ccgaacccecgt
gcccgetgtt
tggcgctgee
tgcacaccgce
tcgectggac
gcgccaccgg
cggacgtggc
acgcgctgtg
cgggcgggac
acggcccegce
ccgacgacga
gcgaggtcac
agcagcccga
cgcccgagcec
ccecgeccgege
gcacgctgga
gcgaggtgeg
tggggatgta
tcggccecegg
gcggcectgge
ccgtggecga
ccggcgtgece
ccgcgggcega
agctcgcgeg
ccgtgacccg
ccgacctgtt
cctcgetggg

52080
52140
52200
52260
52320
52380
52440
52500
52560
52620
52680
52740
52800
52860
52920
52980
53040
53100
53160
53220
53280
53340
53400
53460
53520
53580
53640
53700
53760
53820
53880
53940
54000
54060
54120
54180
54240
54300
54360
54420
54480
54540
54600
54660
54720
54780
54840
54900
54960
55020
55080
55140
55200
55260
55320
55380
55440
55500
55560
55620
55680
55740
55800



gctgctgege
cgaggtcgceg
gcccgecgag
catccacccg
gatgagccgg
ggacggceacyg
cctggtcacc
cccecggegeg
ggcgtgecgac
gcacccgcetce
gcagaccccce
gcacgagctg
cggcggcgceg
cgtccggege
cggcggceatg
gggagccgtc
gtcgggccge
cgcgcagecg
ggccaccacc
gcggctgcetce
ggacgccgtg
ggagctgcgce
cgaccacccg
cgcgceccegece
cgtcgccatg
gctcgacgge
gtcgcectgtte
cctggeggge
cgccatggac
cgggatcgac
gcagaactac
gggcggcegceg
cgcgctgacg
gtcgctgcege
gccegeggceg
gtcgttcgge
ggagcggttg
ggcggtcaac
gcgggtgatc
ggaggcgceac
gacctacggg
gcacgcgcag
gggcgtgctg
gggggcggtyg
gatcggggtg
ccccgagecg
gtccgttcecg
gctggcggac
cgtgggctgg
gcgggacacc
gcacgtggtce
gggcgegeag
acgcctgege
gatcacctcg
catggtgtcg
gcactcgcag
cgcgaagatc
catgatgtcc
gtgggtggce
ggcggagctg
cgccagcecac
cgtcaccccg
cceceggegac

gcgggcggcece
aaggcgcacc
cgcgtcegcegg
ctgcccaccg
gcegggeacyg
gtgctggtca
gcgcacggag
gcggagctga
gtcgccgacc
accgccgtceg
gagcgcctgg
accggcgacce
ggccagacca
gcggegggece
acgggcggcec
gcgcececgetgt
ccgctcctgg
cccgegcetge
gacgacggcc
gtggagctgg
tcgeecgggcece
aaccgcctct
accccgcetgg
ccggccaccce
ggctgccgec
ggcgtcgacg
gacgacgacc
gcgggcegggt
ccgcagcagce
ccgacctegt
ggcagcggcee
acgagcgtgg
atcgacaccg
tegggcgagt
ttecgtggagt
gcggaggcgg
tcggtggege
caggacgggyg

cgggcggecece
ggcaccggca

caggaccgcg
gcggcggcgg
ccecgcetcecece
gagctgctgg
tcctegtteg
gaacccgcgce
ccgctgaccg
caggccgccce
tcgctggeca
gcgegeggge
accgggaccg
tgggcgggea
gagtgcgcgg
ggtggcgege
ctggccgege
ggcgagatcg
gtcgcgctge
gtcgcccectge
gcccacaacg
cgggacgcege
accggccacg
cggcecggeg
gacgacgccg

ggttcctgga
ccggcgtcge
agctgctggce
cggcctggga
tgggcaagat
ccggecggeac
cccgccacct
ccgacgggct
gggacgcgct
tgcacacggc
acgcggtgtt
cggccctgtt
actacgccgce
tgceccgcegac
tggcgggcgg
ccaccaccga
ccccgatcag
tgcgcggect

tcgegggeag

tgcgggagcea
gggcgtteceg
ccgeccgcecac
acgcggcggce
cggtcgtgac
tgceceggegg
ccatcggcecc
ccgacgcecggt
tcgacgcecge
ggctgctgct
tgcgcggcege
ccggcceggt
tgtccggecg
cgtgctecte
gctcgatgge
tctcececggea
acggcacgac
gggcgcegcegg
cgtccaacgg
tggccgacge
ccaccctcgg
agcagccgct
gcgtcgcgag
tgcacgccag
€gcgggegeg
gggtgagcgg
gggaggcgga
gggccacgcc
ggctggtgga
ccacgcgggce
tcgccgecge
ccgacgtgga
tggggcggga
cggccctgceg
tggaggacgt
tgtggcgcetce
ccgccgccac
gcagccagct
ccgccgagga
gccccaccgce
tggagggcga
tcgacgccat
agatcccgtg
actactggtt

18

gatgggcaag
ctaccgcccg

cgagctggte
gatcacccge
cgtgctgacce
cggctcgctc
gctgctegece
gcgcgggcetg
cgccgegetg
gggcgtgcte
ccgccccaag
cgcggtgtac
cgcgaacgcce
ctcgectggece
accggeeggg

gggcatggcg
gctcgacccece

ggcccgceccce
gctcgcecgeg
ggccgccgcece
ggacctgggce
cggcctgceca
ccacctgctc
ggccgegegyg
cgtgtcctcece
gttcccggac
cggcaagtcc
gttcttcgge
ggaggtggcc
ggacgtcggce
gcccgaggge
cgtctcctac
gtcgctggtg
cctggegggt
gcgcgggcetce
gtgggccgag
gcacgaggtg
cctgaccgcg
ggggatcacc
tgacccgatc
gtggctgggg
cgtgatcaag
caccccgacce
ggagtggccg
caccaacgcg
acccgcgcgg
gtggctgctg
cgcecgtgecce
cccgcectggag
gtccgcgetg
cggcaggacc
actcctggac
cccgtacacc
ggacgtcgtg
gctcggegte
cgtcgeggge
gatcgacgag
catcgacctg
gaccgtggtc
ggcccgcacc
ccgcgaccag
gctgtccacg
ccacaacctc

accgacctgce
ttcgacctgg
gcgctgttcg
gcgccggagg
ctcececcecgece
ggcgcggtcg
tcccgacgeg
ggcgcggacg
ctcgccacga
gacgacggceg
gtcgacgccg
tcecteggect
tggctcgacg
tggggcctgt
€cgggcgggce
ctgttcgacg
gccgcgctca
acccgccgcea
ctcgacggcece
gtgctgggcet
ttcgactcge
ctgcccgceca
gacgcgctgg
gacgacgacc
ccggaggacce
gaccggggcet
tacgtgcgceg
atctcccceccc
tgggagaccg
gtgttcgceg
ctggagggct
acgctcggce
gcgatccacc
ggggtcgegg
gcccecggacyg
ggcgcgggac
ctggcggtgce
ccgaacggcce
ccggacgcegg
gaggcgcagg
tcgctgaagt
tccgtgetgg
ccgcaggteg
gagaccggge
cacgtggtcc
gagtccgege
tccgeeeget
gccgagtgge
cagcgggcecg
gccgccggac
gccttegtcet
gcctcgecgg
gactgggacc
cagcccacca
cacccggacg
tggctcagcce
cacctgaccg
accggctacc
gccggggacyg
cgcgtgatcc
ctcgcccgga
gtgaccggcg
cgccgcaccg

gcgacgccga
gcggcegagge
aggcgggecg
cgttcggcectg
gccccgacece
cggccecggcea
gcgagcaggc
tgcgggtcege
tcceegecege
tgctcgeege
tcgcgaacct
ccggegtgcet
gcctecgecca
gggcgcagga
gggcecegeceg
cggccgtcge
ccgccgacgg
ccgccecgtege
ccggcaggcea
tcgecgacccce
tgacggcecegt
ccaccgtgtt
gcgtcgecce
cgatcgeggt
tgtggcgget
gggacctggg
agggcgggtt
gcgaggcgcet
tcgagecgggce
gggcgggege
acctgggcgt
tcaccgggcece
tggcggtgceg
tgatgggcga
ggcggtgcaa
tggtgctgct
tgcgegggtce
cgtcgcagga
tggacgcggt
ccgtgcectgge
cgaacatcgg
cgctgggeeg
actggtcctc
gtccgegeceg
tggagcaggc
cagggccgga
cccccgaggce
gggcctccga
tggtcgtggc
gccccgaccece
tccececggcececa
tgttcgccega
tggtcgaggt
gctgggcgat
cggtgatcgg
tccaggacgg
ggctcggcgg

agggcecggtt
ccgacgceccct

ccgtcgacta
tgctcgeega
agtggatcac
tccacttcgce

55860
55920
55980
56040
56100
56160
56220
56280
56340
56400
56460
56520
56580
56640
56700
56760
56820
56880
56940
57000
57060
57120
57180
57240
57300
57360
57420
57480
57540
57600
57660
57720
57780
57840
57900
57960
58020
58080
58140
58200
58260
58320
58380
58440
58500
58560
58620
58680
58740
58800
58860
58920
58980
59040
59100
59160
59220
59280
59340
59400
59460
59520
59580



cgacgggatc
cccegtgete
cgcegtgggce
cgagctgctg
ggtcgcgetg
cgacgcgegg
gggcacgggc
cgaccacgcc
gcgggecggce
ggtgctgccc
gcgcecgegag
gagcggceacg
gceegegggce
ttacgggtac
ggtcgccgag
ccecggegcetg
cgagcgggcece
gacgtcggtg
ggcgatcacc
ggtcagcccce
gtgggccgag
cccggacgtg
gggcgectgg
gctggagctg
ggtcacgacc
cgtgtggggce
cgcggacgac
ggtcctgcgce
ggtggcgctg
gctcgeegcece
c¢cgggggcecg
ggacgtgcgg

gtcgatccce:

cgcceeggtg
cgcgcetggcec
ctcggcegtcece
cgcggacgeg
gggccetgtgg
cacccgceegg
gggcgceggte
gctgcgcecgcee
cgcgcggege
gcgectggcee
cctggceccgece
cttcgagatc
caccgggctg
cgaggcgctg
gcagccgggce
gcagtccacc
ctgcggcgca
ctgcacaagc
ccgeccgaacce
ggccgcaacg
ctgggctacg
ccggacgagyg
gtggggttcg
cagtacggct
cccagggacg
ggctgggagg
ggcaccacgt
tacttcaccg
gcccgcgtcea
cgacgtggtg

accaccctgce
accccggecg
accctgcegcece
gcgcgegggyg
ccgacgttcg
ccggtgeecge
ggggtgatcc
gtcgegggeg
gacgagaccg
gaggacgggg
gtgcgcgect
ctgtcggecga
gcggagccga
gggcccgegt
gtggccgtge
ctggacgccg
acgatgctgce
cgggtgcggg
gacccgagcg
gagcagctgg
gtggcggteg
gacgcctacg
ctgggcggeg
gtgcgggact
ggggccgagg
ctggcgcgcet
cggtcccegg
ggcgagcggyg
gacccggacg
cggcacctgg
gacgcccecg
gtggaggcgt
gccgggcgcece
accgacctga
aacctggacqg
ggggtgctcg
ctggtgcgcce
gcaggcgcca
ggcgggcetgg
accacgggcg
tcecgegegeg
tcgctcectece
gggctgtcgg
gccgtgceteg
ggcttcgact
cgcctgececg
cgcgagcgac
gcagggcatt
gacccgaccg
tcggcgtgga
ggcacctgat
gggggctcge
gcggggtcetg
aggtgctgat
agcactcgtt
tcggececcgtce
gcgectaccg
gggcgtggea
cggtgeggtt
tccggggtceg
tgctggacgg
ccgagtcgat
gtcgtcggcet

tcgacgeccgg
tgcaggaggc
gcgcggacgg
tggccgtgga
cgttccggea
agggcgggcea
tgtccggecg
cggtgctgcet
ggacgcccac
agctgcggcet
actccecgege
agtcctcgcet
tcgcgetgga
tccgggggcet
cgcgggegea
ccctgeacge
cgttcagcectg
ccecgegeggt
gggtgccggt
gcgcegeceggg
aggcggcgga
cggccgaccce
acgacgccgt
gggcgacccg
acgtgcgcga
cggcccgetce
cgacgctcgce
cgcacgcgcce
gcacggccct
tgaccgcgca
gcgcggegga
gcgacgtcge
cgctcaccgce
cceceggageg
agctggtcgg
gcacggcecegg
gacgceceggge
gcgagctgac
tgccgectgac
gcccggcegcet
acgaggcggt
ccgeccaccgg
gcgacgagca
ggcacggcga
ccatgacggce
ccgecgcetget
tggccgecga
caggcgcagg
acgagaggtg
gggcggcgtg
gtccgtgecc
ggagatcccg
ctacgagctc
ggtcgeggceg
caacctggtg
ctacctggag
ggtcgtggag
ggcggtgtac
ggacgggctg
ggcggcggag
ggtggagacg
catgatcggg
acgggccggt
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gcaccgggcce
cgccgaggcg
¢ggcgeggag
cccggeggcyg
cgagacgttc
cccgcectggec
gatctccgeg
gcccggcegeg
cctggaggag
ccaggtggtc
cgacgacgcc
gcccgccgac
cgggttctac
gcgcgcggcece
ggagcaggtg
cgggaacttc
ggacgacgtg
gggcggcecct
ggceggggtg
cgtcggcggt
ccggtgggec
ggaccggccg
ggcccgegeg
cggggacctg
caccgcgccce
ggagcacccg
cctggcggcec
gaggctggcg
gatcaccggc
cggcgtgcgg
gctggccgag
cgaccgggac
cgtcgtgcecac
gctgtccgece
ggacgggccc
gcaggcggceg
cgagggccgg
cggcgacctg
cgccgcecgag
ggtcgtgccg
gcccgegcetg
gcaggcecgeg
ggaggccgtg
gaagggcgceg
cgtgcagctg
gttcgaccag
gcaatcgggc
gcagtcgagc
agcaccagca
ccgagcccga
tacgacaacg
ctgcccegtg
aaccggctct
gcgatccggce
cgcctggacg
ccgectggagce
cgcggggacyg
cggttccgge
gacgactacg
aacgggcagce
acgcgggtgce
gggtgagcgce
ggggcagctg

ttcgtcgagg
aacccggcgce
cgggtggtgg
gtgttcceccg
tggctctcge
ccggtggtgg
gccacccace
gcgctggceceg
ctggtgatcg
gtgggcgceceg
gcgccgtgga
gtcccggecg
gaggccatgg
tggcgcgacg
gcgggcceggt
tgcttceececg
cggttgcacg
ggcgcgececg
ggcgegetcg
gacgcgctgc
gtgctgggcet
ggggcgctge
cacgcgcetga
ggcggtgagce
cgcgacccgg
gaccggtteg
gggtcggcegt
cgggccgtcece
ggcaccggceg
cgcctgetge
gagctgcgceg
gcgctcgecg
gcggcgggcyg
gtgctggceccce
gcggtgttceg
tacgcggegg
gcgggegtgt
gccggtgacc
ggcatggcgce
ctgcegetgg
ctgcgegege
cceceeggeceg
ctcaccgagc
gtgggcccgg
cggaaccggc
ccgacgcccg
tcagggcaat
gcagggcgat
tgatcgacgt
cgctggagtce
gcggcgceggce
tgttcgegea
tccacgecect
tggccgacga
ggcggacctg
tgtcggeggt
cgcacgtggt
€ggggcgggce
cgcgggactc
acgtgctgat
tcgtgaagaa
gtggcgggcyg
ctgtcggtge

tctccacgcea
tgcgcaccgt
cgggcctgge
gtgcgaggcg
gggcgcetgcec
tgagcgatcce
cgtggctgcet
agctggcggt
gcaggccggt
aggacgggge
ccgagcacgc
cccegtggece
c¢aggggccgg
gggacgacgt
tcggecatcca
cgcaggacgg
ccaccggcge
cgctgaccgt
ggatgcgcege
gggtgctgga
ccgagcggcea
tggtggacgt
ccagcgcggce
ggctggtgcet
cgcaggccgce
cgctggtcga
tccecggaggt
ccggcaggcece
ccctgggege
tcaccggeeg
ggctgggcge
cgctgcectege
cgctcgacga
cgaaggtcga
cggtctactc
ccaacacctt
cgctggegtyg
ggctcgecceg
tgttcgacgce
acctggcggce
tcgtceceege
ggttgcggge
tggtccgcga
acgacgcecgtt
tgaacaccgc
cgatcgceccge
€gggcgeagg
caggcgcagg
ggccgagtac
gttgcgggcyg
cgaccggttg
cgtggtgacc
gctcaccgceg
ccggtteggyg
gctggtggac
cgagcaggag
ggagcgcagg
ggaccgggac
ggtgctggeg
cggccgcecge
ggacgagttc
aggtcgagca
tgctggcgea

59640
59700
59760
59820
59880
59940
60000
60060
60120
60180
60240
60300
60360
60420
60480
60540
60600
60660
60720
60780
60840
60900
60960
61020
61080
61140
61200
61260
61320
61380
61440
61500
61560
61620
61680
61740
61800
61860
61920
61980
62040
62100
62160
62220
62280
62340
62400
62460

162520

62580
62640
62700
62760
62820
62880
62940
63000
63060
63120
63180
63240
63300
63360



gcgcggcetgyg
ggtcgggtte
ggccgagttc
gatcgcgttc
ccagcccgceg
gcggegegge
caccgacccce
ggcgaacagc
cgactggctg
ccaggtgtgce
gtacgagttc
gtgggagctg
cgtgtacacg
cggggacgcec
ggacgcggceg
gctgctggac
ggtgggcctg
ggcgatgctg
caagcccctg
gggggccgtg
cgtggtgggg
gcgggcgegg
ggcggacggg
gctggacgeg
€gcggcegggg
aggceccecgge
tgggccaggc
gccagcagct
gcgcgggege
acgtcgagca
tcgtcggagce
cgggcgegeg
tccgccagcea
tcgcggacga
aagtaccgcc
tcggcgtagg
tcgaggtcga
ggggtcggceg
tcgtcececgg
ctccegtcegg
cggcgcggta
cgcgcegtgge
cgcccaccgg
gccgcgacgg
cgccgcetgece
cgcgcacccece
cgtcgccgac
ggtcgttgac
ggtcgceggt
cgaccagcgce
tgcccttgga
cctggcgcag
cgccaccgge
gcttctccag
ggtggttcgg
gctccagcgce
cgaccacggc
gcgccaccca
gcececgtegcet
gcgaccacgt
acccggtggt
gccagctcct
accgcccgga

cgggtgctgg
gacagcgagg
ggggagcccg
accgtgcggg
ctggaggacg
tgggaggtga
ggcggggcegce
gtggtgcggg
gtgtgcgacg
gacccggcca
atgcgggtgc
ctggcgctgt
ttccaggcgce
gcgcacctga
aacctggcgt
agctacacgc
gggcgggtag
gcggcegegeg
gaggacgggg
ggcccgcagt
accgggttcg
ctggacgggc
ccggacgacg
gcggeggtge
ttggccggge
acgtgccgceg
accagtcgag
ccgcecetcegtce
tggccaggtce
ggccggtgge
cgatgatatg
gcecegcetett
gctccggegce
acggaccctce
ccaggtgccg
cgatctcgaa
acagcacggc
gggcgagggyg
ctcgggcecccg
gacgaggtcg
gacccgtteg
ggggtcggcee
ctcggegggce
gceccectcegegg
ctccacgcgce
gatcgagatc
caccgggtcc
gaagtccgcg
ggcgccgegce
gcecgecgceceg
ccgcacccag
cgcecgcacg
ctgctcggceg
gaacaccggg
cacggcgacc
ggtgatcccg
gacgacccgg
cccgagceccg
cacaccacca
cggccacgac
gcagccacac
cggtggtcag
acgccatgaa

tgctggageg
cgacccgcegt
cgggcgacta
aggaggggea
cgctgatcge
ccgggctgac
gcgtgaggcet
cccgecaccgg
tgcggctgcea
ggccacgcac
ccggecgacga
tcggegtegg
ggtgggcgceg
tgcecgecegtt
ggaagctgga
tggagcgcege
tgtgcgtgge
agcgcgagcet
tgctgcaccg
ggcgggtagg
cgctgctcac
tgggcgegeg
tggtcgacgt
tgctgcgacce
tggtggcgga
ccggggectg
cacctgcgag
cgtctcgecce
cgtcagggceg
cagcaggagc
gtcgaacagc
gccggtgacce
gccctcgaac
catctccagc
gttgtactcc
cgcctgeegce
ccggtcgtag
gcgeggggcec
cacgactcgg
accggcgcegt
atcgcgeccg
aggcgggtgg
agctcgaccg
ttcgggectga
acgaccgtgg
ccecgaccggg
accggegcecce
gacaccgcgce
agcagcacgc
gagcgggtge
gacacgtcga
tcggeceggt
gcggtgageg
acgccccgece
acggccaggt
cgggagccgg
aaggcggggc
accaccgcga
ccececgcetece
ggcggcaagce
gcagtcgcgg
gtcgggegeg
cgccgggatce
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ctggccgacg
gctggcctcg
cgagtggcgce
ctgcggetgg
gcgceggcgag
cgaccggggce
gacggcgcgg
caccgacgtg
cgaccggcege
cgeggtgteg
cceggagegg
gcgeggegac
gcggtggegg
cgccgggeag
cctggtgctg
cgagcacgtg
cgacccggcg
gacaccgggc
ggacggcgac
gcgeggeggg
caggggcggg
ctacgcgcac
gagcgggaac
ggacttctac
cctgcgegeg
ctcgecgegtce
ggcttgcgga
cacagcgcgg
tcgcccacca
atgtccggcg
ccecgcecatge
acggcggtgce
acctccacct
ggcaggtcca
tcgaacggcg
atgacggcga
gtcgcgecegg
gcgggegcecg
gggttggtct
gtcgtcgttc
cgatccagcg
gcaggctcgce
gggtggtgceg
agccgaaggt
tgtccagcgce
tgacgaggaa
cgtcgccgceg
cggtgacgtg
gggcggtgte
ggttggtgaa
cgtgccgcecag
gcegggeggce
cggcggectce
gcagcagacc
cgacctcgtce
gcacggcggce
tgcccagcaa
cccgcaccgg
ccgcgeccgce
cggtgcagcect
gtgatctcct
ccggtctccce
ccgcgccgea

ccgtteecgge
gcecgggceteg
accgcgtccg
cccgaggcga
gcgetgeegg
gaccacgtgc
ttcgcggtcg
accgacctgg
ccggtgacgce
gcggggceceag
ttcggcacge
ggggtgctgg
gcgggcecgga
ggcatgacct
cgcggcgagyg
cggcacgccg
gtggctgcgg
gcgtcggcecc
ggcgccectcg
cgggtcgggc
ctggtggcgg
ctggtgcceg
tacctgacgt
gtgttcggcg
cggttggggt
acgtccggtc
ccaccgcgtce
ccagcgccgg
tcaccacccg
cgggcttggg
cgagggtggt
cgaagccgtg
cacccgccag
tgatccgceat
cgggcccgtce
agctgttgac
ggacgtgcceg
gaaccgcggt
gtccggtggt
ggcgcaccgce
cgccccggac
gagctgggcg
gcegteggtg
gcagcgcagc
ctggtgcgag
ccceectggeg
ccaggcggcce
ctccagctcc
gagcaggtgc
ccagccgcecce
cgcgcccagce
gctcccgece
ggcggacccc
ggacgcgacc
gcggegeagg
gcgggcctge
ccggggcage
accaccgctc
caccccgegce
gctccteggt
ccgacaccgg
agaacgcctg
ccagctcgtc

tgccgecgege
ggcccgegcet
gggagacgct
cctcggcecta
gggttcaggt
gggtggtggce
gctgcgacgg
acttctcgca
cgaacaacct

ggcaccggcg
cggagagggc
accggctggce
tgctgctgge
ccgggttecg
ccgggtegge
tgacgatctc
accgggacgc
ggtcggtgct
cgccgcacgce
tgttcgacga
ggccggaggt
¢cggggcggce
ggctggagga
cggceecgggga
gacgcceccgce
gtcggcgagg
cgggttcgcece
gtagcccgceg
gtcggceggg
gttcgcgacc
cagcagcgac
ctgccgcagg
ccggtagcetce
gatgtccggg
gccgacgacce
cagcaccccg
gtggggcgceg
cgcggececgce
catcacgggg
acggtgtecgg
gcegcectcege
tcgtactcgg
gtgagcagga
tcecgeegtge
gcccaggccg
gtgtcctcca
cggaacgcgt
gcgeccectecg
cagccgaggt
cggtccggga
gacgcggcca
agcagcaccg
aggcacagcg
ggcgcgtgca
tcctecacce
gcggacggcet
cacacctccce
ccggccecteg
tcacgcgceccce
gcccagcagce
gcaccgggcg
ggtgcggtag
caccaccgceg

63420
63480
63540
63600
63660
63720
63780
63840
63900
63960
64020
64080
64140
64200
64260
64320
64380
64440
64500
64560
64620
64680
64740
64800
64860
64920
64980
65040
65100
65160
65220
65280
65340
65400
65460
65520
65580
65640
65700
65760
65820
65880
65940
66000
66060
66120
66180
66240
66300
66360
66420
66480
66540
66600
66660
66720
66780
66840
66900
66960
67020
67080
67140



ttgcgcegcet
tcgctgegeg
agcaccggcec
cgcagcacgg
tagccgeggt
gcctegtect
aagctgaacg
tgggcgtggyg
cggtccatgt
gtgacggcgg
ggcacggcga
ggcacgatca
tgcgtceegt
tcgaactcgt
agcagggcecg
tccggagaat
gccgeggect
gacctccccc
cagccgtgceg
ttcggggaaa
tcectggggceg
cggtcggcga
agggccagct
ccggcegegcet
cgtggatcga
tgctggecgcc
ccgeccgege
gcacggccce
ggtggccggg
cggcggeggce
cgacgagcgc
gcececgtegece
cggcctegge
acgggcaggg
cgggtccggg
ccgcgtagac
cgtcgtcecegce
cgacccaccc
acgcgatccce
ggccgageag
gcagcaccag
cgagcagcgce
ccegegeggyg
cacgacgccg
ccagcgcacce
ccecgeccagge
ggatcgccecg
cgctgcgecec
ccgcgacgta
cgtcggegtg
ggatgggggt
atgagttcga
ggcgecgecgce
tgcgectgceg
accggctcege
accgggcgcea
aagccctcecca
aggctctgceg
ccggtcagcet
acgacctgca
gcgggcagcea
tcgaaccagt
cgcttcttca

cctcggtgac
ggtcgacggt
agcgggcctg
cggcggagaa
cgcccttggg
cgaacagcac
tggcgatcga
cggcgtectg
cggcgaactg
cctecggegge
ccgecgecgag
cctcggegcec
tggtgacggc
cgacctcgcet
tgcgctcggce
tgctcatgag
gctttcggaa
taatccccecce
cacaatgggg
ggtgtcaggc
ccgcgaggtyg
ggaggtcgcc
cgtggacgag
gatgatggcg
ggtgcacctg
gctggcgagce
gctgctggac
gcgcagegag
ccgggcgagt
gaacccgccce
ggcggcecage
gagcgccege
gagcacggcce
cggcccegteg
gaacggcagg
caggtcggceg
gacgagcacc
cggacggctg
gaccccgtcg
gtcgaggtcg
cggccecgegt
cccgctcaca
ccgecgcecca
ccacaccacc
accacccgceg
cgccaccgcece
cgtggccgceg
ggtcgccacc
cgcgtcecgcece
cacctcgegce
caccgctgcec
cgaaccgacc
cgaccagctc
cggtggtggc
ccgecgcecge
gcctgggcac
cgaccaggce
cgatcggctc
cgccgaaccg
cgcgcegegcet
ccggcaccac
ccecgegegge
ccatggcgtt

gccgggceate
ctgcggcacg
cctggtecgeg
ctcgttcatc
cctgccgecag
ggccecegecce
cccgagcetceg
caggaccggc
gccecgcecatg
ggcgacgtcc
gcgctgcacg
ggggccecacg
gagcgcgtgg
gccgcecgacce
gtcgtcgtge
ccecctgtecec
ttcgacgcta
tgttcccagg
gcgaacggga
gtgggcgage
tcggtgtacg
gggcgeggct
atcgaggcgt
ggctggagcee
tcgaacgtgt
ggtctcatcg
ctggtggact
gacaggccge
gcggegeage
ccgaccacgce
gccecgggecce
accaggtcct
ggtccggacg
agcgccacca
ccaccggaca
caccecgtggg
ggggcggeca
ggccaggecg
agcggcgccece
gcgegeggat
tcgagccgcea
ccececgacctce
cgacgccgcce
accgcacggg
cgggceegecg
tcggcccgcece
ttcgcecgect
tcggtgatgc
ccgectececg
acggcgtcect
tceceggtgcec
ctgccacaac
cgccagggtc
ggtgacgggc
gctgceccgge
cagcgcgccc
gtccaggtcg
ggcgttgttg
cgccaccagce
gccgtceccacg
gaacgacatg
ctcggeggtg
gatccgcegtc
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cggaacatcg
acgccgtcga
atctgcgagt
cggaagttcg
ctgtgcagga
tcgcccgecg
ccgacccgct
acgccggtge
tgcacgggca
aggcagtagg
gcctgcgagg
tcgagcacct
ccecgegecegt
cgccaccact
tgcggccagg
gtcgttcgeg
ccgattcecgce
ccatcaccgc
accggggcegt
tgctgectggt
ggaccgacac
ggtcggtccg
cctacgacac
tgcgggacgce
gggcgcegega
cgggcctggg
gaccgcegtc
cgagcagcgc
ggtcggcgac
acagcgaggyg
cccgectecgac
ccceggtgac
cgaacgcctg
cgacgtgccc
cgacgccccee
cacgggcctc
gcccgecgag
tgacgacccce
cggcccgcecece
caccgtcccc
gcgccacctt
ccgeegtceceg
cgccacaccg
cctgcggtceca
ctcacgaggc
gggcgtcgcee
gcagcgcectc
tgcgcgecge
cgccgceccag
ccacccggcce
tgacgcggac
cggcgcagcet
gtcacgccgt
ccgtggtegt
gcgggcegegg
aggtcctgcet
gtggtcagga
ttgaacgagg
cggtggaage
tgcgtgaccg
aactcgtggt
accacgggcg
tggttctccg

ccatgtagct
tcecececgcecag
ccagcctgcecce
agcccgaggt
cgaacgcctt
tcatcagctt
tgccgegeca
tcgtggacag
tgatcgccga
tgtcggggtce
acgagatgaa
ggagcgccag
ggtactcggc
ggccctggte
ccgggaactc
gaaatggcgc
agatcccgac
agcacgcggg
ccgcgegcecce
gaacgggccg
gctcgcggac
ctcggtgcecag
ggtgggcgcg
gctggcgaac
gagcttccgg
cgcgecgeggce
gcgcgcgagce
gggccgeacg
cgcgtcgacg
ccgcgcecagce
cgcggecccge
cggegcegecg
cacgcacccg
cagctcgcag
gccgacgceg
ggcgagegceg
gaaccccgceg
gccgtcgacg
ggcgaggtcg
aggccaccgg
ggtccecgceg
cacccctegce
atacccgcge
cgacgccgcce
caccgctcac
gctctccacc
gtgcgcgceccg
ctccaggcac
cttctccagce
cgcgeccgggt
ccggtcagcecc
cgcgcgtcaa
ccacccggcet
actccagcga
tgcgcacggce
¢ggggcgggc
agctggtgag
tgttgagcag
gctctcccga
cgcccagcetce
gccccagegce
cgaacggccg
cgggccegggce

cgggttgcgg
cagcgcggac
gagctgggcyg
gaggtggaag
ctcccactgg
gccgttcetgg
gtgggcgcecg
cttgtccagce
ggtgcgggag
gacgtccacg
ggtgaaggcg
ctccagcgeg
gaactcgcgce
cagcgcgcgce
gatgcctgceg
gggggaattc
caaccccctt
cacagcggca
cggcggcgcet
aacctcggca
gtcgagaagg
cgcaacggcg
atcgtgaacc
tacccgcgcece
cacgagtcgg
taccggttgg
ccggccgegt
ggcgcggtceg
tatccgggca
tcgecgacge
gcccacccge
ccgagcectgg
gcccgeccge
gacccgcegct
gtccccacgce
gcgaggtcge
aggtcgacgc
gtgccgggga
gcgacggcge
aagccctcecce
acgtccaccc
cgcaccacca
ggtcctecget
acacctccac
gacgccgcecg
agcgcgaacc
ggctcggggt
gccaggcagg
agccgcgtca
ggtgtgccgg
gagggccggg
ctcctcggac
gagcagcgceg
cacctcgtgce
caggcgggtce
ccgcaccagg
cacgtcgtcc
caccggggtyg
ctcgggcgtg
ggccegectg
cccggacagg
gaagctctcc

gtcggcgatg

67200
67260
67320
67380
67440
67500
67560
67620
67680
67740
67800
67860
67920
67980
68040
68100
68160

68220

68280
68340
68400
68460
68520
68580
68640
68700
68760
68820
68880
68940
69000
639060
69120
69180
69240
69300
69360
69420
69480
69540
69600
69660
69720
69780
69840
69900
69960
70020
70080
70140
70200
70260
70320
70380
70440
70500
70560
70620
70680
70740
70800
70860
70920



atgctgeggt
acctcgecegt
tccaccaccg
ggcccegagceg
gctgeggegt
acctcgtcga
ccgcecegecga
agcgcgatcet
aacggctcgt
ttcggcacct
ccggagaaga
tactcgtcge
gacttctcca
gtgccggagt
gagtgcaggt
tcgggcagcet
cgcagcggcea
tcggggaagt
cactcgcgga
tcctecacgg
aacagctccg
ccgagcacga
gtcgecegtcea
tgggcgcggyg
cgggcagctc
tctccatcat
gcgccgcectyg
ggcacgaggt
tgccgaccgce
cggggtcgge
tctggcttgt
cgacgaccac
cgeggetgge
cggtgaccac
tgtacaggcg
cgacgaacgc
ccgacttgge
cgagcacggg
gcccgtcegag
ccaggagggt
gtgcgggggt
tccgegeggg
gccctcgatg
gctggcgcecc
cgaggccagg
cagcgcgcetg
caggtgccgg
ggtgtgctcg
cgacacccgc
gcccaggacyg
ggcccggcac
cacgacgacc
gtgggcggeg
ggtgatggtc
cgcecgcecage
gagcctgcgce
gcacagctcc
gccgtgeggg
ctecgecgcegge
gaccagcccg
agcgtggtca
acgacgtcga
gtgccggacg

gccecgagege
cggcgagcag
gcgaccagtce
ccgccgacac
acgcggcecgece
acagcccggce
acgcgagcegt
tctcggtcege
ccttgeggeg
tggtgttgcec
cctecgeggta
cgaagccgta
ccgggtagtc
tgtecctcecgece
aggacgagta
cccagccgag
ccctcgggtyg
agtagccgac
tggcggtgga
cggccacgag
acatcgacgg
gcatgtggca
ggcgeggggce
cttcgeggte
ggcggcgceag
ccggttgegg
gtcggtgage
ggccagcagc
gccgtgegge
gagcaggccg
gcgcagggtce
ctccaggtcce
gtcgcecgcectceg
ggcggggctyg
cacctcgggce
gatcgtgcgg
gccccagcecg
ccaggcgtgg
cgcggtgatc
gccgegcecac
ctcggtcacg
gceceggcetge
atctccatga
gcggagcecga
tacttggcct
gcgtgcetcge
gcgacgagct
acggecggcegyg
ccgtaggtca
tcggcggegyg
ccgetggggt
gcgctegecce
gtgatccacg
gtggtcatcg
ccgeccgagg
gcggtccacg
cccaccgacg
gcgccgacct
agctcgececg
gccagtgcga
tggtgttgac
aggtcgactc
cgaacaggtc

gcgcggeccg
cttcgcegeg
cgcgagecge
cagccgcgec
ctecgeecggeg
cttgaggatg
gcgcagcccg
ctcctgcagce
cggccggaac
gatcaggtcg
ggtcgacggg
gccgageagg
gtgcagcttc
ccggecgtceg
ggcgtgegec
gtcctcgege
ctcggtgtag
cgecgtcgacg
cgggaacttg
ctcgccegteg
gacgaggtcg
tcaccttgat
gcgacggcegg
ggcacgaggt
gcgcagtcgg
tcggtgcegcece
caggtcagca
ttgaggtgcce
ccgaaccggt
cgcagcegcecce
agctcctcga
agggtgcgca
aagcctgcgce
aactcggggc
agggcgeggg
tgggcgaagce
atctgcggcea
tcgtggtcegt
acctcgcegga
agggtgttgt
gctgectgcetce
gcacgtgctg
gcttecgegte
gcagctgcac
gcaccgcecgce
tcgecgeggge
ggtggtcggce
ccaggcaggc
gcgeggeggt
gcacccgcac
tcggcaccct
cgcccecggta
acttgcggcc
cggacaggtc
tgagcctgceg
ccgccatgcece
cggtcagctce
gggcgcacag
ccaggtccca
cggcgtceget
ggtgcggaag
caggtgcacc
ggtgtccgge
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aactcggagc
gtctccaccg
gcggcgacct
gacggccgcet
cccgegtegt
cggccgttga
gtgacctcgg
gcggeggega
ccggecggcga
tactcgccct
tcgccggacg
aacgtggcgt
tccaggtgcg
aagatcacca
tcgtggtgcg
agccgcectget
acgtggttga
tcgtccacgg
gtcgtcttct
cgcaccaggg
gtctcggegyg
ccgggaggcg
cgaggtcggg
ggaagcgctc
cgggggcgaa
ggaagtcggc
gcgtcgaccc
acacccgccg
cggacatggc
ggtcgtcgta
cgcgggteag
ggaactcctc
ggtacatcag
gctcgggceag
ccacctcggce
cgagccggtc
gcacgaagta
tgcggetgge
cccgcectcgaa
ccaggtccca
cctgagcgga
ggcgagcacg
ccggtgcgec
cgcgegeccg
caccgccagg
ggcgacctge
cagcacgccg
gcgcaggatg
gaccaccagc
ccecgtccagg
ctccacccgce
gtgcccgaag
ggtcaccacc
gctgcccgceg
caggaaccgc
ctgggaggtc
gcecgttctce
cacccccagce
cceggceggceg
caccgccceg
ctgtccaggce
acgagctcca
tcccaggtcet

ggcecgtgcge
ggtccaccag
gctecgtecegt
ccagcacgcce
gcgaggceggyg
gcgtggagtt
cccagtgccc
agtcccggtg
ccagcgcggg
tgtcgcgcag
gggcgagcecc
tcaggtacag
cgccacgcgce
ccagcgcctc
gaacgtagac
tgatcagctc
gcaccaggtc
tcgecgececgce
tgacgcggtt
acgctgccgce
gcgagaagtt
agggctgggg
cgaggtcagc
cacgccctece
cccggcecgaac
gaccaggtgc
ggcgcecgagce
gcgeccgctcec
cacgaccagc
atgcacgccg
gtccgectcg
gtcgggcccg
ccgcecgctge
ggaggcgacg
gcgctcgacg
ggcgatggcg
gtcggcaagg
cacggactgc
cgggacgacg
gaccaggcac
gttcggctgce
agctggcaga
cgcgccacca
gacccggcgg
tcecggcgagt
tcgccgacgt
ccgccectgcet
ccgacgcagc
ggcagcggca
gtgatcccgg
acgccgggeg
accaccagca
acctcgceccgt
cceggetcge
tcgcgetgcet
atgacgctgc
cggctgccca
ccgcccagcet
cggtcgccga
cctcccgeag
ccaggtccgg
tcgcgaacat

gcttggtgceg

ccagcccage
cggcgtcacc
gccgaggtcec
cagcgcggceg
gtggatgaac
gtgggcgacyg
gagcacgtgc
cgcctggcetg
ggtgaccagg
cgcgtgcagce
catgaccttg
ccecgecgagg
gtggtagacc
gtccgcgecce
gagcttgtcg
gcgggagaac
gaggtggtcc
gagcgcecagg
gagccgttcce
gtcgtggaag
cccgttgatce
cgcggagggg
cgcagcgegg
tcggtgggcg
cggtaggcga
gcgcccgege
gagacgacgc
agcagcacga
acctcgtgcg
gtggcgttca
cccgecgcegeg
gtgaagccct
cgcgagtcgg
tcggcctecgg
gggctgtcegt
cgcaccgacg
cccaggcegtt
aggacgccgce
tcggecgtcect
ttgaccgtcg
gctggtcaag
tctcggaggt
cgtgcccgtce
cggcctcgcg
tcgegtcecca
gcaactcggc
cgcgggtegt
cccacgccac
gcceggtgec
agtgcccggce
cgtcggcggg
ggtccgcecgta
cgceggtgte
tgaacccgac
cggcggtccce
gcagcgagcc
gcccgaggcec
ccaccagcag
cgcgctcggce
ccgcagcacce
ccecgtegatce
cgaggtgacg
ctcggcgagg

70980
71040
71100
71160
71220
71280
71340
71400
71460
71520
71580
71640
71700
71760
71820
71880
71940
72000
72060
72120
72180
72240
72300
72360
72420
72480
72540
72600
72660
72720
72780
72840
72900
72960
73020
73080
73140
73200
73260
73320
73380
73440
73500
73560
73620
73680
73740
73800
73860
73920
73980
74040
74100
74160
74220
74280
74340
74400
74460
74520
74580
74640
74700



aacgcctgcea
gtcacagctg
cgtcgcggac
cggccageac
gcggtcececegt
ccgtgceectce
tcacgaagcc
ccacgagggt
ggatcaggta
gceecggcecag
cggtgagcgce
cctccaccac
cccgcetegeg
ccgecteecg
cgtgcccgac
gcaccgtcect
gtccggtecg
cgcgcccgac
tccecgaacge
gcagtaccga
cacctcggaa
cggtctgegg
ggaggggcag
cggcacctac
tgtcgtgacc
ggcgggegte
cctgcacgcece
cgtccactac
caacacgctc
cgtgcgcgag
gatcgcggac
cccccggaga
tacccgttcece
ttacgggagg
ctcaccggtc
gccaaccgcg
ggcaagatgg
agccgceccecyg
cagctcgtge
tccectggtga
gactcgacgc
tcgatggteg
ctgatcagcce
gtcgccaccg
ctgggcacga
gccggtttcg
accggccgceg
ggcgtgatceg
cgecctcgacg
cagtgcgtgg
tgcggcectge
tccatgaacc
gggagagccg
caggtcgcce
cggcctgteg
ccaccagcge
ccccagcececg
cgaccccgag
ggaacgcctg
gggccccaac
cagcgccgtce
gctgatccge
ccacctcgac

cccgcectecggce
tgcctteecg
cttgcgcagce
gcgcagegag
gcggtggcecg
ctggacgacg
ggggccgtcg
ctccagecgceg
cggcgggtte
ctcgtcgatc
ggcggececeg
cagcgagacg
gtcctcgggce
cgccecgeccyg
ggccagggag
gccgtectge
cgcgecgtcece
cccctgacct
gccgtcaaat
tctececgaatt
atcctcgact
gagcggaccg
ctgctcggece
accgggtaca
tgcgacgtcg
gcggaccgca
gagcacgccg
tacgagcgceg
tttttcgggce
ctgaacgcgce
ggaatcacgc
gaaaggccgce
tgcgggaccg
agcagcccgt
acgaggtgtg
cccagcecgceg
acgacccgga
tggaggcgat
aggcgggcetce
tcggecggegt
gcgccctgga
ggttcgtgga
gcctggtget
tgatggtcgt
ccgegetcect
ccaacgccgt
tggccctgga
tcaacctgcc
tgaccaggca
gcatgacgct
cgggcctgge
tcggectgeg
atgacccgca
gagcacccgt
cgggtgcgec
gagctgctgc
attcgcatcg
cacaaccggc
cgccecgtteg
ccggtcgacc
ctgggcctge
caggacgtgc
cgcgtcctgg

caccgcgteg
tagtcgtaga
agcagctcgce
tcggccaggt
aggcagtcct
cggatcgcegt
ccgacgacga
tcecgegecgg
atgaagtgcg
gggatcgagg
gccagcacct
tccgcecgacgt
agcgcceccgcea
accttggceccc
gtgatcccca
tctccecatceg
cggcacgcgce
gcccecectga
cgtcgattga
ccacggaaga
acgtccgege
cggttctccc
tgctggtgceg
gcacgctgtg
tcgcgaagtg
tcgacgtccg
tgttcgacct
cgctgacgcet
gggtcgccga
tgctgcacge
tcgcecegtgaa
cgcagtgttc
gggcgactgce
caccagggtce
ccgecaccgcce
cttcgtgaag
gcacgcgagg
gcgceceecgeg
ccececgecgac
gctcggegtg
cccgtcecectg
cgacctgtgce
ggacttcgag
gctgctggceg
gcgcgacccce
cgaggagctg
cgacgtcgag
cgcggcecaac
caacgcccgyg
ggcgegegte
gcctgcecacyg
ctcgctgeceg
ccacccccac
tcgacccgcec
tgtgggacgg
gcgacccccg
aggacaagtc
agcgccggat
tgcagcggat
tggtcaccgce
cctactccga
ccececgecagga
gcgacaagat
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gcggtgagceg
agccccgccece
agggcgegga
tgtccaggcc
gcatgagggc
cgttgatcat
ccggtgtgceg
tgcgcgegece
tgccgatcag
aggtgttgga
cggccttgac
cggcgagcga
tcagcctggce
ggtcggtctc
ggcccatecgt
cgctccceeg
attccaccct
acccccctcea
cagccgcaga
gtcctcccecce
gacctcgttg
ggccgcegtec
cctggtcggce
catggcccgce
gccggacatg
cgtcggcgac
ggtgttcatc
gctgcgcacc
tccgtecgeg
cgacgagcgg
gcggtgaacc
accgaggacg
ccgttcgege
cgcctgtggg
ctgaccgacc
ttcgacatcc
ctgcgccgcea
atcaccacga
ctggtggccce
gcgggccccg
tccgccgagg

gcggccaage

cgcaccggcg
ggctacgaga
gagcagctgg
ctgcgectggce
ctggacggcg
cgcgaccceg
cggcacttcg
gagctgcaga
ccgttcgagg
gtcacgtggt
ccccgacctg
ccctegactce
cagcaccccg
cctcagcgcg
gacgttcatc
ggtcctggge
cgtcgacgag
gttcgcgctg
ccacgaggtc
acgggccgag
gaccgacccc

cgccgggetg
ggacttgcgc
gcgggggtcg
gatcaggtcg
gtccacggcc
cgggtggacg
ggccagctcg
ccggacgacce
ccgegcecggg
caccagcggc
cggcagctcc
ggtggtggtg
catgcgcagc
gaccagcacc
gccecgcegeeg
ccgcggccac
cgatcgtgtg
acggaaccgg
actgttcata
atggctcagc
cgcgacgacg
gcgctgcagg
gcgcgetcgg
gcccteceecge
ggcaggccegt
gccecgcgceca
gacgcgaaca
ggcggectgg
accgatccgg
gtcgacatgt
cgcccgaatce
tggccaccga
cacccccgeg
acggcagcac
cgcgcttcag
cggacgacgt
tggtcgccgg
tctgccacgce
actacgcgtt
gcctggacga
agatgggcgce

gggccgcecce’

agctgacccg
ccaccgcgaa
cctteectgeg
acaccatcgt
tgctcgttcce
acgtcttccc
cgttcggcta
tcgegcectgga
acctggactt
gagcaccgac
gccececggagt
cgcgaggcge
tggctgatca
gacttcctgc
agcagcttcc
ccgttcaccg
aagatcgacg
cccatccegt
ttcgagcgca
gccagcgagg
gccgacgacc

ggaggaggtc
ccgaggtgcec
ccggtgeget
gccgtgagcea
tcgacggagg
atccggetgg
cccagcacgc
tcgaccgtgg
tcggggacgt
acgcgcggcec
tcggtgaccg
agcagctcgce
tgggcggceca
accggcacgce
agaacggcga
cgcggccgcce
ccgggaaagg
aaatcgaatg
gactgtggcg
agatcagcgc
acgtgctcge
tggcceccgga
tgctggaggt
ccggcggacyg
tctgggagceg
ccctggeecgg
agtcggatta
tcgtcgtgga
acaccaccgc
gcctgetgece
gcgccgaatt
cctgcecegece
ctacggccaa
cccgttectg
ctccgacggce
gttcaacttc
gcacttcgceg
ccagctgcgce
cccgatceccg
gttcgecgegce

cgccatcaac -

cggcgacgac
gaagcagctc
catgatcgcg
cgccgagccce
ccaggacggc
cgcgggcetcece
cgatcccgac
cggcgtceccac
gaccctgctg
cgccctggag
cgtccaccag
tcccgatgec
aggaggcggg
ccaagcacgc
gccctggcta
cgctcatgga
tccgcaaggt
aactcctcge
ccctcgegat
acagcgccgt
agctccagca
tcctcectecega

74760
74820
74880
74940
75000
75060
75120
75180
75240
75300
75360
75420
75480
75540
75600
75660
75720
75780
75840
75900
75960
76020
76080
76140
76200
76260
76320
76380
76440
76500
76560
76620
76680
76740
76800
76860
76920
76980
77040
77100
77160
77220 -
77280
77340
77400
77460
77520
77580
77640
77700
77760
77820
77880
77940
78000
78060
78120
78180
78240
78300
78360
78420
78480



cctgggcegea
cctggtgctg
gctgctcegg
cgagaccgcc
cgtggcgacc
gctggcgacc
ggacctgcgce
gggccagtcg
cccgaccttg
ctacggcgtc
gcagacctcc
tgcccgtcecc
acgagcagtt
cggacgtgcece
gggtggacgce
agatcgtgeg
agctcgccac
ccgacgceccecat
cgatcctgca
ccggaggcecg
accccgcecgat
acgtgccgat
agaccatgga
tcgacttcga
cagaccgcecc
ggccgagetg
ggactcgcca
cctgcacgtg
cctgcgegcg
gatcacccac
ccacgcagac
cgagtccecctg
gcgcccaggce
cagacaccca
cgactacccc
cgaccacacc
cctgctgttc
agccgaacac
cggggcgagce
tggcgcatgt
gacttgtcgce
agcggggcag
gaggtggttg
caagatcagg
gagcagtggg
catcgcccag
cgctcaacct
acaaggtctt
tcctecgegga
aggtgcccta
aatcgagatc
tcgtecctgac
cagggtgtgt
aactgcgaat
acgctgcetge
gatcttctgc
taccatcgte
ccgettggee
cccgacaacce
cgcccgaaca
catgacaccg
cgccagcectcece
acttcttgcc

cgggtgctgg
gcgggcegggce
caccccgacc
gtcgaggagce
gaggacgtgg
tcgatcggcea
aggccggtga
ctggcccgca
cgactggcga
tacgagctgc
cgcaagccga
cgaggaggtc
cgagaagttc
catgcgcgag
cgaggaccgc
caccaccggce
caggctggcec
gcggctgecg
catgccgtcc
cctggtcecctce
cgagggcttc
gctgcaccgg
acgcacttgg
cctggcggag
gtgaggcceg
gaggggggcg
acgccacgcg
accacgggcg
gtggacctga
gcgacccacc
gcgatggccc
atccacatgc
gggcgactgg
gcgataaccg
gcactactac
gtccaacgca
cacccacgcg
ccgtaaccac
gcagcgagcce
caaattccca
gcttcggtge
cttggaaggt
tacacgcggt
agtgcggcecgce
gcgacgagca
gtgggcgatc
ggaacgcgceg
gctggtttcg
€gggggcggc
ttgctgecgg
cggggcegcetg
atcgggccge
gcgagacact
cgcaaagcgg
ggcgecggtcee
cagcgcctcece
gcgtacccca
tcecttggegg
ctgcctgceca
ccgtgccaca
tgcgcttegg
agcgctegtt
ggtacccgcec

caggcgagat
acgagaccac
agctggcgcet
tgatgcgcta
agatcgacgg
accgcgaccc
agcagcactt
tggagctgca
ccgcegcetgga
ccgtcacctg
cceccgaaagg
ggcaagctct
aaccaccagc
gcegtggtge
gtgctggacc
gcacgcgtcg
accgaggcgg
ttcgaggacg
agggagcagg
accgacttct
tgccgaaccg
gtgggcctge
cgggagaccc
ctgttcggceg
tcececgagge
cagccgacce
cggaggcggt
accgagtgcet
ccggecgcecca
tggccaagtc
tcecegttecce
ccgaccgcga
tcctcaccga
agttctgccg
accgagcagg
acttccgcga
acctggtggg
gcggtggcegt
cgcgcagccce
ctgactgcca
cttaaggccg
ggagttcggt
ggcgggacct
ggtgcgtata
gcggggcggy
gcgcgagcect
actgtttcgt
gagcgcagtc
ctcgtgtctt
gacgaggtca
agcgceggtga
gcatggccecg
ccgggactcec
cccggcecgcea
cgccggaact
agaaccgaga
gagggtgtcg
cccggcecaag
acgcggcttc
gcacggcccg
ccagtgacca
cagcagcgtt
cacgagtgcg
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cagcaggccg
cgcgaacatg
gctccaggcg
cctgacgatc
ccaggtgatc
cgacgtctac
cgcgttcage
ggtcgtcgtg
gcgcatccceg
gtgaccccgt
ccgttceccat
acgaccagat
tgcacatcgg
gcctgaccga
tgggctgegg
tcggcgtgag
gcgtgggcga
agtccttcga
tcctgtcecga
tcgaacgcgce
cgatgacgac
gcgtgcggga
tggagatcgt
tggacgagtt
cgtgggccgce
gaacctgcac
agtgcgcttc
ggacgtgggc
cgtgaccgga
cgcgggccac
ggactcctcg
gcgggtectg
actgttcgaa
agcatcgatg
cctacgccta
actggccgat
cgtcccagaa
cccccacgga
cactcccgeg
acagatcatg
agctgggatg
gagcagaggc
gcgcagtagg
gccgagttcg
aagcgctttg
cacggatcgc
ccagacgtgc
tgagccggga
caccggtggt
tcccececggag
acgcctcgtc
aggtggtcag
gtgcagaagg
aaggggtcgg
gcttgccgag
gcagtcgtcg
ctcccgttca
atcgccgagce
cggcaccccg
cgcgttgecce
cgatcggctg
accgaccaca
gcggtgegcet

gaggcggtcg
atcgcgctcg
ggcgacgacc
tcgcacaccg
cgcgegggeg
gacggcgacce
ttcggcaccce
aacaccctct
ttcaagcacg
cccaccagac
gagcgacacc
cctgaaggac
ctactgggac
gctgatggtc
catcggcggc
catcagcgag
ccgcgcecacce
cgcggtgatg
ggcgcgecgg
accccgcacg
gatggccgac
gctgctggac
cagccagaac
cggctgcctg
ctgtacgacg
atcggctact
accgacgaac
tgcggcecgtag
atcagcatca
gcggacaaca
ttcgacgcgg
aacgaggcaa
cgcgccccaa
gtgtccctgce
cgggaactcc
ctggtaggcg
ttcggctgcet
cgccaccgcc
tccectettcet
tgccgtttga
ggggcactgt
agcacgtccc
ccgctatccg
gcggtcagca
accttcctcc
ggtcacctca
cagggcggtg
ccaggacgac
agttgacctg
cagtttctca
cagcgagtcg
cggtgagcgg
tcgatcaggce
gccgectgeg
caggtcgatc
ggcgtgcagt
ggggcgacca
atcaggtagg
cgcgectegt
tcgctegtcet
tcgggatcgg
gcgcggegec
gcacggccac

acatgaccgt
gcaccctcgce
ccgcecectege
ggatgcgccg
agggcgtggt
cgcacgtgct
accagtgcct
accgccgegt
acgggatcgt
ctcctgccac
acgctgtccg
gagcacacct
gacccgacct
gagcgcecctgce
ccggecgaccece
gagcaggtca
ttccagcgeg
gccctggagt
gtcctgcgcee
ccggggatge
gtggacgact
atcaccgagc
gaccgcccgg
ctggtcgccg
acctgctgga
gggacgcgcece
acgtccgccg
gcggcccagce
gcgeccgcecca
ccaagttcct
tcatggcgat
gacgcgtact
gacccacccg
ccaacgcaga
tggacatcac
acgcgaaggg
tcctagcagt
tcgcgggcetg
ccgtgtggece
gcaggtcagc
ttccggactg
gtcgcacgta
caagctgctc
tggtgctgtt
gcceggtgeg
tgcaggctgg
taggcgtgca
aactccgcga
cgcggggcgyg
gcacgccgtg
cacgcgcacg
gaaggcgcgg
gaaagggttg
acgattggtc
cgcceccttgt
gcatggccaa
tttcccacgce
tgcccgacaa
cggcttccaa
ccagccatcc
tgttgcacaa
gatgtccagc
gacttcccge

78540
78600
78660
78720
78780
78840
78900
78960
79020
79080
79140
79200
79260
79320
79380
79440
79500
79560
79620
79680
79740
79800
79860
79920
793880
80040
80100
80160
80220
80280
80340
80400
80460
80520
80580
80640
80700
80760
80820
80880
80940
81000
81060
81120
81180
81240
81300
81360
81420
81480
81540
81600
81660
81720
81780
81840
81900
81960
82020
82080
82140
82200
82260



cgatgcacga
acctcgaagc
gtgcgccgat
gcccatcgceca
cggtaacgcg
ggctgcgtca
tcgacggtga
aggtccagca
cccggaggac
ccggcggtcce
aaggactctg
gtggtaacca
cttgatcttt
cgttctectt
cgcaacaggt
gggcccgect
cgggtgtcgce
gacctccctc
cacgctaggt
tgcgaggtat
acgaacagtc
ctcagcaagc
agggaaggat
aggcgacgat
actccgtcat
gcatcagccc
gccacgccgce
gctcggcececat
aggcatacgc
tggcgacgga
cagcggactt
cctacctcga
ccttgtcgat
aagccgacga
tgggcagtga
ggctggcagt
tcagcaagac
accagctgca
caccgcagca
aggaccgcag
gacaggacgg
agcaggtgcc
acggccagcg
agtggtaaac
tttggaggtc
tcttgtggte
tcgecggtagt
gcaacggcgt
ccaccccceca
tcaccgtgat
tcaaaccagg
gcctgcectcect
cagcagccgg
tgctctactc
tcctgggcegce
gcgeccctgaa
ctggcggccea
gcgaacgcgg
agaacctccg
tcgtcaccag
aggcagacgt
agttcgccgce
tctccgtett

tcagccactt
cgtcgacgaa
gcaggtacct
gcagtgcctg
aggaggtgaa
gcaccagcac
ttcccagecat
atctcagctc
ggcgatgatt
acgcgceccttc
gtgacggtgg
gcgaactgag
tcggtcetege
gagatcgccg
caggcggcegt
cgaagaagtc
tcgacatcgce
gggactgcac
gcecggatgceg
cttgaaatag
cgagggtgtc
tctggcgaag
tccegecetcect
cttgctgggyg
ccceggtcetg
tcgcgggtac
gacgttggac
cgacgaggct
agccgetggt
gcgegtggag
ctacatcgcc
cggctcecegt
ctacggagtc
atccgacgcg
ccactaccgg
ggagcgcatg
caccccgcegt
cggagaccgt
ggtgcgctac
gcgctcggat
cgagctgacg
ggtacgtccc
cgatcatctg
cggcaccgag
tgccecegecg
cgaacacccc
gctgctgetc
ctacctgcetg
gaccaggacg
cgcectgtte
caacgccectce
ggtcctgcectce
ttccctggte
cgtgctctac
gggcgtcceccce
gctctaccgc
aggcccagac
catcccggac
cctctectcece
cagctaccac
ccgeggeggce
cctcctggtce
cccgcetcectyg

gtacgccgcece
cacctcgcge
gcccaagcge
ggcttggtct
ctcggggtgce
gcecctggtte
cgcggccaac
ttgcggaatg
ggagtggcga
ggccggcecac
agcggtgcac
ctagctttcg
tgtcgttgtc
agctgaatgg
cgagtctcce
caatcgagct
cccaccgcect
cgaccgttcc
ggccgaaggg
cccgaatcct
ggagagcgca
cgcgcacacyg
cccgegeteg
cagccgtacc
cgcecgagcect
gacgagctgg
gtcctggggg
cggggagttg
caagtcgcegt
tgggcggceca
ggtgagctga
cgccgectgg
ctgcacctga
cacctcgcetg
ctcgegtteg
gacggcacgg
gaacgcgtgg
gaccgcgcce
cacccgcagg
tccectggceag
tcgctgttga
tcacagcgcg
cttgggegeg
caccaacggc
gcgaggegtg
ccgcaccccece
gtcttectceg
atgagcctgg
ctggtggtag
ctcatcgcca
tcctteggeg
tccgecectge
ctecctggecg
ggccgagtcc
ggcggeegag
cgcgccgcag
gaaccagcct
gaggccctcc
gccctgeteg
gtcccccgag
cgaaccgcct
cagtaccgca
gcctacggceg
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aaggcgttgt
aaatcaccga
tccaactctt
gtctcctgceg
gtgatgttcg
acccagtccc
gacgaggtcg
ggcacaagag
acagaagggg
ttggactccg
gcccatcgcet
catcttgtcg
gtcgacatgt
gggatgcttc
cattaccgag
ggcatcccct
gctcctgacg
tccctgtecg
acaacgaagg
ccgtcgecgaa
tagccgtcca
tcagcctcag
tgtcccaggt
gcceccgagga
tggcggccta
ccgccggtgt
ctgaactccc
agcggeagceg
ggaagctggg
aagagtccgg
tcgcagcagce
agcacgtggt
agtcggggcet
aagccegtgg
accgggactc
aagccgtcaa
gccaccacta
tgcacaccct
tcagggaaac
ggctcgegeg
ggggcagcecc
acgctgacga
ccgccgaaga
caccggccgg
cccttcaget
actacgatcc
tgcaactcaa
cgttcttcge
gcgcggtagt
acggcgtcac
caggcaccgc
gcgaaggctc
gctacctggg
gcaagcgcac
tgaccccgcet
ccaagggcgc
ccgaagccga
tggaagagcg
ccgaacgcgg
ccgcgatcect
ggtacttcgt
ccctcaacgce
tctgaaaagc

cgaacagcgg
gcagtttccc
gcgggaactc
cgcgatggcg
ggtgaagttc
gcgegtgttg
agaccacggg
tgttgatcat
aaacgccagt
acgggcagaa
tcggccaagg
ccgcgcacce
ccgccgteceg
gacgtaaggc
gtttcgcettg
tcgattgatc
tgccacgagc
ccgattcagt
gacaagtcga
gcaggtcgcc
acgcaaactg
cctcatcaaa
ctcgcgggeg
tcggagcagt
ccggttgceccce
agccgccgeg
cggcctgcetce
cctgttcagce
ttacgcggac
cgatccgctce
ggagtggcge
gcgcaaggac
cgcggcggcea
catcgcggaa
ggtcaacatc
acgagcccac
catcgatctg
tcagatcgcc
ccttctcacg
ctggatcggt
cccatcggcec
tcaggctggc
agagggaccc
cagagcccegt
ctcaagctct
ccccatgggg
gcgggaaccc
cctectggcetg
cctgatcgcece
cctgctgcege
catcctgtgce
ccccgaccece
cttcgecttce
cggccacacc
cctggcaggc
ttcccecegtg
ggtcatggcc
cgagtccacc
cgtgaccggce
ctccecgecgce
gccgaacgcce
cctggcagcc
acgacccggce

cttcgccceg
tgcggccaag
ctgctgcaca
accggccagc
agtccacgaa
ggcggtctcc
gtccggecage
cgatgcccct
tcgeecgggtt
gttcaccggce
cgtagtcgct
cgacgacctt
gcgctgacac
gttgcgtatg
atcgccgacg
aatagcgcga
agggaggage
tgcattcecgce
acagcccagg
atgcccactg
gctggcttga
ggggtggaac
ctcaaggtcg
cttecgegttce
gctgatgagg
tcgaagatgc
gacgagatcc
ttgctggcag
ctgtcctcce
gcgatgggcg
ggcgccectct
gacgaggccg
cgggccggga
agggtgccgce
tggaccgtgg
gggatgcgct
gcgcgeggcet
aggcgaacct
ctcgcggaac
atgccggtgt
gcccctcaac
gaacatggcc
cacccaccgc
cccectettt
ccactctcga
gctctgatca
agacgactgg
ctcaccctcg
ccggtattcg
cgcgagggcg
gtcgtaggceg
tgggtgctgg
accctcttcce
gcgatcatcg
cgcctggacc
gtagtcgcct
aactacctcc
tcgacctggg
agactcctgg
gcaggcctga
ttccteccgceg
tgcaccgcac
cgaccggaca

82320
82380
82440
82500
82560
82620
82680
82740
82800
82860
82920
82980
83040
83100
83160
83220
83280
83340
83400
83460
83520
83580
83640
83700
83760
83820
83880
83940
84000
84060
84120
84180
84240
84300
84360
84420
84480
84540
84600
84660
84720
84780
84840
84900
84960
85020
85080
85140
85200
85260
85320
85380
85440
85500
85560
85620
85680
85740
85800
85860
85920
85980
86040



ccgcgtcaca
acgacgctgce
tcggtggect
ccacccgcgg
ccatccagcc
tcgtgctect
gacgacgtcc
ccagcccegg
tccgectcge
gccaccacca
acgtccccte
cacgaccacc
ccgatcccga
gcgggecggt
gcggggtgcece
gccgggcegcet
gggtgaggtt
cggcgaagcet
ggatgagcgc
gggccgecect
cccgcggace
tcctggtceeg
gccceeggte
gccectgggce
cgccecctgacg
ggccatcatg
cacgcccecgce
cgacgaggaa
cgaccacacc
ggaggtcgag
gatcggcacg
cacgccccac
agcccgacgce
tccgggegeg
gcgtggeggce
gggccgcegag
tgacgccgag
gcacctggac
cccgegcegge
tgaaggtggce
cccecggtgat
gatgtgcgtc
ccggcgecac
accagcaccc
tagttcgacg
gcgcgcacgt
ctgcccacca
cggctccecgt
acccgcctca
acgaccgacc
tcgtggctca
ccecggeaggt
cacgaggcga
acctgcgacc
cgcagcaccg
accccggtceg
acgtcctgeg
accacccgcc
ccgtgcagcea
gccgagcaca
ggcagcgcct
gcececgcegcecce
agctcggtcg

gatccagcgg
gcagccccga
tcatgggacc
tcgegtcgga
gcagcacgcg
gggtgacgaa
caccgggegt
tgctcacccc
tgcgcgtcca
caacccccega
ccgttctcecg
gcgccacacc
gcgggttgag
gtccgagcetg
cgtgctgcege
gctgcectgg
catggcctcecce
ggtgctggcee
gctgctcccg
ggccgggatg
acccgcacgg
cgcgecgcga
cccaccacgg
acgaccacac
ctggcactcg
gacgaggtgg
ccacccctgg
gcagcggacyg
acctccccac
gacggctccce
cgcggacgeg
ccecggceggcea
cccaccaacg
ttggacgccg
gagcagggce
gcgtcgggeg
gacggcggtg
ggcggtcage
caccagcgcce
gggcccgacg
cagcaggacg
gcggcggege
tccececegtcea
gcgccactcc
ccagcgcgtg
ccgegggeag
ccgtcaccgg
acagcgeggg
ccececgegett
gcceceggcetce
gcgccacccg
agggcaccgc
tcagcccgac
cgacgtggca
cctccagcecge
ccaccgcccg
gccceccectgge
cgaccccgta
gaatccgctc
cgtccagcga
tgcccgecgaa
ggaccgtgcc
cgggcaccce

cgccgaccecg
caggtccacg
gagcggcagyg
gagccagatg
cgcggecceg
cccacccegtt
cgtggcaccg
cgcaccggtce
caaccgccac
caccgcccaa
cagacgacct
cgccccacge
caggcagccece
gatgcagccg
gtcgcecgggg
ctggacgggt
accgggttgt
accgcccagce
acgcacccca
cccagcacgg

cgceectgggg
cgceggtggg
ctccggceacce
caccaacccce
ccggggecge
acgccccaac
ccgaggtgcg
acgtgctgct
tcgeceectgeg
ccgacccacce
gcctgetget
agaccgtgtg
aggccacggce
gcgcactccce
ggtccggcgg
cgggcgcecga
caggcgccga
gcececcggaga
gggccggtgg
aggtgggccc
gcgagctgceg
agggcgcgga
cacctcccge
gtcgecgcecacg
gtggtaggceg
cggcacgtcc
cgcgecgecgce
cctggggttg
gacggcagcc
gatcagcagc
cacccggtgce
gaacccgccg
catccgecgce
gtgcagcccc
gtccccacce
gtgggtgcge
cagcgcgcecc
cccgagggceg
cgccgggaac
cagcccctcg
caccacctca
ctcgtcgagce
gccgageagc
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aaggccacgt
tcctccggaa
tagcgcccat
tgcaggtcgg
ctgcgcagca
gccagcaccg
ctgcccgecg
gagacgctga
ggctggaaca
accgctctcc
gccaccatgce
agcgactagg
accgcagttc
cggtggtcac
agatcgacac
tgcgegggcece
cgctgctgat
gcggcegtgcet
ccgtggacct
cctgaccacc
ggacgagatc
cgcgggegct
ggccccgaca
ggtcctggge
agccccagcece
caccccaccce
ccgctggacc
cgtggtcaac
cctcaccacc
acgcccggac
gatccgccag
ggcggagcetg
ggatctcacg
cggtgagggg
acgagacggc
gcectgeecgg
gcgcgcegect
ccatgagcgc
gggtgaggcc
agcggceggec
gcaggacacc
gacgggcgeg
cgcagcacat
cccaccacag
cccgtcaccg
tcggcgagea
ccgceccgge
tcgctcatge
acccggtaca
ctcggcaccg
gcgaacccgce
ccgaggtcca
gccgectect
accagcctca
gccagggaga
gggtcgacgc
agctgctcga
gccttgaggt
ccgaccgacc
tcecgecacce
gcctceccggca
acctggcagg
agctcccccce

tgaaccggtc
tcaggtagtt
cgtcgtactt
gccecgtcecga
cggtggcggt
tcggctggte
ccgccecggt
actcggcggg
cccacagccce
tgcgcaccga
cacgggtcge
ctgcccaccg
gcgctagtgg
ggtgggttcc
caacgtcgcecc
aggggtgctc
cgaggccgcce
ccggececgetg
ggccgtggac
ctcggtccac
acagctggtg
ccecgecacgg
ccgacaccga
gcaggtgtcg
gacaacagcg
acccecggcecg
ggcgcgetge
gagctggteg
acccccgage
ctcaccgcgg
ctgaccgatc
ccgaacgtcc
ggaagagcgce
tcgggeggeg
catcagcagc
caccgggccg
gcgggccgeg
cgcgceecgceg
gcaggccggg
ccggatctcg
gacacgggca
ggcgagcgct
cctccteegt
gcggcectgece
gcaccgccag
cgtcacccge
cgaccaggcg
ccccgtcecac
gcgtcacacc
gcacgcgccg
caaggtcgaa
gctgctcgat
cgtacaccgc
gcgacggcetg
agccgaactt
cgggggtgac
tctcgtcgaa
cctcgggegt
gcgcgatcge
accggtacac
gcacctcccg
gcgtgccgaa
gctccagccg

gcaccacacc
ctggttgccg
gccccactcc
ggtggagaac
gcceccecgegte
ggcggtcgee
gctcgacgcc
cagcgectceg
gacgaccgca
accgcgcacc
gcccgatgac
gggtcgccag
gatggaggga
gacgtggtgc
gacgaggtcc
gacctgaccg
cggcgeagge
cagctgaccg
gcccagcetceg
gggcggcctg
gaagacgcga
cggcggaccce
ccccagcccce
ccaccgccac

cgggaaaggc

.cgctggacct

tgatcgacgce
ccaacgccta
acgtgcgegt
gcctgegeca
gctggggcag
cggcgacctg
ggcggggeac
gagtggatga
ccgccgaccg
accacggagce
ccctcgaage
ccctggacca
gaggcggegg
ccgaggtggg
cgaccgcgtce
gagggcccge
ctccecgecge
cacggcgttg
caggtccccecce
ctcgcagtgce
caccgcgtac
ggccacgaac
agcgceccgceg
cagcgcgcac
ctccccectcec
ccgcaccccg
gacgtgtcgce
ctcgaccacc
ctggtcctcce
ccggaccagce
cgagtccacc
cttgacgttg
cagctccccc
ctcgcggcecac
gaacccgcgce
ccgggcggcyg
ggtccccagg

86100
86160
86220
86280
86340
86400
86460
86520
86580
86640
86700
86760
86820
86880
86940
87000
87060
87120
87180
87240

87300

87360
87420
87480
87540
87600
87660
87720
87780
87840
87900
87960
88020
88080
88140
88200
88260
88320
88380
88440
88500
88560
88620
88680
88740
88800
88860
88920
88980
89040
89100
89160
89220
89280
89340
89400
89460
89520
89580
89640
89700
89760
89820



ggccacagcce
gcgagtgtca
gtccctgacg
ctcgaacccg
acgcctacct
ctccgagcecg
cgaatgtccg
gcecgcgececyg
cccgegggca
ggcgtcgact
gcggtctcge
atgtaccgcc
gacctgctgc
acctcgtgga
aacccgcacg
ctcgtgetgg
ctggtcgcgg
atcgcgaacc
ggggtgctgg
tccgggtteg
gccgaacgcce
atcatgtcgg
cagttccgcec
ctcggcgagt
ggcgcgtecg
atggccccgg
gtcggcatca
ggcatcctgg
gggcggcggg
gtggagaacg
atcatcgcecg
atcgagttcg
ctgaccgtga
gccgagcage
gacgtggtgg
ggccaccggg
ctggecgcectgce
agcccgctgg
gtgcgggaga
ggggcctgag
gggtgctccc
cgatcgegeg
cggcggegte
gaagagccac
cgctgcegeg
cgceceecgegce
ggaacacgtc
ccgggcegcegce
gaccceccgcece
aaacagtagt
aacgtaaaac
ccecegttgea
gggagcacgc
ctecgtcectcg
acgccgtegg
ggccggagaa
cgccgegetg
cgccaagcac
gcagcagcgce
cctgctgtac
ggtctecgecc
gtcctacgtc
gaacttecgtc

ccgcectecag
tgccecgecag
gcgtgceeggg
gcggaagcac
cacggcgatt
cgcggggacg
aaacaccggt
ccaaccgggt
ccgaccagca
acttctcgac
cgctggcgac
gggtggcgcea
cgttctggcg
tcatcacgat
cgccececgegtt
gcggggtgtt
tgttectgcet
cggacgtgct
gcgtggtegg
agaccggggt
tggcgaaccg
tgtacctggt
ccggeggcega
gggtcggcac
cgatggccgg
actggacgcg
cggtgatctt
cgatgatggt
gcgcggectce
tgatcgagaa
tctegetggt
acgagaccgc
tcgcgaaccg
gcggggtgaa
acccgtcgga
tgctgcgcge
gcgactgcac
ggcacctgtt
tcatccgggce
cgggcacgac
ggccagcaac
ggcgtggteg
ctcaacgccg
accaactggg
€ggcgcgggyg
caggtcgcac
gcgcatcgeg
accccggcega
cgtcacaaac
agcccattcg
cgcctggtca
ccettttgge
tcatggccga
gcattcgcgg
tggcgtgetg
gttctgatgt
gccgecgect
accaaggtcg
tggggcacct
ctgatgcagc
ggcatggcgt
ccggagaccg
tccggegegg

ggceggtteg
cacacgecccg

cgggattgac
ccccgaaacg
ttgatgcttt
ttgacttctc
tttcgeegtt
ggggcgetgg
cagcacgcecc
cctgtcctac
gctgctgatc
cgagtcgccg
cggcaagctg
caccctgtcg
cctgcacggg
cctgctggge
gctcaacgcg
ggacggctgg
ccecggecectg
gagcatgatg
cgtccgcaac
ggccaccagce
ggccaacggg
ggcctacgac
gctgatcaac
cgccgtecga
ccaggccgac
gtcggegtceg
ggcgttcgeg
gccggacgge
ctcgeggatce
gcgcaggcte
caggcaggcc
ccecggtgecg
cttcagcgac
ggacagcccg
cggggtgcege
ccgctacctg
gcacgagtcc
ggcgggatgg
gtgctcecegg
gcgaaccgct
cgcagcacgg
cttcggcgtg
gactgggtcg
acggcggceca
ctctecctceg
caagccctca
cccegtcecacc
tgacctgcac
ccccgtcaaa
gtcgcggtcec
cctggcecctac
actggggcgg
gccctgetge
cctcgaccac
accggecgtt
agcgcectgcet
acgcgcaggg
gagtgcagcc
tcaacaccgc
tcctecggceca
tcggecatgge
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ccggtcatge
aaccggccgg
gccgccectga
cgccggaaac
ttttacgccg
atgcccgacg
ccacccaggg
ctgctggagc
caggcgtggt
ctgccgggcea
gtcgcgctga
cacgggcagg
ttcgtgctgg
gcggecgacg
cacgaggtgc
ttcaccgagg
gtggtcgtgg
ttcgcggege
ctggegttcce
ccgctggtcg
acccgcaagce
ttcgtgacca
cgggcgctgg
atcagcagcg
atcgtgccge
ccggtcgtge
gtggacgccc
gtggcggtga
gtgctgaccc
atcacgatct
tcgcgcacca
atcaccgact
ggtgacgtgg
gggcaggcgg
gtgctggagg
gcggcgecga
ccgcactgcc
ctggtgggge
gacccggagce
tccaggcagg
ccggtggggyg
cgcagtgctc
ccagcacgga
ggaggcgcgg
cgagcagcac
ggtccggcac
gaggatcgga
cccgccgaac
ccgccegtcac
tgacgcgcag
gacccgtcag
ccacgaacgg
gcgtcgcetge
ctctgatggg
tcatcgggta
ggegggectg
cggcgactac
ctaccgcgca
cgtgctcgge
ctggctgccg
cgcctegttce
caccgtgcag
cgtcgecgtyg

cgacgctggg
ggcgacagcg
cccgaccgcce
ccgcccgcge
ggacgccgcg
acgtgatcga
tggaaagccc
accgggtgca
ggaaggtcat
tcgcggcegcet
ccectgttegg
gctcggtgge
tgctgctggg
cgtcggtgceca
tggtcaccgt
cggtcagegt
tcgceggegt
tgacctccac
cgctgctcgt
aggcgaaggg
tgctcaccac
ccctgetegt
cctacctggce
tgctgatcct
gctacctgcecc
tggtctacac
aggccggcege
ccctgtcggt
tgatcctggt
cgttcgtgtt
ccgagctgcg
cgatcgccca
ccgagtacgce
acgtgctgtt
tgcgeggegt
acgcgatcgce
acttcgecgtg
gcggcgacac
gcaggccggg
cagcgtggtc
ctccagggcg
gctgagcagg
ccggggceact
tgcagcggtt
ctggccgccg
cggcgegtcece
tcggaaggcc
ttgcgettte
tttttgtgat
atcaccccac
caccccgctce
gggccgcetceg
tcatcgectgt
cggcacggga
cctgttcgte
ctccaggtcg
atggcccgeg
gccegegteg
ttctececteg
ttcgaccacg
gtggccaaca
atggccgggce
gcgetggtge

cagcaactcc
gcgcgaacgce
ccagcccgcet
attcccceccga
atattcactc
ggagagaccec
ggtacgccceg
accggeggga
gtgcctgacc
ggcggeeggg
gatgctgceccg
gatgctggag
tttcgtggcece
cgcgetggag
ggtgctgctg
ggccatccceg
gctggaggtg
cggcggegge
gctcggcectg
cgccgacgac
cgccgegetg
gccggtcgag
gcacgagctg
gtggttcgcc
cgcgtacggc
ggtgatctgc
gtacgcgacc
ggcgegegec
gtacgcgctg
catcgtcggc
cgtggagcac
cgacggcegceg
ggacaaggag
cctggagatc
ggaggtgggc
cgcgatactg
gagcgagggce
ggcgccggtg
catccacgtg
caggccagtg
ctgcggeggce
gccgcegtcega
caccaaacgc
tgtggtctcg
tgccgegegg
cgccggtegt
ctgatcccaa
cttccgeccce
gacgatcagg
ccgtcaacga
acggecgtttt
gagtcgggaa
gttcggactg
gtcgtggcca
gcgctgatca
ccctgctcat
tctacaccga
accccgactce
tcggegtgge
accggggcegce
cgaactggca
tgaccgtgceca
gcggcttcac

89880
89940
90000
90060
90120
90180
90240
90300
90360
90420
90480
90540
90600
90660
90720
90780
90840
90900
90960
91020
91080
91140
91200
91260
91320
91380
91440
91500
91560
91620
91680
91740
91800
91860
91920
91980
92040
92100
92160
92220
92280
92340
92400
92460
92520
92580
92640
92700
92760
92820
92880
92940
93000
93060
93120
93180
93240
93300
93360
93420
93480
93540
93600



ccgcgagggce
cgtcctgetg
gagtctgaag
gcaggaggcec
ccacccgtte
gatcccggtce
cgtgctgcectce
cgaggcgcac
cgccctgttce
cagcctcacc
gcecgggegge
cctggceggt
cgaggtgacc
cgggatctcg
cctgtccgag
gggcatcacc
ccggttegte
cgccccgegyg
cggcgcgatc
cgcggaggcea
gcgcggccecce
tcectgeegg
ttcgtggtgt
ttcacgatcg
gccgtcgecg
gcgctggecc
ctggtcgtgg
gccaccgtceg
ggcgaccggt
gtcaccagca
cagcggcaga
atcttcctge
tcggtgatcg
ctgtccgega
tcgggecgeg
accatcacct
gacgagctgg
agcgtggtcg
aagaccggcg
ggccgeageg
acggtggacg

gtgctcggeg
‘gagctgcgeg

agggcgatcg
aagatggccc
ggcaccaacg
acctcggecg
atcgagatcg
tcggtcgeca
cacccgcagce
tcggecggtca
gtgcgctaca
gtcggcggea
atccccggaa
gcgtcctget
tctcgegggt
cgccgcgega
cgggcgggte
gcaccgagat
ccgcectecgge
cgcgegtgge
cgtcggtggg
accgggccgt

tccgaccgge
ccecgtgtegt
gcgggegtgg
atcaaggagc
gagaacccca
tcgctcaccc
agcgtcatgg
ggcctgcgece
gccaacacca
ggcctgggceg
gtcggcaccg
ctgatggtcg
tgcgccgege
gcggtgetge
atcctctacg
gtgaccagcg
ccgatcatceg
accgcgggca
gtgctcgteg
ctgctgtgac
cggccaagcce
acgcgctgeg
gggcgggetce
cggtegegcet
aggggcgegg
gcctgaccga
tcgaggceegg
acgagtcggce
gcgcggtcac
agccgggcega
agacgccgaa
tcgcggtget
tgctgaccgce
tcggcatcge
ccgtcgaggc
ggggcaaccg
tggacgccgce
agctgtgcege
agttcgtgcece
tccgcaaggg
agatcagcgg
tgatccggcet
ccatgggcat
cggceegagge
tgatccgcaa
acgcgccggce
ccaaggaggc
tggagatcgg
acgacctggc
tggacaagct
tcttcaacgc
agccctccag
tcatcacgcc
tcgggtgaac
ggtgctgacc
gccecggectg
gggcgacgge
caacaagggc
cgcccggcegce
ctccgggcetg
gcgggagcege
ccgctegcete

cgacgcggceg

tcggcaactt
tcgtgttege
acgtggacgg
tcggcaccaa
acggctggtc
gcaccttegg
gcgtgetgtg
ccctggaggg
ccaccgccac
gcggecgcgac
gcctgtacag
ggcgcacccce
tgtccatcct
cgtcgacggce
cctacgcgtce
actggttcca
cggtgctgtg
cgctgcccac
ccgecctcac
caccaccgac
cgtccegteg
caagctccac
ggtcctggtc
gtggctgtgg
caaggcgcag
cggccgeacce
tgaggtgatc
gatcaccggc
cggcggcecacc
gacgttcgtg
cgagatcgcg
cgcgctccag
gctgctggtg
gggcatggac
ggccggtgac
ccgegecacce
ccggttgteg
gaccgggcac
gttcaccgcec
cgccgegacce
cgacggcggce
gtccgacgtg
ccgcacggtce
gggggtcgac
ggagcaggag
gctggcccag
cgggaacatg
caagcagctg
gaagtacttc
caacgtcatg
gctgatcatc
cgcgagctcg
gttcgtcggce
tccgtgaacg
gtcatcaccg
cacgccaacg
tggttccage
gagcgcaacyg
gagggcgttg
gacccgctga
ggggtgtcgg

gggttcgtgg
gagtgagacc
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ctgggtcgac
catcgtgctg
ccagcaggtc
cggcggceggce
gaacctggtc
caccctggte
gaccgcgatg
caaggagctg
ctccaccggc
gctgctgaac
catcctggtg
ggagtacctg
ggcgatgccc
cgggtacctg
ggcctcgaac
gtcctcgcetce
cctggeccecggt
ggacagcccg
cttcgtccce
acccgccagc
ggcgtgttceg
cceccgcecace
acggtcttcg
ttcaccgcecce
gccgagtcegce
gtgcccggca
cccggcgacg
gagtccgcgce
accgtgcectgt
gaccggatga
ctgacgatcc
ccgttcgegg
tgcctgatcce
cgcctggtge
gtggacacgc
gagctgatcce
tcgectggecg
ggccgctecce
cagacccgga
gcgttcaccc
accccgetgg
gtcaagcccg
atggtcaccg
gactacctcg
ggcggcaagce
tccgacgtgg
gtggacctgg
ctgatcacgc
gcgatcctge
ggcctggcca
gtggtgctga
ctgctgcggce
atctggctca
cgttcgtgaa
gcgtgctcta
ccgaggccac
cgcgcececcegte
ccgactacga
¢ggaggacgce
tcagcgccga
aggacgccgt
gcgagccggyg
gaccgggggce

ctcaccaggg
gtcgcgaccg
gccatcgceccc
atcttcaacg
gagatcttcc
ggcaaccgca
ctcgcggtca
cggttcggeg
gcggtcaacg
atgctgttcg
atggcgatca
ggcaagaagc
gcgctggtgce
aacaaccccg
aacaacggca
ggcgtctgea
tcgctecgcecece
ctgttcgect
gccctcgecce
ccgccceccga
ccccgegeca
agctgcgcaa
ccgtcaccga
tgttcgccaa
tgcgcaggac
ccgagctgaa
gcgacgtggt
ccgtggtgeg
cggaccggat
tcgcgetggt
tgctgtccac
tgtactccgg
ccaccacgat
agcgcaacgt
tgctgctgga
ccgcgeeccgg
acggcacccece
ccgagcccac
tgagcggcecat
tcaccgactc
tggtcgcecga
gcatgaagga
gcgacaaccc
ccgaggccaa
tggtcgecgat
gcgtggecat
actccgaccc
ggggcgeget
ccgccatgtt
cgccgcagtce
tccegetgge
gcaacctgcect
tcgacctgcet
gcaggccctg
ccccgcecgece
cggcaccgag
gatggcgacg
cgcggtgatc
cgtgccgcecag
gtacgcggceg
gcgggcgcetg
cgtcaacgtce
cgtcctcgeg

gcaccctgcg
gcgtcgtgat
cggccgcecte
ccaactccgce
tgatcctgcet
agcagggcta
tctgggegge
tccececggceag
ccatgcacga
gcgagatgac
tcgcgatgtt
tgggccgeeg
tggtcggege
gcgagcacgg
gcgcegttcege
tgttgctcgg
ggcagaagcg
cgctgctggt
tcggcceccat
ggacacgggc
gctgctcacg
cccegtgatg
cccgaacccg
cctegeecgag
taagaccgac
ggtcggcgac
cgagggcatc
cgagtccggce
cgtecgtgegce
cgagggcgceg
gctcacgatc
cggcgagcag
cggcgegcetg
gctggccacc
caagaccggc
cgtcacgcectg
cgagggccgc
cgacgcggag
cgacctggac
ggtcaagtcc
cggcgagegg
gcggttegec
gctgaccgcec
gcccgaggac
gaccggcgac
gaacaccggc
caccaagctc
gacgacgttc
cgccgcgatce
ggcgatcctg
gctgcgcggce
ggtgtacggc
cgtccgectce
gccggtctgce
gtctggctcg
ctggtcgtgg
ctgcccgegt
gccgagcgcece
gacgcggtga
atccaggtgce
gtcgccgagg
accgccectca
gcggeccccg

93660
93720
93780
93840
93900
93960
94020
94080
94140
94200
94260
94320
94380
94440
94500
94560
94620
94680
94740
94800
94860
94920
94980
95040
95100
95160
95220
95280
95340
95400
95460
95520
95580
95640
95700
95760
95820
95880
95940
96000
96060
96120
96180
96240
96300
96360
96420
96480
96540
96600
96660
96720
96780
96840
96900
96960
97020
97080
97140
97200
97260
97320
97380



gtcttcccca
gaactgcgca
gaggcgcacc
ggccgcgage
cagcaccggg
gagatcgccg
cgctggcagg
atccagcacc
gagaccatcc
ccggaggcegce
gccgegetgg
ctgtgggtgg
accgacacct
gagaccctga
gtgcacacca
gtcgggctca
aacaccccgce
cgcceeecgge
gcgeggegeg
gcgcgecacga
tccgegecac
aacgggcgcg
cattccgecg
cacccgctag
cggacagegg
gacgaacgcg
cgcagaaaac
ccggtaccgt
ggcgecccgce
tgtcatcgeg
ccgccgatte
gggcttgcgce
cggccaccag
tcgcecgtgat
tcaccacagt
agcccacgat
gcaggttgcc
gcaacatcat
acgggcacct
tcgagtacat
ggtcgaacct
tcgagcagceg
cgggccceegg
gcacgctggt
ggctgcacga
agcgggeggt
agctggcgga
agttcgegtg
cggcgcaggt
gtcgtggatg
caggatttga
ccceggtceac
cgctgcgcegg
gattcccegtce

<210>
<211>
<212>
<213>
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DNA

<220>
<223>

tttctectgat
tctacctggg
gccgecgggyg
gcaccgccac
ggaccacgat
tggtggacga
acgtcgagga
tggagtcgcect
ccgacgaggt
tgcgcecgecg
gcaactactt
ccgaccaggt
gggaggcceg
tccgecaggge
tgcgcggega
ggtgctcgac
agcgcccagg
cggggtggca
cgcggtgcga
aatagttttc
cccggaagceg
accgccgegg
ttgcggggaa
gccgttcgceca
cgggctcaag
gcggaacgct
tttcacgccc
tgcgeccgeag
cgtcgtgcac
ctctttacca
ccccgaacac
gccacccgga
ccgggacagg
ccaccacgga
ggtgcagacc
caccaccagg
gcgceggeatce
cacgctcacc
cgtgataggce
gtgctggcgce
ggccgecegtg
ggacggtctg
ccacgcgctg
cagggccgag
ggccgagtcg
cgcectegggyg
cggcaggctc
gcgccaggac
ggtgagcgag
cggagcggcec
acctgcgacc
caggagctta
gtgtagctca
acccgctcca

Artificial

Iniciador

ctcgggageg
cgcggcegecg
gcgeggcegeg
catggtcgac
caccgagatg
gctggcgcac
gctgctggac
caacgacgtg
ggtgcgcege
cctggcgcac
ccgggtcggg
ggacgtggcg
cgagcgggte
ccgccgeate
cggcctcgeg
ggtgctcttc
gtcgggcgge
ccecgcgace
gaggtgggcc
ggcgggtcegg
gacgaaccgg
tgcgeeggtt
catccgcegta
ggacgtcgtg
tggggtaaca
accctttaca
ggagatgact
gccgcaagaa
gtgaacgcga
cctaccagaa
gcgggegtec
accccagggce
ccgaccaccg
ccgttgggga
ggcagcttca
atcaaggcgc
cagatgacct
gacaaggcce
agcgcccaga
tacccgagcg
cgcgagggca
gagacgacgg
gcgeggtcegg
aacggggcga
cgatcgccgg
ctgggcatct
agccgceatcg
aactcggcga
caggtggccg
ccctegtget
cccegetcecece
gcgegacgeg
atggtagagc
ccagatcc
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ggcgggaccg
ggcgtcggea
gacgtcgtcg
ggcctggagg
gacgtggacg
accaacgccce
gccggcatcg
gtgcgccgcea
gccgagecagg
ggcaacgtct
aacctgaccg
ctccagcggt
gtggtcgcgg
gcegegegeg
ggttccgcge
aacgtggtct
tgacgggatt
gggtggttca
gtccggegge
gcgccgtega
gcgggcgaac
tgggcagcct
ccagtggccc
gtgcaccggg
ctggcgecege
ggtgaagtga
ccactcgccg
ggcggceecagg
cgggcgaccg
aaggtgccga
gcccgtecgce
ccggeecgega
ccacgcgcegg
gttccatgga
cgaaggccgce
tggaggagac
ccgeeggggt
gcaaggcgat
gcctcaccga
tccagatctc
ggttggactg
tgctgtgccce
gcgcggtcac
gctaccacga
tgctggeccect
cgctggtgcece
gctggacccc
acccgtecggt
cgacacccgc
gcgcagaggyg
aaagcgggtg
ctaagctgtt
cccagcecttce

tggacaagcg
agaccttcgce
tcgecectggt
tgctgcecccg
cggtgctggce
ccggctcccg
acgtgctgtc
tcacccgegt
tggagctggt
acgccgcgcea
cgctgcgcga
accgcaccga
tgaccggegg
ccggggcegga
cggagtcgat
cctcgtaacg
cgcctgagte
cgtgcgggtg
gcgcggtttt
atcgactcgg
cgggcgggeg
ttaccgccct
ccggcggaca
agcgtgaaac
agcgcactct
ggccattcgg
tagtccatta
aaagacgatt
ggaacggaac
tgaccccgat
cgctcgggceca
ggcgatgttg
aacccacggc
gacccgtcaa
cgccacgctg
cctecggegte
cgagctgctg
caccatgaac
ctaccggctc
gctgcactcg
cgcgttette
cgaaccgctg
cgaggcggac
gcagttcgag
ggactcggtc
ggaggtcacg
gccgttccegg
gaccgcgcectg
gtagggcgtc
ggccgagacc
cgctaccaaa
ttcagcaccc
caagctggtc

caagcgcggc
gatgctcgge
cgagacgcac
caaggaggtc
ccgcgcgecce
caacgccaag
cacgctcaac
cgagcagcgce
cgacctgacc
caagatcgac
gctggcegetg
gcagcgcatc
cgcggagagce
gctgctggtg
ccggacccgce
ggacgtgcgg
taggcgaggce
cgcgcgcccg
ccgacatgge
ggtcgggttt
gtgcgcggac
ccaggtcacc
cgcggcccag
cgaacgtaac
tacccacagc
agcaccggtg
gtgtgggatt
aactcatccg
gagcgagaca
gaagaccatt
accgcacgac
acccgaccce
gaaccgcctce
cttctggcegt
aactgctctc
gccctgttcee
ccgttcgege
ggggagccge
ttacccctga
cgaacaaccc
atcggcccgg
gtgatggtcg
ctgcggggca
cgggcgcetceg
gacgcggcca
gtcgeegegg
gtgttcaccc
gtctcggegg
gacgtgcagg
gtcggggcga
ctgcgccacg
acccggtggg
atgcgggttc

97440
97500
97560
97620
97680
97740
97800
97860

97920 -

97980
98040
98100
98160
98220
98280
98340
98400
98460
98520
98580
98640
98700
98760
98820
98880
98940
99000
99060
99120
99180
99240
99300
99360
99420
99480
99540
99600
99660
99720
99780
99840
99900
99960
100020
100080
100140
100200
100260
100320
100380
100440
100500
100560
100588



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

misc_feature
(3)..(3)
s é g ouc

misc_feature
(10)..(10)
nég, a, £t ouc

misc_feature
(11)..(11)
y é cout

misc_feature
(13)..(13)
nég, a, t ouc

misc_ feature
(15)..(15)
s é gouc

misc_feature
(22)..(22)
nég, a, t ouc

misc feature
(24)..(24)
y € cout

12

© ccscgggegn ycngsttcga cngygag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

cgtcncggan nccggagcac atgccctg

13

28

DNA
Artificial

Iniciador

misc_feature
(5)..(5)
néa, c, gout

misc feature
(10)..(11)
néa, c, gout

13

30

27

28



<210> 14

<211> 47

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> Iniciador
<400> 14

31

atatactagt cacgtcaccg gcgcggtgtec cgcggacttce gtcaacg

<210> 15

<211> 42

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> Iniciador
<400> 15

atatcctagg ctggtggcgg acctgecgecge

<210>
<211>
<212>
<213>

16
1421
DNA

<400> 16

atatactagt
ggccgectgyg
cgccaggggg
ctcgcaccag
gctgcgectge
caccgacggce
cgcccagcetce
gtccggggeg
gcggtgegcece
accaccggac
accgcggttce
cggcacgtcc
gtcaacagct
gacgggcceg
atgcggatca
ctggcgggtg
cacggcttcg
accaccctceg
cccaagccecg
cgggtggtga
ccggegetgg
gacgcggtgg
gaccggacgt
accccaaccg

<210> -
<211>
<212>
<213>

17
42
DNA
Arti

<220>
<223>

cacgtcaccg
cgcggcgacg
ttcctcegtca
gcgctggaca
accttcggcet
cgcaccaccce
gcgagcctge
cgctggatcg
gaacgacgac
agaccaaccc
cggcgeccge
ccggcgcgac
tcgecegtceat
cgccgttcega
tggacctgcecce
aggtggaggt
gcaccgccgt
gcatggcggg
cgccggacat
tggtgggcga
ccgegetgtg
tccgcaagcec
gacgcgcegag
cgcgcgcagg

ficial

Iniciador

Actinosynnema pretiosum

gcgcggtgtce
gggcgeceggt
cceggteggg
ccacggtcgt
tcagcccgaa
cggtcgagcet
ccacccgcect
cgggcgcgat
acgcgcceggt
ccgagtcgtg
ggccecgege
ctacgaccgg
gcggcaggcg
ggagtacaac
gctggagatg
gttcgagggc
ggtcaccggc
gctgttcgac
gctcctgcetg
cgccctgacg
gggcgagacg
ctcgcaggtg
caggcccegg
tcecgecacca

gcggttgggg

cgcggacttc

ggacccggtg
gatctcgatc
gcgcgtggag
ccgcgaggge
gccecgecgag
ggccgacccece
cgaacgggtc
cgacctcgtc
cgggcccgag
ccectegeece
gccgtgetgt
ttcgagatcg
cggcacctgg
gagggtccgt
gcgccggagce
aagagcgggc
catatcatcg
gccaccggcece
gacctggcca
gacgaggcgg
ctcgactggt
cgcggcacgt
gcctaggata

tg

gtcaacgacc
gtcggcgacg
ggggtgcgeg
ggcagcggceg
ccgtcgecggce
ccggtgggeg
gccacgcgcg
taccgecgcecg
ccgacgggag
ccggggacga
cgccgacccce
tcgacctcga
cctacgccga
ggcggtactt
tcgtccgega
tgctggcgga
cgcgcgeecg
gctccgacga
tgctcgacgt
gcgcccgcegce
agctgctggc
gcctggecca

gccggggcect
t

acgcgtteccg
tggaggacac
cggcctggge
gcacggcgga
tcctgctcac
ccgagtacga
gcgaggcgge
ccgacaccgt
cccegtgatg
gcgggccgceg
cgcgccccac
cggggtgctg
ggtcgtcgge
cccggacatc
gagctaccgg
cctgcggecag
gtcgctgcectg
ggtcgcgaac
cccggcecgac
cgcgggctac
ggcgaacccg
cctcgecgac

gcggggcegte

47

42

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1421



<400> 17

32

atatcctagg caccacgtcg tgctcgacct cgcccgeccac gc

<210> 18
<211> 42
<212> DNA
<213> Arti
<220>

<223> 1Inic
<400> 18

ficial

iador

atattctaga cgctgttcga cgcgggcgcg gtcaccacgg gc

<210>
<211>
<212>
<213>

19
1423
DNA

<400> 19

atatcctagg
atcgactcgg
ccgtccagca
cgaccccgga
aaccgcaccg
tgccacgccc
cggtaggcge
gacgggccga
aacgagtgct
atcagcacct
cagaccccgce
gcgagccccece
atcaggtgcc
tccacgccga
cggtcgggtce
aatgccctgce
gtcgctcgceg
€gggcaggcg
agtcgaagcc
cgagcacggc
ccgacagccce
gggagagcga
cgcgcgcegga
cgcecgtggt

<210>
<211>
<212>
<213>

20
161l
DNA

<400> 20

ctcgccgacg
cggggcgtca
cgacctcgcc

caccacgtceg
tgacgcgggce
cggtgaagta
acgtggtgcc
cctecccagece
cgtccctggg
agccgtactg
cgaaccccac
cctegteegg
cgtagcccag
cgttgcggcec
ggttcggcegg
gcttgtgcag
tgcgccgcecag
ggtggactgc
gcccggcetge
cagcgcecteg
cagcccggtg
gatctcgaag
ggcggecagg
ggccaggcge
gcgceegegeg
ggcgcgeage
gaccgcgccce

Actinosynnema pretiosum

tgctcgacct
gaactcgtcc
gcggcggcecg
cgccagcacce
gtcccggtec
cctgegcetce
ctcctgetceg
gtccaccagce
cccgaaccgg
cgcggtgage
ggtcaccacg
caaccggtcg
cgcccgcaac
gtactcggece
cctgcgectg
cctgecgececeg
gcggcgatcg
gcggtgttca
aacgcgtcgt
tcgcggacca
gcccgcaacce
gcggggacga
gccgeccaggt
gcgtcgaaca

Actinosynnema pretiosum

cgccecgceceac
ttcttcacga
atcagcacgt
gagtcccgeg
gcccgecccg
accacgtgcg
accgccgaca
caggtccgcc
tcgtcggceca
agggcgtgga
tgcgcgaaca
gccgcgecgce
gactccagcg
acgtcgatca
atcgccctge
attgccctga
cgggcgtcgg
gcecggttceeg
ccgggcecccac
gctcggtgag
€ggcecggggyg
gcgcgcgcag
ccagcggcag
gcgtctagaa

gcgctcaccce
gcacccgcegt
gctgccegtt
cgtagtcgtc
gccggaaccg
cgtcceecgeg
gctccagcgg
cgtccaggceg
gccggatcge
agagccggtt
cacggggcag
cgttgtcgta
tcgggctcgg
tgctggtgcet
gctcgactgc
gcccgattge
ctggtcgaac
cagctgcacg
cgcgcecectte
cacggcctcc
cgcggcectge
cagcgecgggce
cggcacgacc
tat

cccgatcatg
cgtctccacce
ctccgceccgece
cagcccgtcece
gtacaccgcc
ctccacgacce
ctccaggtag
caccaggttg
cgccgcgace
gagctcgtag
cgggatctcc
gggcacggac
cacgccgceccce
cacctctcgt
cctgecgectg
tcggcggceca
agcagcgcegg
gccgtcatgg
tcgeegtgece
tgctcgtcge
ccggtggcegg
accgcctecgt
agcgcecggge

accggacgtg acgcgcgagc aggccccggc gcggcacgtg ccggggectg
ccccaaccgce gcgcgcaggt ccgccaccag cctaggcacc acgtcecgtgcet
cgccacgcgce tcacccccecg atcatgatcg a

<210>
<211>
<212>

21
161
DNA

42

42

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1423

60
120
161l



33

<213> Actinosynnema pretiosum

<400> 21
tcgatcatga tcggggggtg agcgcgtggc gggcgaggtc gagcacgacg tggtgcctag
gctggtggcg gacctgecgeg cgecggttggg gtgacgecccecc gcaggcecccg gcacgtgecg

cgccggggec tgctcgegeg tcacgtcecgg tcgtcggega g

<210> 22

<211> 22

<212> PRT

<213> Actinosynnema pretiosum
<400> 22

Val Ala Gly Glu Val Glu His Asp Val Val Pro Arg Leu Val Ala Asp

1 5 10 15
Leu Arg Ala Arg Leu Gly
20
<210> 23
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> Iniciador
<400> 23
ggtcactggc cgaagcgcac ggtgtcatgg
<210> 24
<211> 36
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> 1Iniciador
<400> 24
cctaggcgac taccccgcac tactacaccg agcagg
<210> 25
<211> 1595
<212> DNA
<213> Actinosynnema pretiosum
<400> 25
cctaggcgac taccccgcac tactacaccg agcaggccta cgcctacggg aactcctgga
catcaccgac cacaccgtcc aacgcaactt ccgcgaactg gccgatctgg taggcgacgce
gaagggcctg ctgttccacc cacgcgacct ggtgggcgtc ccagaattcg gectgcttect
agcagtagcc gaacacccgt aaccacgcgg tggcgtcccecc cacggacgcc accgcctcge
gggctgcggg gcgagcgcag cgagcccgcg cagcecccact cccgegtcece tettcectecegt

60
120
161l

30

36

60

120

180

240

300



gtggcctgge
gtcagcgact
ggactgagcg
cacgtagagg
ctgctccaag
gctgttgagc
ggtgcgcatc
ggctggcgcet
cgtgcaacaa
ccgcgatcect
gggcggaggt
gccgtgaatc
cgcacgtcgt
gcgcggcagg
gggttgaact
ttggtcacgc
ccttgtgatc
ggccaatacc
ccacgcccgce
cgacaacccg
ttccaacgcce
ccatcccétg
<210>
<211>

<212>
<213>

26
30
DNA

<220>

<223>

<400> 26

gcatgtcaaa
tgtcgcgett
gggcagcttg
tggttgtaca
atcaggagtg
agtggggcga
gcccaggtgg
caacctggaa
ggtcttgctg
cgcggacggg
gcecctattge
gagatccggg
cctgacatcg
gtgtgtgcga
gcgaatcgca
tgctgeggeg
ttctgccagce
atcgtcgegt
ttggcctcect
acaaccctgc
cgaacaccgt

acaccgtgceg

Artificial

Iniciador

ttccecactga
cggtgcctta
gaaggtggag
cgcggtggceg
cggcgceggtg
cgagcagcgg
gcgatcgege
cgcgcgactg
gtttcggage
ggcggcectceg
tgccgggacg
gcgctgagceg
ggccgcgcecat
gacactccgg
aagcggcccg
cggtcccgcece
gcctccagaa
accccagagg
tggcggeecg
ctgccaacgc
gccacagcac

cttcggccag

cctaggaacg ggtaggcggg caggtcggtg

<210> 27

<211> 31

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

34

ctgccaacag
aggccgagct
ttcggtgage
ggacctgcgce
cgtatagccg
ggcgggaagc
gagcctcacg
tttcgtccag
gcagtctgag
tgtcttcacc
aggtcatccc
cggtgaacgce
ggcccgaggt
gactccgtgce
gccgcaaagg
ggaactgctt
ccgagagcag
gtgtcgctcecce
gccaagatcg
ggcttcecgge
ggcccegegeg

tgacc

atcatgtgcc
gggatggggg
agaggcagca
agtaggccgce
agttcggcgg
gctttgacct
gatcgcggtc
acgtgccagg
ccgggaccag
ggtggtagtt
ccggagcagt
ctcgtccagce
ggtcagcggt
agaaggtcga
ggtcgggceceg
gccgagceagg
tcgtcgggeg
cgttcagggg
ccgagcatca
accccgegceg

ttgcectege

gtttgagcag
cactgtttcc
cgtcccgteg
tatccgcaag
tcagcatggt
tcctecgecece
acctcatgca
gcggtgtagg
gacgacaact
gacctgcgceg
ttctcagcac
gagtcgcacg
gagcgggaag
tcaggcgaaa
cctgcgacga
tcgatccgece
tgcagtgcat
cgaccatttc
ggtaggtgcc
cctegtcggce

tcgtctccag

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1595

30



<223>

<400> 27

Iniciador

35

gtgtgcgggce cagctcgcecc agcacgcecca ¢

28
1541
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 28
gtgtgcggge

gcgcgecccg
cgatcagccg
tgttggacac
ccttgaccgg
cgagcgaggt
gcctggcecat
cggtctcgac
ccatcgtgcc
tcceccgeeg
ccaccctega
cccctcaacg
ccgcagaact
ctcccccatg
ctcgttgege
cgcgtccgeg
ggtcggcgeg
ggcccgegcece
ggacatgggc
cggcgacgcce
gttcatcgac
gcgcaccggce
gtccgcgacc
cgagcgggtce

gtgaacccgce

cagctcgcce
gacgacctcg
cgcegggteg
cagcggcacg
cagctcctcg
ggtggtgagce
gcgcagcetgg
cagcaccacc
cgcgccgaga
cggccaccgce
tcgtgtgceceg
gaaccggaaa
gttcatagac
gctcagcaga
gacgacgacg
ctgcaggtgg
cgctcggtgce
ctcccgececeg
aggccgttct
cgcgccaccce
gcgaacaagt
ggcctggteg
gatccggaca
gacatgtgcc

ccgaatcgcg

Actinosynnema pretiosum

agcacgceccca

accgtgggga
gggacgtgce
cgcggeecgg
gtgaccgcect
agctcgcceccce
gcggccaccg
ggcacgccgt
acggcgagca
ggccgecgtce
ggaaaggcgce
tcgaatgtcc
tgtggcggcea
tcagcgcecac
tgctcgecgg
ccccggagga
tggaggtcgg
gcggacgtgt
gggagcggygc
tggccggect
cggattacgt
tcgtggacaa
ccaccgccegt
tgctgcecgat

ccgaattccce

cgagggtctc
tcaggtacgg
cggccagcetc
tgagcgcggc
ccaccaccag
gctcgecggtce
cctcececgegce
gcccgacggce
ccgtcctgcece
cggtccgcgce
gcccgacccece
cgaacgcgcc
gtaccgatct
ctcggaaatc
tctgcgggag
ggggcagctg
cacctacacc
cgtgacctgce
gggcgtcgeg
gcacgccgag
ccactactac
cacgctcttt
gcgcgagctg
cgcggacgga

ccggagagaa

cagcgcgtcce
cgggttcatg
gtcgatcggg
ggccccggcec
cgagacgtcc
ctcgggcagce
ccgcccgacce
cagggaggtg
gtcctgctct
gccgtececgg
ctgacctgcce
gtcaaatcgt
ccgaattcca
ctcgaétacg
cggaccgcegg
ctcggectgce
gggtacagca
gacgtcgtcg
gaccgcatcg
cacgccgtgt
gagcgcgcgce
ttcgggcggg
aacgcgctgce
atcacgctcg

aggccgccge

gcgccggtgce
aagtgcgtgce
atcgaggagyg
agcacctcgg
gcgacgtcgg
gccecgceatca
ttggccecggt
atccccaggce
cccatcgege
cacgcgcatt
cccecctgaacc
cgattgacag
cggaagagtc
tccgegegac
ttctcecegge
tggtgcgecect
cgctgtgcat
cgaagtggcce
acgtccgegt
tcgacctggt
tgacgctgct
tcgecgatcece
tgcacgccga
ccgtgaagcg

agtgttcacc

31

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



36

gaggacgtgg ccaccgacct gcccgectac ccgttectag g 1541



10

15

20

REIVINDICACOES

1. Composto sendo analogo de 18,21-didesoximacbecina ou

um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, o composto caracterizado pelo

fato de que é de acordo com a féormula (I) abaixo:

sendo que:

R, representa H, OH, OMe;

R, representa H ou Me

R; representa H ou CONH,;

R4 e R; representam, ambos, H ou, em conjunto, representam
uma ligagdo (i.e. de C4 a C5 € uma ligagdo dupla).

R representa H ou F;

R; representa Hou F; e

Rg representa H ou F.

2. Composto de acordo com a reivindicag@o 1, caracterizado

~pelo fato de que R, representa H.

3. Composto de acordo com a reivindicag@o 1, caracterizado

pelo fato de que R, representa OH.
4. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagoes

de 1 a 3, caracterizado pelo fato de que R, representa H.

5. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

de 1 a 4, caracterizado peld fato de que R;3 representa CONH,.




2

6. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

de 1 a 5, caracterizado pelo fato de que R4 e R5 em conjunto, representam uma

ligagdo.
7. Composto de acordo com a reivindicagdo de 1 a 5,

5  caracterizado pelo fato de que R4 e Rs representam, cada um, H.

8. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

= de 1 a 7, caracterizado pelo fato de que R¢, R; e Rg representam, todos, H.

9. Composto de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

de 1 a 7, caracterizado pelo fato de que Rg, R; e Rg nédo representam, todos, H.

10 10. Composto de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado

pelo fato de que R; representa H, R, representa H e R; representa CONH, e
R4 e Rs representam, cada um, H.

11. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que R, representa OH, R, representa H e R; representa CONH, e
15 R4 e Rsrepresentam, cada um, H.

12. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que R, representa H, R, representa H, R; representa CONH,, R, e
R; representam, cada um, H, R4, R; e Rg representam, cada um, H.

13. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

20  pelo fato de que R, representa OH, R, representa H, R; representa CONH,, R4
e Rs representam, cada um, H, R¢, R; e Rg representam, cada um, H.

14. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que R, representa H, R, representa H, R; representa CONH,, R4 e
Rs representam, cada um, H, R¢ representa F e R; e Rg representam, cada um,
25 H.

15. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que R; representa OH, R; representa H, R; representa CONH,, R4
e Rs representam, cada um, H, R¢ representa F e R; e Rg representam, cada

um, H.



10

15

20

16. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que R, representa H, R; representa H, R3 representa CONH,, R4 e
R;s representam, cada um, H, Rg representa H, R, representa F ¢ Rg representa
H.

17. Composto de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado

pelo fato de que R, representa OH, R, representa H, R; representa CONH, R,
e Rs representam, cada um, H, R¢ representa H, R; representa F e Rg
representa H.

18. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que R; representa H, R, representa H, R3 representa CONHz, Rye
Rs representam, cada um, H, R¢ e R; representam, cada um, F e Rg representa

H.

19. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que R, representa OH, R, representa H, R3 representa CONH,, R4
e Rs representam, cada um, H, Rs e R; representam, cada um, F e Rg
representa H.

20. Composto de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado

pelo fato de que R, representa H, R, representa H, R; representa CONH,, Ry e

R; representam, cada um, H, R¢, R; e Rg representam, cada um, F.

21. Composto de acordo com a reivindicagdo 1 caracterizado

pelo fato de que €



-
W

O——CONH,

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

22. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que ¢

O——CONH,
ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

23. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que ¢



A

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

24. Composto de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado

pelo fato de que é

\\\\‘\u

N\

O——CONH,

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

5 25. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que €



o
=

W
H,C'

O——CONH,

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

26. Composto de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que €

O——CONH,

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

27. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de que

compreende um analogo de 18,21-didesoximacbecina ou um sal
farmaceuticamente aceitavel da mesma como definida em qualquer uma das
reivindicagdes de 1 a 26, juntamente com um ou mais veiculos ou diluentes

farmaceuticamente aceitaveis.
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28. Composto sendo analogo de 18,21-didesoximacbecina ou
um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo de acordo com qualquer uma

das reivindicagdes de 1 a 26, caracterizado pelo fato de que € para uso como

um medicamento.
29. Uso de um composto sendo andlogo de 18,21-
didesoximacbecina ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo como

definido em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 26, caracterizado pelo

fato de ser na fabricagdo de um medicamento para o tratamento de cancer,
malignidades de células B, maléria, infec¢do fungica, doengas do sistema
nervoso central e doencas neurodegenerativas, doencas dependentes de
angiogénese, doengas autoimunes e/ou como um pré-tratamento profilatico
para cancer.

30. Composto‘ sendo analogo de 18,21-didesoximacbecina ou
um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo de acordo com qualquer uma

das reivindicagdes de 1 a 26, caracterizado pelo fato de que € para uso como

um medicamento para o tratamento de cancer, malignidades de células B,
malaria, infec¢do fingica, doengas do sistema nervoso central e doengas
neurodegenerativas, doengas dependentes de angiogénese, doencas
autoimunes e/ou como um pré-tratamento profilatico para céncer.

31. Método para o tratamento de uma doenga sendo cancer,
malignidades de células B, maldria, infec¢do fingica, doengas do sistema
nervoso central e doencas neurodegenerativas, doengas dependentes de
angiogénese, doengas autoimunes e/ou como um pré-tratamento profilatico

para céncer, caracterizado pelo fato de que compreende administrar a um

paciente que disto necessita uma quantidade eficaz de um analogo de 18,21-
didesoximacbecina ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo como
definido em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 26.

32. Composto sendo anédlogo de 18,21-didesoximacbecina ou

um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, composi¢do, uso ou método
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de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 31, caracterizados pelo

fato de que o andlogo de 18,21-didesoximacbecina ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo é administrado em combinag¢do com
outro tratamento.

33. Composto sendo analogo de 18,21-didesoximacbecina ou
um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, composi¢do, uso ou método

de acordo com a reivindicagdo 32, caracterizados pelo fato de que o outro

tratamento € selecionado do grupo que consiste de: metotrexato, leucovorina,
prenisona, bleomicina, ciclofosfamida, 5-fluorouracila, paclitaxel, docetaxel,
vincristina, vinblastina, vinorelbina, doxorubicina, tamoxifeno, toremifeno,
acetato de megestrol, anastrozol, goserelina, anticorpo monoclonal anti-HER2
(p. ex., Herceptin™), capecitabina, cloridrato de raloxifeno, inibidores de
EGFR, inibidores de VEGF, inibidores de proteasoma (p. ex., Velcade™),
radioterapia e cirurgia.

34. Composto sendo analogo de 18,21-didesoximacbecina ou
um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, composi¢do, uso ou método

de acordo com a reivindicagdo 32, caracterizados pelo fato de que o outro

tratamento € selecionado do grupo que consiste de: bleomicina, capecitabina,
cisplatina, citarabina, ciclofosfamida, doxorubicina, 5-fluorouracila,
gemcitabina, leucovorina, metotrexato, mitoxantona, os taxanos incluindo
paclitaxel e docetaxel, vincristina, vinblastina e vinorelbina; as terapias
hormonais, anastrozol, goserelina, acetato de megestrol, prenisona,
tamoxifeno e toremifeno; as terapias com anticorpos monoclonais, como
trastuzumab (ani-Her2), cetuximab (ant-EGFR) e bevacizumab (anti-VEGF);
e inibidores de proteina quinase, como imatinib, dasatinib, gefitinib, erlotinib,
lapatinib, temsirolimus; os inibidores de proteasoma, como bortezomib;
inibidores de histona desacetilase (HDAC), como vorinostat; inibidores de
angiogénese, como sunitinib, sorafenib, lenalidomida, radioterapia e cirurgia.

35. Composto sendo analogo de 18,21-didesoximacbecina ou
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um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, composicdo, uso ou método

de acordo com a reivindicagdo 32, caracterizados pelo fato de que o outro

tratamento ¢ selecionado do grupo que consiste de quimioterapicos
convencionais, como cisplatina, citarabina, cicloexilcloroetilnitrosuréia,
ciclofosfamida, gemcitabina, ifosfamida, leucovorina, mitomicina,
mitoxantona, oxaliplatina e taxanos incluindo taxol e vindesina; terapias
hormonais, como anastrozol, goserelina, acetato de megestrol e prenisona;
terapias com anticorpos monoclonais, como cetuximab (anti-EGFR);
inibidores de proteina quinase, como dasatinib, lapatinib; inibidores de
histona desacetilase (HDAC), como vorinostat; inibidores de angiogénese,
como sunitinib, sorafenib, lenalidomida; inibidores de mTOR, como
temsirolimus; e imatinib.

36. Método para a produgdo de um composto sendo analogo de
18,21-didesoximacbecina ou um sal farmaceuticamente aceitivel do mesmo

como definido em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 26, caracterizado

pelo fato de que referido método compreende:

a) proporcionar uma primeira cepa hospedeira que produz
macbecina ou um analogo do mesmo quando cultivada em condiges
apropriadas

b) alimentar uma unidade iniciadora ndo natural em referida
cepa

¢) cultivar referida cepa hospedeira em condi¢des vantajosas
para a produgdo de analogos de 18,21-didesoximacbecina; e

d) opcionalmente, isolar os compostos produzidos.

37. Método de acordo com a reivindicagdo 36 caracterizado

pelo fato de que o método adicional compreende a etapa de:
e) deletar ou inativar um ou mais dos genes da biossintese da
unidade iniciadora, ou um homoélogo dos mesmos, sendo que referida etapa

ocorre usualmente antes da etapa c).
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38. Método de acordo com a reivindicagdo 36 ou reivindicag¢io

37, caracterizado pelo fato de que o método adicional compreende a etapa de:

f) deletar ou inativar um ou mais genes pds-PKS, sendo que
referida etapa ocorre usualmente antes da etapa c).
39. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des de

36 a 38, caracterizado pelo fato de que a unidade iniciadora nfo natural da

etapa b) € 4cido 3-amino-benzoico.
40. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

36 a 38, caracterizado pelo fato de que a unidade iniciadora nfo natural da

etapa b) € acido 5-amino-2-fluorobenzéico.

41. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des de

36 a 38, caracterizado pelo fato de que a unidade iniciadora ndo natural da
etapa b) € acido 5-amino-3-fluorobenzoico.
42. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

36 a 38, caracterizado pelo fato de que a unidade iniciadora ndo natural da

etapa b) é acido 5-amino-2,3-di-fluorobenzoico.
43. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

36 a 38, caracterizado pelo fato de que a unidade iniciadora ndo natural da

etapa b) € acido 5-amino-2,3,6-tri-fluorobenzoico.
44. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

36 a 43, caracterizado pelo‘ fato de que na etapé (a) a cepa € uma cepa

produtora de macbecina.
45. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

36 a 44, caracterizado pelo fato de que na etapa (a) a cepa ¢ uma cepa

engenheirada baseada em uma cepa produtora de macbecina em que um ou
mais dos genes de biossintese da unidade iniciadora foram deletados ou
inativados.

46. Método de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des de

36 a 45, caracterizado pelo fato de que na etapa (a) a cepa é uma cepa
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engenheirada baseada em uma cepa produtora de macbecina em que um ou
mais dos genes p6s-PKS foram deletados ou inativados.

47. Método de acordo com a reivindicagdo 46, caracterizado

pelo fato de que na etapa (a) a cepa € uma cepa engenheirada baseada em uma
cepa produtora de macbecina em que mbcM e, opcionalmente, outros genes
pos-PKS foram deletados ou inativados.

48. Método de acordo com a reivindicagdo 47, caracterizado

pelo fato de que na etapa (a) a cepa € uma cepa engenheirada baseada em uma
cepa produtora de macbecina em que mbcM foi deletado ou inativado.

49. Método de acordo com a reivindicagdo 47, caracterizado

pelo fato de que na etapa (a) a cepa € uma cepa engenheirada baseada em uma
cepa produtora de macbecina em que mbcM, mbcMT1, mbcMT2, mbcP e
mbcP450 foram deletados ou inativados.

50. Cepa engenheirada baseada em uma cepa produtora de

macbecina, caracterizada pelo fato de que mbcM e, opcionalmente, outros

genes pos-PKS foram deletados ou inativados.
51. Cepa engenheirada baseada em uma cepa produtora de

macbecina, caracterizada pelo fato de que mbcM e, opcionalmente, outros

genes pos-PKS e/ou genes de biossintese da unidade iniciadora foram
deletados ou inativados.
52. Cepa engenheirada de acordo com a reivindicagdo 50 ou

51, caracterizada pelo fato de que mbcM foi deletado ou inativado.

53. Cepa engenheirada de acordo com a reivindicagdo 50 ou

51, caracterizada pelo fato de que mbcM, mbcMT1, mbcMT2, mbcP e

mbcP450 foram deletados ou inativados.
54. Cepa engenheirada de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes de 50 a 53, caracterizada pelo fato de que a cepa produtora de

macbecina € 4 pretiosum ou A mirum.

55. Uso de uma cepa engenheirada como definida em qualquer
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uma das reivindicagSes de 50 a 54 caracterizado pelo fato de que € na

preparagdo de um andlogo de 18,21-didesoximacbecina ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

56. Uso de acordo com a reivindicagdo 55, caracterizado pelo

fato de que o analogo de 18,21-didesoximacbecina € definido por qualquer

uma das reivindicagoes de 1 a 26.



1/9

euldagIewsald euidaqoeiy

Ho .:/// V|| < ;7//

asejuls epluy

OH

ogdepixo 120
oedepaw-0 610
ogbeyixoiply G1O

oedenaw-QLi0
opdejoweqsed LD
oedeueboipisaQ g'yo
HO o

¥ oINPOIN ¢ O[NpPOIN

ZHN

OH

T OINPON

) | OINPOW

OH .\/ ojuawebane)d
OH s\n/

vaHY

NIonx

Figura 1



2/9

" Figura 2

OH Pré-macbecina

Hidroxilagao
(mbeP4s9) Desidrogenagao
(mbcP)

\

‘\
. .“
S . C ilaca 1
i Oxidagdo ™ arbz:::g::;(;-ao
[ (mbcM) >
3 Y O-metilagédo N

3 (mbcMT1) N,

& o-metilacao
(mbcMT2)
1

Rl i




3/9

Figura 3
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Figura 4
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1 ATATACTAGT

61 GGCCGCCTIGG
121 CGCCAGGGGG
181 CTCGCACCAG
241 GCTGCGCTGC
301 CACCGACGGC
361 CGCCCAGCTC
421 GTCCGGGGCG
481 GCGGTGCGCC
541 ACCACCGGAC
601 ACCGCGGTTC
661 CGGCACGTCC
721 GTCAACAGCT
781 GACGGGCCCG
841 ATGCGGATCA
801 CTGGCGGGTG
961 CACGGCTICG
1021 ACCACCCICG
1081 CCCAAGCCCG
1141 CGGGTGGTGA
1201 CCGGCGCTGG
1261 GACGCGGTGG
1321 GACCGGACGT
1381 ACCCCAACCG

1 ATATCCTAGG

61 ATCGACTCGG
121 CCGTCCAGCA
181 CGACCCCGGA
241 AACCGCACCG
301 TGCCACGCCC
361 CGGTAGGCGC
421 GACGGGCCGA
481 AACGAGTGCT
541 ATCAGCACCT
601 CAGACCCCGC
661 GCGAGCCCCC
721 ATCAGGTGCC
781 TCCACGCCGA
841 CGGTCGGGTC
901 AATGCCCTGC
961 GTCGCTCGCG
1021 CGGGCAGGCG
1081 AGTCGAAGCC
1141 CGAGCACGGC
1201 CCGACAGCCC
1261 GGGAGAGCGA
1321 CGCGCGCGGA
1381 CGCCCGIGGT

CACGTCACCG
CGCGGCGACG
TTCCTCGTCA
GCGCTGGACA
ACCTTCGGCT
CGCACCACCC
GCGAGCCTGC
CGCTGGATCG
GAACGACGAC
AGACCAACCC
CGGCGCCCGC
CCGGCGCGAC
TCGCCGTCAT
CGCCGTTCGA
TGGACCTGCC
BAGGTGGAGGT
GCACCGCCGT
GCATGGCGGG
CGCCGGACAT
TGGTGGGCGA
CCGCGCTGTG
TCCGCAAGCC
GACGCGCGAG
CGCGCGCAGG

CACCACGTCG
TGACGCGGGC
CGGTGAAGTA
ACGTGGTGCC
CCTCCCAGCC
CGTCCCTGGG
AGCCGTACTG
CGAACCCCAC
CCTCGTCCGG
CGTAGCCCAG
CGTTGCGGCC
GGTTCGGCGG
GCTTGTGCAG
TGCGCCGCAG
GGTGGACTGC
GCCCGGCTGC
CAGCGCCTCG
CAGCCCGGTG
GATCTCGAAG
GGCGGCCAGG
GGCCAGGCGC
GCGCCGCGCG
GGCGCGCAGC
GACCGCGCCC
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Figura 5A

GCGCGGTGTC
GGGCGCCGGT
CCCGGTCGGG
CCACGGTCGT
TCAGCCCGAA
CGGTCGAGCT
CCACCCGCCT
CGGGCGCGAT
ACGCGCCGGT
CCGAGTCGTG
GGCCCCGCGC
CTACGACCGG
GCGGCAGGCG
GGAGTACAAC
GCTGGAGATG
GTTCGAGGGC
GGTCACCGGC
GCTGTTCGAC
GCTCCTGCTG
CGCCCTGACG
GGGCGAGACG
CTCGCAGGTG
CAGGCCCCGG
TCCGCCACCA

CGCGGACTTC
GGACCCGGTG
GATCTCGATC
GCGCGTGGAG
CCGCGAGGGC
GCCCGCCGAG
GGCCGACCCC
CGAACGGGTC
CGACCTCGTC
CGGGCCCGAG
CCCCTCGCCC
GCCGTGCTGT
TTCGAGATCG
CGGCACCTGG
GAGGGTCCGT
GCGCCGGAGC
AAGAGCGGGC
CATATCATCG
GCCACCGGCC
GACCTGGCCA
GACGAGGCGG
CTCGACTGGT
CGCGGCACGT
GCCTAGGATA

Figu.ra 5B

TGCTCGACCT
GAACTCGTCC
GCGGCGGCCG
CGCCAGCACC
GTCCCGGTCC
CCTGCGCTCC
CTCCTGCTCG
GTCCACCAGC
CCCGAACCGG
CGCGGTGAGC
GGTCACCACG
CMAACCGGTCG
CGCCCGCAAC
GTACTCGGCC
CCTGCGCCTG
CCTGCGCCCG
GCGGCGATCG
GCGGTGTTCA
AACGCGTCGT
TCGCGGACCA
GCCCGCAACC
GCGGGGACGA
GCCGCCAGGT
GCGTCGAACA

CGCCCGCCAC
TTCTTCACGA
ATCAGCACGT
GAGTCCCGCG
GCCCGCCCCG
ACCACGTGCG
ACCGCCGACA
CAGGTCCGCC
TCGTCGGCCA
AGGGCGTGGA
TGCGCGAACA
GCCGCGCCGC
GACTCCAGCG
ACGTCGATCA
ATCGCCCTGC
ATTGCCCTGA
CGGGCGTCGG
GCCGGTTCCG
CCGGGCCCAC
GCTCGGTGAG
CGGCCGGGGG
GCGCGCGCAG
CCAGCGGCAG
GCGTCTAGAA

GTCAACGACC
GTCGGCGACG
GGGGTGCGCG
GGCAGCGGCG
CCGTCGCGGT
CCGGTGGGCG
GCCACGCGCG
TACCGCGCCG
CCGACGGGAG
CCGGGGACGA
CGCCGACCCC
TCGACCTCGA
CCTACGCCGA
GGCGGTACTT
TCGTCCGCGA
TGCTGGCGGA
CGCGCGCCCG
GCTCCGACGA
TGCTCGACGT
GCGCCCGCGE
AGCTGCTGGC
GCCTGGCCCA
GCCGGGGCCT
T

GCGCTCACCC
GCACCCGCGT
GCTGCCCGTT
CGTAGTCGTC
GCCGGAACCG
CGTCCCCGCG
GCTCCAGCGG
CGTCCAGGCG
GCCGGATCGC
AGAGCCGGTT
CACGGGGCAG
CGTTGTICGTA
TCGGGCTCGG
TGCTGGTGCT
GCTCGACTGC
GCCCGATTGC
CTGGTCGAAC
CAGCTGCACG
CGCGCCCTTC
CACGGCCTCC
CGCGGCCTGC
CAGCGCGGGC
CGGCACGACC
TAT

ACGCGTTCCG
TGGAGGACAC
CGGCCTGGGC
GCACGGCGGA
TCCTGCTCAC
CCGAGTACGA
GCGAGGCGGC
CCGACACCGT
CCCCGTGATG
GCGGGCCGCG
CGCGCCCCAC
CGGGGTGCTG
GGTCGTCGGC
CCCGGACATC
GAGCTACCGG
CCTGCGGCAG
GTCGCTGCTG
GGTCGCGAAC
CCCGGCCGAC
CGCGGGCTAC
GGCGRACCCG
CCTCGCCGAC
GCGGGGCGTC

CCCGATCATG
CGTCTCCACC
CTCCGCCGCC
CAGCCCGTCC
GTACACCGCC
CTCCACGACC
CTCCAGGTAG
CACCAGGTTG
CGCCGCGACC
GAGCTCGTAG
CGGGATCTCC
GGGCACGGAC
CACGCCGCCC
CACCTCTCGT
CCTGCGCCTG
TCGGCGGCCA
AGCAGCGCGG
GCCGTCATGG
TCGCCGTGCC
TGCTCGTCGC
CCGGTGGCGG
ACCGCCTCGT
AGCGCCGGGC
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Figura 6A

ctcgccgacgaccggacgtgacgcgcgagcaggccccggcgcggcacgtg
gagcgqctgctggcctgcactgcgcgctcgtccggggccgcgccgtgcac

ccggggcctgcggggcgtcaccccaaccgcgcgcgcaggtccgccaccag
ggccccggacgccccgcagtggggttggcgcgcgcgtccaggcggtggtc
stop

Avrlil
cctaggcaccacgtcgtgctcgacctcgcccgccacgcgctcaccccccg
ggatccgtggtgcagcacgagctggagcgggcggggcgcgagtggggggc
' L start

atcatgatcga
tagtactagct

Figura 6B
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Figura 7
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1 CCTAGGCGAC
61 CATCACCGAC
121 GAAGGGCCTG
181 AGCAGTAGCC
241 GGGCTGCGGG
301 GTGGCCTGGC
361 GTCAGCGACT

421 GGACTGAGCG.

481 CACGTAGAGG
541 CTGCTCCAAG
601 GCTGTTGAGC
661 GGTGCGCATC
721 GGCTGGCGCT
781 CGTGCAACAA
841 CCGCGATCCT
901 GGGCGGAGGT
961 GCCGTGAATC
1021 CGCACGTCGT
1081 GCGCGGCAGG
1141 GGGTTGAACT
1201 TTGGTCACGC
1261 CCTTGTGATC
1321 GGCCAATACC
1381 CCACGCCCGC
1441 CGACAACCCG
1501 TTCCAACGCC
1561 CCATCCCATG

1 GTGTGCGGGC

61 GCGCGCCCCG
121 CGATCAGCCG
181 TGTTGGACAC
241 CCTTGACCGG
301 CGAGCGAGGT
361 GCCTGGCCAT
421 CGGTCTCGAC
481 CCATCGTGCC
541 TCCCCCGCCG
601 CCACCCTCGA
661 CCCCTCAACG
721 CCGCAGAACT
781 CTCCCCCATG
841 CTCGTTGCGC
901 CGCGTCCGCG
961 GGTCGGCGCG
1021 GGCCCGCGCC
1081 GGACATGGGC
1141 CGGCGACGCC
1201 GTTCATCGAC
1261 GCGCACCGGC
1321 GTCCGCGACC
1381 CGAGCGGGTC
1441 GTGAACCCGC
1501 GAGGACGTGG

TACCCCGCAC
CACACCGTCC
CTGTTCCACC
GAACACCCGT
GCGAGCGCAG
GCATGTCAAA
TGTCGCGCTT
GGGCAGCTTG
TGGTTGTACA
ATCAGGAGTG
AGTGGGGCGA
GCCCAGGTGG
CARCCTGGAA
GGTCTTGCTG
CGCGGACGGG
GCCCTATTGC
GAGATCCGGG
CCTGACATCG
GTGTGTGCGA
GCGAATCGCA
TGCTGCGGCG
TTCTGCCAGC
ATCGTCGCGT
TTGGCCTCCT
ACAACCCTGC
CGAACACCGT
ACACCGTGCG

CAGCTCGCCC
GACGACCTCG
CGCCGGGTCG
CAGCGGCACG
CAGCTCCTCG
GGTGGTGAGC
GCGCAGCTGG
CAGCACCACC
CGCGCCGAGA
CGGCCACCGC
TCGTGTGCCG
GAACCGGAAA
GTTCATAGAC
GCTCAGCAGA
GACGACGACG
CTGCAGGTGG
CGCTCGGTGC
CTCCCGCCCG
AGGCCGTTCT
CGCGCCACCC
GCGAACAAGT
GGCCTGGTCG
GATCCGGACA
GACATGTGCC
CCGAATCGCG
CCACCGACCT
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Figura 8

TACTACACCG
AACGCAACTT
CACGCGACCT
ABCCACGCGG
CGAGCCCGCG
TTCCCACTGA
CGGTGCCTTA
GAAGGTGGAG
CGCGGTGGCG
CGGCGCGGTG
CGAGCAGCGG
GCGATCGCGC
CGCGCGACTG
GTTTCGGAGC
GGCGGCCTCG
TGCCGGGACG
GCGCTGAGCG
GGCCGCGCAT
GACACTCCGG
AAGCGGCCCG
CGGTCCCGCC
GCCTCCAGAA
ACCCCAGAGG
TGGCGGCCCG
CTGCCAACGC
GCCACAGCAC
CTTCGGCCAG

AGCAGGCCTA
CCGCGAACTG
GGTGGGCGTC
TGGCGTCCCC
CAGCCCCACT
CTGCCRACAG
AGGCCGAGCT
TTCGGTGAGC
GGACCTGCGC
CGTATAGCCG
GGCGGGAAGC
GAGCCTCACG
TTTCGTCCAG
GCAGTCTGAG
TGTCTTCACC
AGGTCATCCC
CGGTGAACGC
GGCCCGAGGT
GACTCCGTGC
GCCGCAAAGG
GGAACTGCTT
CCGAGAGCAG
GTGTCGCTCC
GCCAAGATCG
GGCTTCCGGC
GGCCCGCGCG
TGACC

Figura 9

AGCACGCCCA
ACCGTGGGGA
GGGACGTGCC
CGCGGCCCGG
GTGACCGCCT
AGCTCGCCCC
GCGGCCACCG
GGCACGCCGT
ACGGCGAGCA
GGCCGCCGTC
GGAARGGCGC
TCGAATGTCC
TGTGGCGGCA
TCAGCGCCAC
TGCTCGCCGG
CCCCGGAGGA
TGGAGGTCGG
GCGGACGTGT
GGGAGCGGGC
TGGCCGGCCT
CGGATTACGT
TCGTGGACAA
CCACCGCCGT
TGCTGCCGAT
CCGAATTCCC
GCCCGCCTAC

CGAGGGTCTC
TCAGGTACGG
CGGCCAGCTC
TGAGCGCGGC
CCACCACCAG
GCTCGCGGTC
CCTCCCGCGC
GCCCGACGGC
CCGTCCTGCC
CGGTCCGCGC
GCCCGACCCC
CGAACGCGCC
GTACCGATCT
CTCGGAAATC
TCTGCGGGAG
GGGGCAGCTG
CACCTACACC
CGTGACCTGC
GGGCGTCGCG
GCACGCCGAG
CCACTACTAC
CACGCTCTTT
GCGCGAGCTG
CGCGGACGGA
CCGGAGAGAA
CCGTTCCTAG

CGCCTACGGG
GCCGATCTGG
CCAGAATTCG
CACGGACGCC
CCCGCGTCCC
ATCATGTGCC
GGGATGGGGG
AGAGGCAGCA
AGTAGGCCGC
AGTTCGGCGG
GCTTTGACCT
GATCGCGGTC
ACGTGCCAGG
CCGGGACCAG
GGTGGTAGTT
CCGGAGCAGT
CTCGTCCAGC
GGTCAGCGGT
AGAAGGTCGA
GGTCGGGCCG
GCCGAGCAGG
TCGTCGGGCG
CGTTCAGGGG
CCGAGCATCA
ACCCCGCGCG
TTGCCCTCGC

CAGCGCGTCC
CGGGTTCATG
GTCGATCGGG
GGCCCCGGCC
CGAGACGTCC
CTCGGGCAGC
CCGCCCGACC
CAGGGAGGTG
GTCCTGCTCT
GCCGTCCCGG
CTGACCTGCC
GTCAAATCGT
CCGRAATTCCA
CTCGACTACG
CGGACCGCGG
CTCGGCCTGC
GGGTACAGCA
GACGTCGTCG
GACCGCATCG
CACGCCGTGT
GAGCGCGCGC
TTCGGGCGGG
AACGCGCTGC
ATCACGCTCG
AGGCCGCCGC
G

AACTCCTGGA
TAGGCGACGC
GCTGCTTCCT
ACCGCCTCGC
TCTTCTCCGT
GTTTGAGCAG
CACTGTTTCC
CGTCCCGTCG
TATCCGCAAG
TCAGCATGGT
TCCTCCGCCC
ACCTCATGCA
GCGGTGTAGG
GACGACAACT
GACCTGCGCG
TTCTCAGCAC
GAGTCGCACG
GAGCGGGAAG
TCAGGCGAAA
CCTGCGACGA
TCGATCCGCC
TGCAGTGCAT
CGACCATTTC
GGTAGGTGCC
CCTCGTCGGC
TCGTCTCCAG

GCGCCGGTGC
AAGTGCGTGC
ATCGAGGAGG
AGCACCTCGG
GCGACGTCGG
GCCCGCATCA
TTGGCCCGGT
ATCCCCAGGC
CCCATCGCGC
CACGCGCATIT
CCCCTGAACC
CGATTGACAG
CGGAAGAGTC
TCCGCGCGAC
TTCTCCCGGC
TGGTGCGCCT
CGCTGTGCAT
CGAAGTGGCC
ACGTCCGCGT
TCGACCTGGT
TGACGCTGCT
TCGCCGATCC
TGCACGCCGA
CCGTGAAGCG
AGTGTTCACC
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Figura 10
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RESUMO

“COMPOSTO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, USO DE UM
COMPOSTO, METODOS PARA O TRATAMENTO DE UMA DOENCA,
E PARA A PRODUCAO DE UM COMPOSTO, CEPA ENGENHEIRADA,
E, USO DE UMA CEPA ENGENHEIRADA” |

A presente invengdo refere-se a andlogos de 18,21-
didesoximacbecina que sio uteis, p. ex., no tratamento de céncer,
malignidades de células B, maldria, infecgdo fingica, doengas do sistema
nervoso central e doengas neurodegenerativas, doencgas dependentes de
angiogénese, doengas autoimunes e/ou como um pré-tratamento profilatico
para céncer. A presente invengdo também proporciona métodos para a
producdo destes compostos e seu uso na medicina, em particular no

tratamento e/ou profilaxia de cancer ou malignidades de células B.
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