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POLIPEPTIDO DE ANTICUERPO RECOMBINANTE ANTI-CIANOBACTERIAS,

GEN DEL MISMO, Y METODO DE PREPARACION DEL MISMO

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion se relaciona con biotecnologia en proteccion
ambiental, especialmente un polipéptido de anticuerpo recombinante anti-

cianobacterias, un gen del mismo, y un método de preparacion del mismo.

ANTECEDENTES

La proliferacién de cianobacterias y la contaminacion del agua causada por
eutrofizacion del agua son el dafio mas grande para todo el ambiente del agua
mundial que lleva a grandes pérdidas econémicas y dafios irreparables en la
biosfera de la tierra. Junto con la industrializacién y urbanizacién acelerada por
parte del desarrollo econémico de China, la contaminacion ambiental y la
degeneracién son cada dia mas severas, y el control bionémico sobre el ambiente
del agua se ha vuelto un problema crucial a enfrentar y resolver.

Los agentes antibacterianos actuales son poco efectivos contra las
cianobacterias, un procariocito que pertenece al Phylum X de cianobacterias,
Bacteria Dominante. Actualmente, sélo hay un reactivo quimico de metales
pesados, por ejemplo, sulfato de cobre y etc.,, que pueden controlar las
cianobacterias. Sin embargo, en el uso practico contra las cianobacterias, la
sobredosis y el uso repetido de farmacos, debido a sus efectos limitados, destruye
otros organismos beneficiosos, algas, plantas acuaticas, y trae una destruccién
irreversible y permanente para el medio ambiente, asi como residuos de agente de
metales pesados con el aumento de la cantidad en el medio ambiente y los
productos agricolas. Por lo tanto, hay una gran demanda para el desarrollo de

farmacos anti-cianobacterias altamente eficaces y seguros.



RESUMEN

En un aspecto, la presente invenciéon proporciona genes, plasmidos
recombinantes, y un novedoso polipéptido anti-anticuerpo recombinante anti-
cianobacterias; dicho polipéptido es capaz de matar especificamente a las células
de cianobacterias, sin dafar otras células de algas, plantas y animales. Otro
aspecto de la presente invencion es proporcionar métodos para la preparacion de
dichos polipéptidos de anticuerpos recombinantes anti- cianobacterias.

Se proporciona un hibridoma con un nimero de depésito de CGMCC
No.4783.

También se proporciona un anticuerpo monoclonal secretado por dicho
hibridoma.

También se proporciona un anticuerpo que imita al polipéptido con la
funcién de reconocer y unirse a las cianobacterias, que es un fragmento de unién
a antigeno de dicho anticuerpo monoclonal, o un pequefio polipéptido molecular
que esta disefiado sobre la base de las regiones funcionales de dicho fragmento
de unién a antigeno de dicho anticuerpo monoclonal.

Dicho anticuerpo imitador polipéptido, es una secuencia de aminoacidos
que se establece en SEQ ID N°.3.

También se proporciona un gen que codifica cualquiera de dichos
polipéptidos anticuerpos imitadores.

Dicho gen tiene una secuencia de nucleétidos expuesta en la SEC ID N° 2.

Tamvbién se proporciona un polipéptido de anticuerpo recombinante anti-
cianobacterias, construido al operar y conectar linealmente dicho anticuerpo
imitador polipéptido capaz de reconocer y unirse a las cianobacterias a la terminal-
C del polipéptido colicina, y dicha colicina se selecciona de la colicina E1, la, Ib,
Un,BoN.

Dicho polipéptido de anticuerpo recombinante anti- cianobacterias tiene una

secuencia de aminoacidos expuesta en las SEC ID N° 7.



También se proporciona un gen que codifica dicho polipéptido de anticuerpo
recombinante anti- cianobacterias.

Dicho gen tiene una secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID N° 6.

También se proporciona un vector de expresiébn recombinante, que
comprende el gen que codifica dicho polipéptido de anticuerpo recombinante anti-
cianobacterias.

También se proporciona un método para preparar dicho polipéptido de
anticuerpo recombinante anti- cianobacterias, con los pasos de la siguiente
manera: transducir el gen que codifica el polipéptido de anticuerpo recombinante
anti-cianobacterias en un sistema de expresién de E. coli, cultivar el E. coli
transducido, y separar el polipéptido expresado por el E. coli.

También se proporciona el uso de dicho polipéptido de anticuerpo
recombinante anti-cianobacterias en el control de la eutrofizacion de las aguas.

La invencién proporciona un polipéptido de anticuerpo recombinante anti-
cianobacterias, que se construye a partir de polipéptido colicina y un polipéptido
imitador anticuerpo contra el antigeno de superficie celular de las cianobacterias.
En dicha molécula de polipéptido, los anticuerpos miméticos contra el antigeno de
superficie de la célula de cianobacterias reconocen y se unen a las cianobacterias,
llevando a la colicina de la molécula a atacar a la célula de cianobacterias
reconocida. Con un anticuerpo mimético reconociendo especificamente el
antigeno superficial de las células de las cianobacterias, el polipéptido de la
invencion ataca a las células de cianobacterias sin dafio a otros organismos del
agua y sin la contaminacion del agua, siendo por lo tanto protector del medio
ambiente y seguro en el control de la contaminacion de cianobacterias del agua. El
anticuerpo  mimético en el polipéptido de anticuerpo recombinante anti-
cianobacterias de la invenciéon es un anticuerpo mimético capaz de reconocer y
unirse a las cianobacterias, y esta disefiado sobre la base de las secuencias de

aminoacidos y secuencias de nucleétidos de la cadena ligera y pesada del



fragmento de unién del antigeno (Fab) del anticuerpo monoclonal secretado por el
hibridoma CGMCC No.4783, tales como los anticuerpos miméticos bien conocidos
en la técnica, por ejemplo, anticuerpos de una sola cadena y anticuerpos
miméticos de moléculas pequefias, etc. En la invencién, el anticuerpo mimético
disefiado sélo tiene que ser capaz de reconocer el antigeno, la Unica tarea de los
anticuerpos miméticos es guiar la molécula de polipéptido recombinante para
dirigirse a la superficie de la célula, y construir un tinel de iones en la membrana
celular por medio de la colicina en el polipéptido recombinante, lo que resulta en la
muerte de las células objetivo debido a la fuga de la sustancia intracelular. Por lo
tanto, los polipéptidos recombinantes construidos mediante la vinculaciéon de una
colicina a un anticuerpo mimético que esta disefiado sobre la base de dicho
anticuerpo monoclonal y puede reconocer el antigeno objetivo, caera en el alcance
de lo reivindicado de la invencion.

En una modalidad de la invencién, el anticuerpo mimético es un anticuerpo
mimético de péptido-28 construido al enlazan los dominios de V4CDR1, V4FR2 y
VL.CDR3 de un anticuerpo monoclonal contra el antigeno de superficie de los
protoplastos de las cianobacterias (secretados por el hibridoma CGMCC No0.4783)
en el orden de V4CDR1-V4FR2-V CDR3. Los experimentos en el interior y al aire
libre han demostrado que, el polipéptido anti-cianobacterias construido por dicho
anticuerpo mimético tiene la actividad biolégica de moverse alrededor y
automaticamente buscar el antigeno de superficie de la célula de cianobacterias
en el agua. Los anticuerpos miméticos péptido-28 tienen la ventaja de que son
faciles de clonar, expresar, y tienen una actividad de reconocimiento del
anticuerpo original; puede matar a las cianobacterias guiando la colicina del
polipéptido recombinante para apuntar a la membrana de la célula para contruir un
tanel de iones. Dicho polipéptido recombinante tiene una seguridad mas ecolégica
y ambiental en comparacion con los farmacos actuales en el control de la

contaminacién del agua (por ejemplo, sulfato de cobre).



En la invencién, la colicina para la construccion del polipéptido de
anticuerpo recombinante anti- cianobacterias se puede seleccionar de colicina E1,
la, Ib, A, B o N que podrian formar canales iénicos. El polipéptido recombinante
construido por anticuerpos miméticos anti-cianobacterias y la colicina la se verifica
por medio de ejemplos de la invencién. Sin embargo, con la propiedad de formar
un canal idnico en la membrana celular de las cianobacterias, cualquiera de estos
colicinas de acuerdo a la concepcion de la invencidn pueden estar unidos
linealmente a anticuerpos miméticos anti-cianobacterias para construir el
polipéptido recombinante para llevar a cabo la invencién, que es, proporcionar
polipéptidos recombinantes que matan a las cianobacterias.

La invencion también proporciona un método de preparacion de plasmido
recombinante que comprende el gen del polipéptido recombinante, donde Ila
secuencia de nucledtidos de codificacion del anticuerpo mimético se inserta en el
extremo terminal-C de la colicina por oligonucledtidos de doble cadena de
mutagénesis dirigida al sitio, para formar el plasmido recombinante de la
invencién. Tomando la colicina la como un ejemplo, el plasmido recombinante de
la invencion se construye mediante la insercién de la secuencia de nucleétidos de
codificacion de los anticuerpos miméticos en el sitio después del aminoéacido 626
del gen de colicina la (en el extremo terminal-C). El vector original pSELECT-1 se
compra de Promega Corp., el cual contiene genes de colicina la y proteina de
inmunidad. En el Ejemplo 1 de la presente invencién, varios pares de secuencias
de cebadores estan disefiadas para los genes de los anticuerpos miméticos. El
plasmido recombinante, por ejemplo, pCHCcyanoMA1, se prepara de acuerdo con
las instrucciones del kit de Stratagene Corp. por medio de mutagénesis de
oligonucleétidos de doble hebra dirigida al sitio.

En otro aspecto de la invencién, es proporcionado un método de
preparacion de dicho polipéptido anti-cianobacterias de la invencion, en el que un

plasmido que comprende un gen que codifica el polipéptido de anticuerpo



recombinante anti-cianobacterias se obtiene mediante la vinculacién operable de
un gen que codifica los anticuerpos miméticos con un gen colicina, y el plasmido
recombinante obtenido se transfecta en una bacteria de ingenieria de E. coli para
obtener una célula de ingenieria de bacterias que puede producir el polipéptido de
anticuerpo recombinante anti-cianobacterias. Dicho polipéptido anti-cianobacterias
de la invencién se obtiene después de la separacién y purificacién con la columna
de intercambio iénico.

Dicho polipéptido anti-cianobacterias de la invencién se puede usar en el
control de la contaminacién del agua. Las combinaciones de farmacos adecuadas
para el medio ambiente se pueden preparar mediante la adicién de vectores,
excipientes u otros componentes alternativos en el polipéptido de la invencién, en
el que el mecanismo es el siguiente: anticuerpos miméticos, dentro del polipéptido
que reconocen el antigeno de la superficie de las células de cianobacterias, guian
la colicina a la membrana celular de las cianobacterias con el fragmento hidréfobo
del dominio del canal de iones en la colicina insertada, para formar un canal de
iones, incurriendo asi la muerte celular de las cianobacterias por medio de la fuga
de la sustancia intracelular.

Dicho polipéptido anti-cianobacterias de la invencidn tiene una ventaja en la
especificidad del objetivo en comparacién con los farmacos anti-cianobacterias
tradicionales, por lo tanto, no ataca otras algas, plantas y células de animales; la
toxicidad y efectos desfavorables son mucho menores que los farmacos anti-
cianobacterias tradicionales. Ademas, puesto que el canal de iones se forma
directamente en la membrana celular de las cianobacterias para matar las células
de las cianobacterias, es dificil para las células de cianobacterias reparar los
dafios geométricos en la membrana celular por medio de la mutacién del gen y la
expresion de la proteina, en el corto tiempo en el que la sustancia intracelular se
fuga a través del canal ibnico del polipéptido anti-cianobacterias hasta la muerte

celular de las cianobacterias. Por lo tanto, hay una baja probabilidad de que las



células de cianobacterias obtengan resistencia al polipéptido anti-cianobacterias
de la invencion, lo que indica que hay una aplicacién prometedora a dicho
polipéptido anti-cianobacterias de la invencion.

Depésito de la informacién de la hibridoma:

Ndmero de Depésito: CGMCC No.4783

Nombre del Depésito: Hibridoma monoclonal de anticuerpos contra el
antigeno de superficie celular de las cianobacterias

Fecha de Depésito: 04 de abril 2011

Institucién de Depésito: Centro General de China de Recoleccion de
Cultivos Microbiolégicos, CGMCC

Direccion: No.3, Patio N°1, Beichen West Road, Distrito Chaoyangt, Beijing

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es una ilustracion esquematica de la estructura del plasmido
recombinante pCHCcyanoMA1 que comprende los genes de los anticuerpos
miméticos y la colicina la.

La figura 2 es una ilustracién esquematica que ilustra la estructura del
anticuerpo recombinante anti-cianobacterias de la presente invencion.

La figura 3 es una ilustracién esquematica de la estructura del plasmido
recombinante pCHCcyanoMA2 que comprende los genes de los anticuerpos
miméticos y la colicina la con orden NC invertido en parte.

La figura 4 muestra los resultados de los experimentos sobre la inhibicién
del polipéptido anti-cianobacterias de la invencion en Microcystis aeruginosa
cultivada en medio liquido,

donde, A, control en blanco; B, 50 ug/ml de ampicilina; C, 50 pg/ml de
feromona espectro (Ph-NM); D, 50 ug/ml de polipéptido anti-cianobacterias (1); E,

50 pg/ml de polipéptido anti-cianobacterias (2).



La figura 5 muestra los resultados de los experimentos sobre la inhibicién
del polipéptido anti-cianobacterias (1) de la invencién en Microcystis aeruginosa
cultivada en un medio liquido, donde, A, resultado del tratamiento durante 48
horas; B, resultado del tratamiento durante 72 horas; C, resultado de tratamiento
durante 96 horas.

En donde hay 6 frascos en cada columna, de izquierda a derecha, es decir,
de la siguiente manera: 1, control; 2, 0,1 ug/ml de polipéptido anti-cianobacterias
(1); 3, 0,5 pg/ml de polipéptido anti-cianobacterias (1); 4, 1 ug/ml de polipéptido
anti-cianobacterias (1); 5, 5 pg/ml de polipéptido anti-cianobacterias (1); 6, 10
Hg/ml de polipéptido anti-cianobacterias (1).

La figura 6 muestra los resultados de los experimentos sobre la inhibicion
del polipéptido anti-cianobacterias (1) de la invencién en Scenedesmus cultivado
en un medio liquido.

En donde hay 6 frascos en cada columna que se tratan durante 10 dias,
desde la izquierda hacia la derecha, es decir, de la siguiente manera: 1, control; 2,
1 pg/ml de polipéptido anti-cianobacterias (1); 3, 5 ug/ml de polipéptido anti-
cianobacterias (1); 4, 10 pg/ml de polipéptido anti-cianobacterias (1); 5, 15 pg/ml
de polipéptido anti-cianobacterias (1); 6, 20 pg/ml de polipéptido anti-
cianobacterias (1).

La figura 7 muestra los resultados de los experimentos sobre la inhibicién
del polipéptido anti-cianobacterias (1) de la invencién en Microcystis aeruginosa y
Scenedesmus cultivado en un medio liquido.

En donde, el resultado del Microcystis aeruginosa se muestra en la parte
superior, y que del Scenedesmus se muestra en la parte inferior.

La figura 8 muestra Ibs resultados de los experimentos sobre la inhibicion
del polipéptido anti-cianobacterias de la invencién en Microcystis aeruginosa,

Anabaena , Chlorella y Scenedesmus cultivados en un medio liquido.

10



En donde, el matraz de la izquierda es el control, y el de la derecha es de
35 ug/ml de polipéptido anti-cianobacterias (1). Donde A: Microcystis aeruginosa;
B: Anabaena; C: Chlorella; D: Scenedesmus.

La figura 9 muestra el resultado del experimento sobre la inhibicion del
polipéptido anti-cianobacterias de la invencién en agua natural contaminada por
cianobacterias.

En donde, A, control en blanco; B, 1 ug/ml de polipéptido anti-
cianobacterias (1); C, 5 pg/ml de polipéptido anti-cianobacterias (1); D, 10 pg/ml
de polipéptido anti-cianobacterias (1); E, 0,7 yg/ml de sulfato de cobre.

La figura 10 muestra algunos aspectos de los resultados del experimento de
inhibicién en la figura 9.

En donde, A, cambios de densidad 6ptica en agua; B, cambios de clorofila
en el agua; C, cambios de pH en el agua; D, cambios de poblacién de algas
dominantes en agua.

En donde, D-1, grupo de control; D-2, grupo tratado por 1 ug/ml de
polipéptido anti-cianobacterias (1); D-3, grupo tratado por 0,7 pg/ml de sulfato de
cobre.

La figura 11 muestra la observacion microscépica (magnificada 400 veces)
de la inhibicién del polipéptido anti-cianobacterias en agua natural contaminada
por las cianobacterias en la figura 9.

En donde, se muestran respectivamente los cambios de las algas
(Anabaena) que se tratan mediante el control, 1 pg/ml de polipéptido anti-
cianobacterias (1) y 0,7 pg/ml de sulfato de cobre en agua en el primera Dia 1 (A),

el segundo dia (B), el tercer dia (C), el cuarto dia (D), el quinto dia (E).

M
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DESCRIPCION DETALLADA

Ejemplo 1. Construccién del plasmido que expresa polipéptido anti-
cianobacterias y la preparacion del polipéptido recombinante anti-
cianobacterias

Material: Hibridoma CGMCC No.4783.

Paso 1. La obtencion de la secuencia de nucleétidos y la secuencia de
aminoacidos de los anticuerpos miméticos: el anticuerpo monoclonal secretado
por el hibridoma se recogié y se secuencid mediante el uso de métodos
convencionales para obtener la secuencia de la cadena pesada y la cadena ligera
del fragmento de unién del antigeno Fab; la secuencia de aminoacidos del
anticuerpo mimético fue disefiada sobre la base de la secuencia de aminoacidos
de las regiones determinantes de complementariedad, como se muestra en la
SEC ID N° 3. La secuencia nucleotidica que codifica dichos anticuerpos miméticos
se expone en la SEC ID N° 2.

Paso 2. El vector original es el plasmido pSELECT-1 (adquirido de Promega
Corp.), que lleva los genes de colicina la y la proteina de Inmunidad (dichos genes
se cargan en el laboratorio donde se llevan a cabo los experimentos de esta
invencién). El gen que codifica los anticuerpos miméticos anti-cianobacterias
(secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID N° 2 en el listado de
secuencias) se insertan después del sitio de 1626 en el gen de colicina la por
medio de la tecnologia de Mutagénesis de sitio-dirigido de oligonucleétidos de
doble cadena (QuickChange™ Kit, Stratagene Corp.), para obtener un plasmido
recombinante pCHCcyanoMA1 (como se muestra en la fig. 1). El plasmido de
recombinacion se transfecta entonces en la bacteria de ingenieria de E. coli B834
(DE3) para preparar el polipéptido. Se obtiene dicho polipéptido anti-
cianobacterias con la secuencia de acido amonio que se muestra en la SEC ID N°
7 (en lo sucesivo denominado como "polipéptido anti-cianobacterias (1)") y de

peso molecular de aproximadamente 70.000.

12
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El proceso de mutagénesis dirigida al sitio de oligonucle6tido de doble
cadena se realiz6é de acuerdo al manual del Kit de Mutagénesis Dirigida al Sitio de
Stratagene QuickChange (N° de catalogo 200518).

1. Preparacion de reactivos para mutagénesis dirigida al sitio:

5 pl 10 x tampédn

2 ul (10 ng) plasmido de colicina la de tipo salvaje

1 pl (125ng) 5'-3' cebadores de oligonucleétidos como se disefiaron

1yl (125ng) 5'-3' cebadores de oligonucleétidos como se disefiaron

1 pl ANTP

Agua doblemente destilada 50 pl

1 pl pfu

(Todos se proporciona en el kit de plasmido a excepcién de los cebadores y
el agua doblemente destilada)

2. Amplificacion por PCR, las condiciones de amplificacién: 20 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C durante 35 segundos, recocido a 53 °C durante 70
segundos, y extensién a 68 °C durante 17 minutos;

3. Se afadi6é 1ul de endonucleasa Dpn 1 para digerir la cadena de ADN (37
°C, 1 hora); 1 yl de reactivo y 50 pl de célula competente HMS174 se incubaron
juntos en hielo durante 30 minutos, y después se incub6é en hielo durante 2
minutos después de un choque térmico a 42 °C durante 45 segundos;

4. Se anadi6 0,5 ml de cultivo del medio NZY, y se cultivé por agitacion a 37
°C y 220 rpm durante 1 hora. Se esparcié 50-100 pl de reactivo sobre la placa de
medio LB mas 1% de agar y 50 ug/ml de ampicilina para el cultivo durante toda la
noche a 37 °C;

5. Las colonias se recogieron después de cultivar durante 18 horas. El
plasmido se extrajo usando el kit de extraccion de Qiagene Corp. o Gibco Corp., y

luego fueron secuenciados para confirmar si la mutacion fue exitosa;

13



12

6. Se incubaron 50 ng de plasmido de recombinacién con 50 ul de los
componentes de célula de E. coli B834 preparados (DE3) en hielo durante 30
minutos, y calor conmocionado a 42 °C durante 30 segundos. Se afiadié 50-100 pl
de la sustancia reaccionante con 0,5 ml del medio de cultivo SOC, cultivada por
agitacion a 37 °C y 220 rpm durante 1 hora y se esparci6 sobre la placa de medio
LB mas 1 % de agar y 50 ug/ml de ampicilina para la incubacién a 37 °C durante
12 - 16 horas. Después, una sola colonia fue recogida;

7. Las bacterias fueron amplificadas en 8-16 litros de medio LB a 250 rpm y
37 °C durante 6-8 horas. La bacteria se precipité por centrifugacion a 6000 g y 4
°C durante 20 minutos, se re suspendié con 50-80 ml de 50 nM borato, 2mM
EDTA (pH 9,0) a 4 °C; se afadié 250 microlitros de 0.2 M PMSF vy se trataron con
ultrasonido a 4 °C y 400W durante 2 minutos. Los escombros de la Bacteria fueron
centrifugados a alta velocidad a 4 °C y 75.000g durante 1,5 horas. EI
sobrenadante se afiadié con sulfato de estreptomicina para precipitar el ADN, se
dializé durante la noche en una bolsa de dialisis con un peso molecular de 15.000,
asi como con 10 L de 50 mM de borato, 2 mM EDTA, tampén de pH 9,0a4 °C, y
después se cargd en una columna CM (Amersham Biosciences). La columna se
eluyé mediante un tampén de 50 mM de borato, 0,3 M de NaCl, 2 mM EDTA y pH
9,0 para obtener el polipéptido recombinante anti-cianobacterias (1) (ver fig. 2).

Las secuencias de oligonucleétidos de doble cadena disefiados para la
preparaciéon de los genes de los anticuerpos miméticos del plasmido
pCHCcyanoMA1 son las siguientes:

pCHCcyanoMA1

1.5-3'

gcg aat AAG ttc tgg ggt att TCT TGG TAT CAG ATG AAG TGG GTT CAA
taa ata aaa tat AAG aca ggc

3-8
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gce tgt ctt ata ttt tat tta TTG AAC CTT CTG CAT CCA CCA ATA AGA aat
acc cca gaa ctt att cgc

2.5-3'

tat tgg atg cag tgg gtt AAG AGA caa CAA CCG GGG GGG CTG GAG TGG
ATT GGC taa ata aaa tat aag aca ggc

3-5'

gcc tgt ctt ata ttt tat tta GCC AAT CCA CTC CAG CCC TTG CCC CGG TCT
ttg ctt aac cca cca ctg gato ata

3.5'-3

ggg ggg caa ctg gag tgg att ggc CAG CAG TAT YGG TCT ACG CCC CCG
TGG ACG taa ata aaa tat aag aca ggc

3-5'

gcce tgt ctt ata tit tat tta CGT CCA CGG GGG CGT AGA CCA ATA CTG

CTG gcce aat cca ctc cag ccc ttg ccc

Ejemplo 2. Construccion de un plasmido de control que expresa polipéptido
anti-cianobacterias y la preparacion del polipéptido anti-cianobacterias de
control

El vector original es el plasmido pSELECT-1 (adquirido de Promega Corp.),
que lleva los genes de colicina la y la proteina de Inmunidad (dichos genes se
cargan en el laboratorio donde se llevan a cabo los experimentos de esta
invencién). El gen que codifica los anticuerpos miméticos anti-cianobacterias
(secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID N° 4 en el listado de
secuencias) se insertan después del sitio de 1626 en el gen de colicina la por
medio de la tecnologia de Mutagénesis de sitio-dirigido de oligonucledtidos de
doble cadena (QuickChange™ Kit, Stratagene Corp.), para obtener un plasmido
recombinante pCHCcyanoMA2 (como se muestra en la fig. 3). El plasmido de

recombinacién se transfecta entonces en la bacteria de ingenieria de E. coli B834

S



14

(DE3) para preparar el polipéptido. Se obtiene dicho polipéptido anti-
cianobacterias con la secuencia de acido amonio que se muestra en la SEC ID N°
9 (en lo sucesivo denominado como "polipéptido anti-cianobacterias (2)") y de
peso molecular de aproximadamente 70.000.

Las secuencias de oligonucleétidos de doble cadena para la preparacién de
los genes de los polipéptidos miméticos del plasmido pCHCcyanoMA2 fueron

disefiadas y preparadas de acuerdo con el método del Ejemplo 1.

Ejemplo 3. Resultados del experimento de inhibicion del polipéptido anti-
cianobacteria en Microcystis aeruginosa
Experimento (1)

Paso 1. Preparacion de las algas para el experimento: Microcystis
aeruginosa FACHB-978 es comprada al Instituto de Hidrobiologia de la Academia
de Ciencias de China.

Método de cultivo de las algas: la semilla del alga se inoculé con una
densidad celular inicial de 5 x 10*/ml en un matraz cénico de 500 ml que contiene
250 ml de medio BG11 y se coloca en una incubadora de iluminacién, en la que el
matraz cénico se cubre con una pelicula respirable para evitar contaminaciones.
Las algas fueron cultivadas a 25 °C con una intensidad de iluminacién de (2500 +
10 %) lux y la relacion luz/oscuridad de 12h/12h. Los matraces cbnicos se
meneaban y se intercambiaron de posicion una vez cada 2-3 horas. Se tomaron
muestras y se ensayaron una vez cada 24 horas desde el quinto dia después de la
inoculacion. El siguiente paso se puede realizar hasta que la densidad celular
alcanzé aproximadamente 10%/ml.

Paso 2. Se anade 1 ml de liquido de cianobacterias preparado
respectivamente en 5 tubos, a saber, A, B, C, D, y E, y a continuacién, se
afadieron inhibidores de la siguiente manera: A, control en blanco; B, 50ug/ml de

ampicilina; C, 50 ug/ml de feromona de amplio espectro (Ph-AM1 se describe en la
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Solicitud de Patente N° CN200910092128.4); D, 50ug/ml de polipéptido anti-
cianobacterias (1); E, 50ug/ml de polipéptido anti-cianobacterias (2). Después de
agitar el cultivo a baja velocidad durante 12 horas en una incubadora, ios 5 tubos
se afadieron respectivamente con naranja de acridina (50 nM) y yoduro de
propidio (600 nM) para la incubacién durante 30 min; varios microlitros se
muestrearon en un portaobjetos para observar las cianobacterias vivas marcadas
en un microscopio de fluorescencia (Nikon 90i con filtro de DM505 y DM565).

Los resultados se muestran en la figura 4. Se manifiesta por los resultados
que solo el polipéptido anti-cianobacterias (1) maté a los Microcystis aeruginosa
cultivados, mientras que ningin polipéptido anti-cianobacterias (2), ampicilina y

Ph-NM mostré efectos sobre la Microcystis aeruginosa cultivada.

Experimento (2)

Paso 1. Fue igual que en el Paso 1 en el Experimento (1).

Paso 2. Los polipéptidos anti-cianobacterias fueron afiadidos por gradiehte
de concentracién en 6 de los matraces cénicos de 500 ml llenos de algas. El
polipéptido anti-cianobacterias fue afiadido a la Microcystis aeruginosa en dosis de
0, 0.1, 0.5, 1, 5, y 10 ug/ml. Se observé la inhibicién de las cianobacterias cada
dia.

Los resultados se muestran en la figura 5. Debido a que la concentracion de
polipéptido anti-cianobacterias (1) era diferente en cada grupo, el tiempo del
cambio de color de verde a amarillo claro de la Microcystis aeruginosa liquida en
cada matraz coénico era proporcional a la concentracion de polipéptido anti-
cianobacterias (1). Sin embargo, se observdé visualmente que la Microcystis
aeruginosa en todos los tratamientos podria ser matada efectivamente en 72

horas.

A
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El resultado anterior mostré que el polipéptido anti-cianobacterias (1) es
capaz de matar a la Microcystis aeruginosa cultivada, mientras que el polipéptido

anti-cianobacterias (2) casi no muestra ninguin efecto.

Experimento (3)

Material: Scenedesmus oblignus FACHB -417 es comprado al Instituto de
Hidrobiologia de la Academia de Ciencias de China, y se cultiva de acuerdo con el
método en el paso 1 del Experimento (1).

Paso 2. Se afadi6 polipéptido anti-cianobacterias (1) en 6 matraces conicos
de 500 ml con las algas por medio de un gradiente de concentraciéon de 0, 1, 5, 10,
15, y 20 pg/ml, respectivamente. Se observé la inhibiciéon del Scenedesmus cada
dia.

Los resultados se muestran en la figura 6. Aunque la dosis de polipéptido
anti-cianobacterias (1) era 10 veces mayor que el afadido en Microcystis
aeruginosa, no se observé ningln efecto mortal del polipéptido anti-cianobacterias

(1) en el Scenedesmus durante el experimento (190 horas).

Experimento ( 4 )

0,1 mi de liquido de cultivo se toma de cada matraz del Experimento (1) -
(3) y se coloca en una camara de recuento de sangre para observar y contar con
un microscopio. Se muestra por el nimero de células de algas en la figura 7 que,
en comparacion con el control, 1 pg/ml de polipéptido anti-cianobacterias (1)
puede matar a la Microcystis aeruginosa en 72 horas, mientras que 1 ug/ml de
polipéptido anti-cianobacterias (1) casi no mostraron efecto alguno contra el

Scenedesmus.

13
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Ejemplo 4. Experimento del polipéptido anti-cianobacterias contra
Microcystis aeruginosa, Anabaena, Chlorellay Scenedesmus en un medio de
cultivo liquido.

Microcystis aeruginosa , Anabaena , Chlorella y Scenedesmus se adquieren
en el Instituto de Hidrobiologia de la Academia de Ciencias de China, se cultivan y
tratan de acuerdo con los métodos en el paso 1, Experimento (1) del Ejemplo 3.

40 m! del liquido de algas con la densidad celular de 10%/ml se distribuy6 en
dos matraces coénicos de 300 ml, y se afadi6é respectivamente con A: liquido de
control en blanco con la misma cantidad, B: 35 ug/ml de polipéptido anti-
cianobacterias (1), y fueron cultivados durante 4 dias. Se observo el crecimiento.

Los resultados se muestran en la figura 8. Después de 24 horas, el color del
liquido de las algas de Microcystis aeruginosa y Anabaena se volvi6 claro y se
hizo evidente en el cuarto dia, mientras que el color y la turbidez del liquido de
Chlorella y Scenedesmus permanecieron constantes. Se ilustra por los resultados
que, el polipéptido anti-cianobacterias 1 inhibié el crecimiento de la Microcystis
aeruginosa y Anabaena, pero no inhibi6 el crecimiento de Chlorella y
Scenedesmus.

Los resultados anteriores demostraron que el polipéptido anti-

cianobacterias (1) es capaz de matar las cianobacterias.

Ejemplo 5. Experimento de matar a las cianobacterias en el agua natural con
el polipéptido anti-cianobacterias

Agua natural gravemente contaminada por las cianobacterias fue tomada
de una piscina de cria de camarones del lago Suzhou Yangcheng, 25~35 L de
agua se distribuyé en las cuencas de cria de plastico de 60x40x30 c¢m, con 10 min
de suministro de aire cada 20 min, la temperatura se ajusté automaticamente a 27

°C, la intensidad de la iluminacién (2500 £ 10 %) lux y la relacién luz/oscuridad de

19
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12h/12h. Se tomaron muestras de agua cada dia para detectar el pH, absorbancia
a 650 nm, y la absorbencia ala clorofila (véase la fig. 9).

La absorbancia a 650 nm se detectdé mediante la colocacién de la muestra
de liquido en un espectrofotémetro visible (Ver fig. 10).

El contenido de clorofila se detecté mediante el uso del método de
espectrofotometria de etanol caliente — descongelacién (ver fig. 10). Las
absorbancias a 650 y 700 nm se detectaron mediante un espectrofotémetro para
calcular la concentracién de clorofila a, con una férmula de:

[Cla] = [12.12 (D664 - D750) -1.58 (D647 - D750) -0.08 (D630 - D750)]
VE/VS « d.

El PH, la absorbancia a 650 nm, y la absorbancia de Ia clorofila a en el agua
del grupo de control se mantuvo alta durante el experimento, mientras que los del
grupo del polipéptido anti-cianobacterias (1) y el grupo de sulfato de cobre se
redujo dramaticamente desde el segundo dia.

Se tomaron muestras de 30 m! de agua todos los dias, se fijaron con
formalina, y después se concentrdé 10 veces por centrifugacién. 0,1 ml se tomaron
en una camara de recuento de sangre para ser observados y se contaron bajo un
microscopio (ver fig. 11). Se muestra mediante un examen microscopico que, en el
primer dia, muchas Anabaena florecidas se podian ver en el grupo control, el
grupo del polipéptido anti-cianobacterias (1) y el grupo de sulfato de cobre;
mientras que a partir del segundo dia, la Anabaena en el grupo de polipéptido anti-
cianobacterias (1) y en el grupo de sulfato de cobre disminuyé y se fragmenté en
gran medida en el agua; y no Anabaena se podia ver en el grupo de polipéptido
anti-cianobacterias (1) y en el grupo de sulfato de cobre en el quinto dia, pero
muchas Anabaena estaban vivas en el grupo de control.

Los cambios de forma de las algas se observaron bajo un microscopio, y
diversas algas se contaron para detectar los cambios dinamicos sobre la poblacion

dominante de plantas flotantes en el agua (ver fig. 10). En el grupo de control,
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Anabaena y Microcystis aeruginosa fueron las algas dominantes todo el tiempo; en
el grupo de polipéptido anti-cianobacterias (1), Anabaena y Microcystis aeruginosa
disminuyeron gradualmente mientras Chlorella se convirti6 en dominante; en el
grupo de sulfato de cobre, Anabaena y Microcystis aeruginosa disminuyeron

gradualmente, y otras cianobacterias, la Oscillatoria, llegb a ser dominante.

Tabla 1. Conteo del numero y el cambio de la forma de las plantas flotantes

tratadas con polipéptido anti-cianobacterias (/ L)

1¢" Dia de '
, 2% Dia 3% Dia 4® Dia 5% Dia
tratamiento
26363 33194 41068 17954
Grupo de 32745 Ningin Ningun Ningun Ningun
Control cambioen | cambioen |cambioen | cambio en
la forma de | la forma de | la forma de | la forma de
las algas las algas las algas las algas
43981 10624 5370 3432
50394 Muchas de | Muchas de | Muchas de | Casi
las las las ninguna
Anabaena | Anabaena | Anabaena | célulade
se se se Anabaena
1mg/L de volvieron | volvieron | volvieron
polipeptido células cadenas cadenas
sencillas o | cortas de cortas de
cadenas 1-5 células, | 1-5 células
cortas de sin en pocas
2-5 células | cadenas cantidades
largas
40828 20744 9890 3680
5 mg/L of 43987 Igual al Igual al lgual al Casi
polipéptido cambio cambio cambio ninguna
tratado por | tratado por | tratado por | célula de
1 mg/L 1 mg/L 1 mg/L

24
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polipéptido | polipéptido | polipéptido | Anabaena
41787 23443 14214 4902
Igual al Igual al Igual al Casi
10 mg/L of 48101 cambio cambio cambio ninguna
polipéptido tratado por | tratado por | tratado por | célula de
1 mg/L 1 mg/L 1 mg/L Anabaena
polipéptido | polipéptido | polipéptido
39194 33453 4800 3508
Igual al Igual al Casi Casi
20 mg/L of cambio cambio ninguna ninguna
polipéptide 45588 . .
tratado por | tratado por | célula de célula de
1 mg/L 1 mg/L Anabaena | Anabaena
polipéptido | polipéptido
1266 499 305 379
22930 Todas las | Casitodas | Pocas Pocas
0.7 mg/L de Anabaena |las algas | algas algas
sulfato de se se
cobre volvieron | convirtieron
células en detritus
sencillas organico

Los resultados se muestran en las figuras 9-11 y la Tabla 1. Se manifiesta

por los resultados que 0,7 ppm de sulfato de cobre maté todo tipo de algas sin

seleccion. Sin embargo, el polipéptido anti-cianobacterias (1) ha atacado la

inhibicion en el crecimiento de las cianobacterias (Anabaena, Microcystis

aeruginosa) en agua, pero tiene poca influencia sobre el crecimiento de otro

fitoplancton.
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REIVINDICACIONES
1. Un hibridoma con un nimero de depédsito de CGMCC No0.4783.

2. Un anticuerpo monoclonal secretado por dicho hibridoma de la

reivindicacion 1.

3. Un polipéptido mimético anticuerpo con la funcién de reconocer y unirse
a las cianobacterias, dicho polipéptido mimético anticuerpo es un fragmento de
unidén-antigeno de dicho anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 2, o un
pequeio polipéptido molecular que esta disefiado sobre la base de las regiones
funcionales de dicha uniéon a antigeno fragmento y expresado y aislado

artificialmente.

4. El polipéptido mimético anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 3,

donde su secuencia de aminoacidos se establece en SEQ ID N°. 3.

5. Un gen que codifica el polipéptido mimético anticuerpo de la

reivindicacion 3 o 4.

6. El gen de acuerdo con la reivindicacién 5, donde su secuencia de

‘nucleétidos se establece en la SEQ ID N°. 2.

7. Un polipéptido de anticuerpo recombinante anti-cianobacterias,
cdnstruido al conectar operativamente y linealmente dicho polipéptido mimético
anticuerpo con la funcion de reconocer y unirse a las cianobacterias de la
reivindicacion 3 o 4 al terminal-C del polipéptido colicina, dicha colicina se

selecciona de colicina E1, Ia, Ib, A, B o N.

8. El polipéptido de anticuerpo recombinante anti-cianobacterias de acuerdo
con la reivindicacién 7, en donde su secuencia de aminoacidos se establece en las

SECIDN®°7.
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9. Un gen que codifica el polipéptido de anticuerpo recombinante anti-

cianobacterias.

10. El gen de acuerdo con la reivindicacion 9, el cual su secuencia de

nucleétidos se establece en la SEC ID N° 6.

11. Un vector de expresion recombinante que comprende el gen que

codifica el polipéptido de anticuerpo recombinante anti-cianobacterias.

12. Un meétodo de preparacion del polipéptido recombinante anti-
cianobacterias de la reivindicacion 7 u 8, que comprende las etapas de:
transformar el gen que codifica el polipéptido de anticuerpo recombinante anti-
cianobacterias en un sistema de expresion de E. coli, cultivar el E. coli

transformado, y separar el polipéptido expresado por el E. coli.

13. La aplicacién de dicho polipéptido de anticuerpo recombinante anti-

cianobacterias de la reivindicacion 7 u 8 en la eutrofizacion del agua de control.
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RESUMEN

Se suministra una célula hibridoma CGMCC No. 4783 que secreta un anticuerpo
monoclonal de un antigeno de superficie de célula anti-cianobacterial, y el
anticuerpo monoclonal secretado del mismo. También se suministra un polipéptido
de anticuerpo recombinante anti-cianobacterial, gen codificador, método de
preparacién y uso del mismo. El polipéptido de anticuerpo recombinante anti-
cianobacterial se compone de un polipéptido mimético de anticuerpo anti-
cianobacterial que se conecta linealmente de forma operable con el terminal
carboxilo de un polipéptido de Escherichia coli. El polipéptido mimético de
anticuerpo anti-cianobacterial es un polipéptido con capacidad de identificacién y
unién de cianobacteria disefiada con base en un fragmento de unién a antigeno
del anticuerpo monoclonal secretado por la célula hibridoma CGMCC No. 4783. El
polipéptido de anticuerpo recombinante anti-cianobacterial forma directamente un
canal de iones sobre la membrana celular de una cianobacteria para matar la
cianobacteria, matando de forma especifica la cianobacteria (procariota) sin matar

otras algas de células eucariotas benéficas.
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Modificaciones de las REIVINDIACIONES segin el PCT Articulo 28/41
1. Un hibridoma con un nimero de depésito de CGMCC No0.4783.

2. Un anticuerpo monoclonal secretado por dicho hibridoma de la

reivindicacion 1.

3. Un polipéptido mimético anticuerpo con la funcién de reconocer y unirse
a las cianobacterias, dicho polipéptido mimético anticuerpo es un fragmento de
unién-antigeno de dicho anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 2, o un
pequefo polipéptido molecular que esta disefiado sobre la base de las regiones
funcionales de dicha unién a antigeno fragmento y expresado y aislado

artificialmente.

4. El polipéptido mimético anticuerpo de acuerdo con la reivindicaciéon 3,

donde su secuencia de aminoacidos se establece en SEQ ID N°. 3.

5. Un gen que codifica el polipéptido mimético anticuerpo de la

reivindicacion 3 o 4.

6. El gen de acuerdo con la reivindicacién 5, donde su secuencia de

nucleétidos se establece en la SEQ ID N°. 2.

7. Un polipéptido de anticuerpo recombinante anti-cianobacterias,
construido al conectar operativamente y linealmente dicho polipéptido mimético
anticuerpo con la funcidon de reconocer y unirse a las cianobacterias de la
reivindicacion 3 o 4 al terminal-C del polipéptido colicina, dicha colicina se

selecciona de colicina E1, la, Ib, A, Bo N.

8. El polipéptido de anticuerpo recombinante anti-cianobacterias de acuerdo
con la reivindicacion 7, en donde su secuencia de aminoacidos se establece en las

SECIDN°7.

Pl



9. Un gen que codifica el polipéptido de anticuerpo recombinante anti-

cianobacterias de la reivindicacion 7 u 8.

10. El gen de acuerdo con la reivindicacion 9, el cual su secuencia de

nucleétidos se establece enla SEC ID N° 6.

11. Un vector de expresion recombinante que comprende el gen que
codifica el polipéptido de anticuerpo recombinante anti-cianobacterias de la

reivindicacion 7 u 8.

12. Un método de preparacion del polipéptido recombinante anti-
cianobacterias de la reivindicacion 7 u 8, que comprende las etapas de:
transformar el gen que codifica el polipéptido de anticuerpo recombinante anti-
cianobacterias en un sistema de expresion de E. coli, cultivar el E. coli

transformado, y separar el polipéptido expresado por el E. coli.

13. La aplicacion de dicho polipéptido de anticuerpo recombinante anti-

cianobacterias de la reivindicacién 7 u 8 en la eutrofizaciéon del agua de control.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Protein Design Lab, Ltd.

<120> POLIPEPTIDO DE ANTICUERPO RECOMBINANTE ANTI-

CIANOBACTERIAS, GEN DEL MISMO, Y METODO DE PREPARACION DEL
MISMO

180

240

300

360

420

480

<130> PC11853/JJQ

<160> 9

<170> Patentin version 3.3

<210> 1

<211> 1878

<212> DNA

<213> Secuencia Nucleotida que codifica la colicin la

<400> 1

atgtctgacc ctgtacgtat tacaaatccc ggtgcagaat cgctggggta tgattcagat 60
ggccatgaaa ttatggcegt tgatatttat gtaaacccte cacgtgtcga tgtctitcat 120

ggtaccccgce ctgcatggag ttcettcggg aacaaaacca tetggggegg aaacgagtgg

gttgatgatt ccccaacceg aagtgatatc gaaaaaaggg acaaggaaat cacagcegtac

aaaaacacgc tcagcgcgca gcagaaagag aatgagaata agcgtactga agccggaaaa

cgectetetg cggegattge tgcaagggaa aaagatgaaa acacactgaa aacactcegt

gccggaaacg cagatgccgc tgatattaca cgacaggagt tcagactcct gcaggcagag

ctgagagaat acggattccg tactgaaatc gccggatatg acgeccteceg getgcataca

gagagccgga tgetgtttge tgatgctgat tctcttegta tatctccceg ggaggecagg 540



tcgttaatcg aacaggctga aaaacggcag aaggatgcge agaacgcaga caagaaggcec
600

gctgatatge ttgctgaata cgagegcaga aaaggtattc tggacacccg gttgtcagag
660

ctggaaaaaa atggcggggc agcccttgee gttcttgatg cacaacagge cegtetgete
720

gggcagcaga cacggaatga cagggccatt tcagaggccc ggaataaact cagttcagtg
780

acggaatcgc ttaacacggc ccgtaatgca ttaaccagag ctgaacaaca gctgacgcaa
840

cagaaaaaca cgcctgacgg caaaacgata gtttcccctg aaaaattcce ggggegttca
900

tcaacaaatc attctattgt tgtgagcggt gatccgagat ttgccggtac gataaaaatc 960

acaaccagcg cagtcatcga taaccgtgca aacctgaatt atcttctgag ccattceggt
1020

ctggactata aacgcaatat tctgaatgac cggaatccgg tggtgacaga ggatgtggaa
1080

ggtgacaaga aaatttataa tgctgaagtt gctgaatggg ataagttacg gcaaagattg
1140

cttgatgcca gaaataaaat cacctetgct gaatctgcgg taaattcgge gagaaataac
1200

ctcagtgcca gaacaaatga gcaaaagcat gcaaatgacg ctcttaatge cctgttgaag
1260

gaaaaagaga atatacgtaa ccagctticc ggcatcaatc agaagatagc ggaagagaaa
1320

agaaaacagg atgaactgaa ggcaacgaaa gacgcaatta atttcacaac agagttcctg
1380

aaatcagttt cagaaaaata tggtgcaaaa gctgagcagt tagccagaga gatggccggg
1440

23



1500

1560

caggctaaag ggaagaaaat acgtaatgtt gaagaggcat taaaaacgta tgaaaagtac

cgggctgaca ttaacaaaaa aattaatgca aaagatcgtg cagcgattge cgcagecectt

gagtctgtga agctgtctga tatatcgtct aatctgaaca gattcagtcg gggactggga 1620
tatgcaggaa aatttacaag tcttgctgac tggatcactg agtttggtaa ggcetgtccgg 1680
acagagaact ggcgtcctct ttttgttaaa acagaaacca tcatagcagg caatgccgea 1740
acggctcttg tggcactggt cttcagtatt cttaccggaa gegctttagg cattatcggg 1800
tatggtttac tgatggctgt caccggtgeg ctgattgatg aatcgcttgt ggaaaaageg 1860

aataagttctggggtatt 1878

<210> 2
<211> 87
<212> DNA

<213> Gen del anticuerpo mimético contra el antigeno de superficie de

Microcystis aeruginosa

60

<400> 2

tcttattgga tgcagtgggt taagcaaaga ccggggcaag ggctggagtg gattggecag

cagtattggt ctacgccgec gtggacg 87

<210> 3
<211> 29
<212> PRT

<213> La secuencia de aminoacidos de los anticuerpos miméticos contra

el antigeno de superficie de Microcystis aeruginosa

<400> 3



Ser Tyr Trp Met Gin Trp Val Lys Gin Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu
1 5 10 15
Trp lle Gly GIn GIn Tyr Trp Ser Thr Pro Pro Trp Thr
20 25
<210> 4
<211> 87
<212> DNA

<213> Secuencia VHCDR1 N-C en orden inverso de los genes de los

anticuerpos miméticos contra el antigeno de superficie de Microcystis

aeruginosa

60

<400> 4

cagatgtggt attcttgggt taagcaaaga ccggggcaag ggctggagtg gattggccag

cagtattggt ctacgccgcec gtggacg 87

<210> 5
<211> 29
<212> PRT

<213> Secuencia VHCDR1 N-C en orden inverso de la secuencia de

aminoacidos de los anticuerpos miméticos contra el antigeno de superficie de

Microcystis aeruginosa

<400> 5

GIn Met Trp Tyr Ser Trp Val Lys GIn Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu
1 5 10 15

Trp lle Gly GIn GIn Tyr Trp Ser Thr Pro Pro Trp Thr

20 25



<210> 6
<211> 1965
<212> DNA

<213>  Secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido anti-

cianobacterias 1

180

240

300

360

420

480

600

660

720

780

<400> 6
atgtctgacc ctgtacgtat tacaaatcce ggtgcagaat cgetggggta tgattcagat 60
ggccatgaaa ttatggcegt tgatatttat gtaaaccctc cacgtgtcga tgtctitcat 120

ggtaccccge ctgcatggag ttccttcggg aacaaaacca tetggggegg aaacgagtgg

gttgatgatt ccccaacccg aagtgatatc géaaaaaggg acaaggaaat cacagcgtac

aaaaacacgc tcagcgcgea gcagaaagag aatgagaata agcgtactga agccggaaaa

cgcctctetg cggegattge tgcaagggaa aaagatgaaa acacactgaa aacactcegt

gccggaaacg cagatgecge tgatattaca cgacaggagt tcagactcct gcaggcagag

ctgagagaat acggattccg tactgaaatc gccggatatg acgecctecg getgcataca

gagagccgga tgetgtttge tgatgctgat tetcttegta tatctccceg ggaggecagg 540

tcgttaatcg aacaggcetga aaaacggcag aaggatgcge agaacgcaga caagaaggcec

gctgatatge ttgctgaata cgagcgcaga aaaggtattc tggacacccg gttgtcagag

ctggaaaaaa atggcggggc agcccttgee gttcttgatg cacaacaggce ccgtetgete

gggcagcaga cacggaatga cagggccatt tcagaggecc ggaataaact cagttcagtg



acggaatcgc ttaacacggc ccgtaatgca ttaaccagag ctgaacaaca gctgacgcaa
840

cagaaaaaca cgcctgacgg caaaacgata gtttcccctg aaaaattcce ggggegttca
900

tcaacaaatc attctattgt tgtgagcggt gatccgagat ttgccggtac gataaaaatc 960

acaaccagcg cagtcatcga taaccgtgca aacctgaatt atcttctgag ccattccggt
1020

ctggactata aacgcaatat tctgaatgac cggaatcecgg tggtgacaga ggatgtggaa
1080

ggtgacaaga aaatttataa tgctgaagtt gctgaatggg ataagttacg gcaaagattg
1140

cttgatgcca gaaataaaat cacctctgct gaatetgegg taaattcgge gagaaataac
1200

ctcagtgcca gaacaaatga gcaaaagcat gcaaatgacg ctcttaatgc cctgttgaag
1260

gaaaaagaga atatacgtaa ccagctttcc ggcatcaatc agaagatagc ggaagagaaa
1320

agaaaacagg atgaactgaa ggcaacgaaa gacgcaatta atttcacaac agagttcctg
1380

aaatcagttt cagaaaaata tggtgcaaaa gctgagcagt tagccagaga gatggecggg
1440

caggctaaag ggaagaaaat acgtaatgtt gaagaggcat taaaaacgta tgaaaagtac
1500

cgggctgaca ttaacaaaaa aattaatgca aaagatcgtg cagcgattge cgcagecctt
1560

gagtctgtga agctgtctga tatatcgtct aatctgaaca gattcagteg gggactggga 1620
tatgcaggaa aatttacaag tcttgctgac tggatcactg agtttggtaa ggctgtccgg 1680

acagagaact ggcgtcctct ttitgttaaa acagaaacca tcatagcagg caatgccgea
1740

acggctcttg tggcactggt cttcagtatt cttaccggaa gegctttagg cattatcggg 1800



tatggtttac tgatggctgt caccggtgcg ctgattgatg aatcgcttgt ggaaaaageg 1860

aataagttct ggggtatttc ttattggatg cagtgggtta agcaaagacc ggggcaaggg
1920

ctggagtgga ttggccagca gtattggtct acgccgecgt ggacg 1965
<210> 7
<211> 654
<212> PRT
<213> Secuencia de amino acidos de polipéptido anti-cianobacterias 1
<400> 7
Ser Asp Pro Val Arg lle Thr Asn Pro Gly Ala Glu Ser Leu Gly Tyr
1 5 10 156
Asp Ser Asp Gly His Glu lle Met Ala Val Asp lle Tyr Val Asn Pro
20 25 30
Pro Arg Val Asp Val Phe His Gly Thr Pro Pro Ala Trp Ser Ser Phe

35 40 45

Gly Asn Lys Thr lle Trp Gly Gly Asn Glu Trp Val Asp Asp Ser Pro
50 55 60

Thr Arg Ser Asp lle Glu Lys Arg Asp Lys Glu lle Thr Ala Tyr Lys

65 70 75 80

Asn Thr Leu Ser Ala GIn GIn Lys Glu Asn Glu Asn Lys Arg Thr Glu

85 90 95

Ala Gly Lys Arg Leu Ser Ala Ala lle Ala Ala Arg Glu Lys Asp Glu
100 105 110

Asn Thr Leu Lys Thr Leu Arg Ala Gly Asn Ala Asp Ala Ala Asp lle

115 120 125



Thr Arg GIn Glu Phe Arg Leu Leu GIn Ala Glu Leu Arg Glu Tyr Gly
130 135 140

Phe Arg Thr Glu lle Ala Gly Tyr Asp Ala Leu Arg Leu His Thr Glu

145 150 155 160

Ser Arg Met Leu Phe Ala Asp Ala Asp Ser Leu Arg lle Ser Pro Arg

165 170 175
Glu Ala Arg Ser Leu lle Glu GIn Ala Glu Lys Arg GIn Lys Asp Ala
180 185 190
Gln Asn Ala Asp Lys Lys Ala Ala Asp Met Leu Ala Glu Tyr Glu Arg
195 200 205

Arg Lys Gly lle Leu Asp Thr Arg Leu Ser Glu Leu Glu Lys Asn Gly
210 215 220

Gly Ala Ala Leu Ala Val Leu Asp Ala Gln Gin Ala Arg Leu Leu Gly

225 230 235 240

GIn GIn Thr Arg Asn Asp Arg Ala lle Ser Glu Ala Arg Asn Lys Leu

245 250 255
Ser Ser Val Thr Glu Ser Leu Asn Thr Ala Arg Asn Ala Leu Thr Arg
260 265 270
Ala Glu GIn GIn Leu Thr GIn Gin Lys Asn Thr Pro Asp Gly Lys Thr
275 280 285

lle Val Ser Pro Glu Lys Phe Pro Gly Arg Ser Ser Thr Asn His Ser
290 295 300

lle Val Val Ser Gly Asp Pro Arg Phe Ala Gly Thr lle Lys lle Thr

305 310 315 320

Thr Ser Ala Val lle Asp Asn Arg Ala Asn Leu Asn Tyr Leu Leu Ser

325 330 335



His Ser Gly Leu Asp Tyr Lys Arg Asn lle Leu Asn Asp Arg Asn Pro
340 345 350
Val Val Thr Glu Asp Val Glu Gly Asp Lys Lys lle Tyr Asn Ala Glu
355 360 365
Val Ala Glu Trp Asp Lys Leu Arg GIn Arg Leu Leu Asp Ala Arg Asn
370 375 380
Lys lle Thr Ser Ala Glu Ser Ala Val Asn Ser Ala Arg Asn Asn Leu
385 390 395 400
Ser Ala Arg Thr Asn Glu GIn Lys His Ala Ash Asp Ala Leu Asn Ala
405 410 415
Leu Leu Lys Glu Lys Glu Asn lle Arg Asn GIn Leu Ser Gly lle Asn
420 425 430
Gin Lys lle Ala Glu Glu Lys Arg Lys GIn Asp Glu Leu Lys Ala Thr
435 440 445
Lys Asp Ala lle Asn Phe Thr Thr Glu Phe Leu Lys Ser Val Ser Glu
450 455 460
Lys Tyr Gly Ala Lys Ala Glu GIn Leu Ala Arg Glu Met Ala Gly GIn
465 470 475 480
Ala Lys Gly Lys Lys lie Arg Asn Val Glu Glu Ala Leu Lys Thr Tyr
485 490 495
Glu Lys Tyr Arg Ala Asp lle Asn Lys Lys lle Asn Ala Lys Asp Arg
500 505 510
Ala Ala lle Ala Ala Ala Leu Glu Ser Val Lys Leu Ser Asp lle Ser
515 520 : 525
Ser Asn Leu Asn Arg Phe Ser Arg Gly Leu Gly Tyr Ala Gly Lys Phe

530 935 540



180

240

41

Thr Ser Leu Ala Asp Trp lle Thr Glu Phe Gly Lys Ala Val Arg Thr

545 550 555 560

Glu Asn Trp Arg Pro Leu Phe Val Lys Thr Glu Thr lle lle Ala Gly
565 570 575

Asn Ala Ala Thr Ala Leu Val Ala Leu Val Phe Ser lle Leu Thr Gly

580 585 590
Ser Ala Leu Gly lle lle Gly Tyr Gly Leu Leu Met Ala Val Thr Gly
595 600 605
Ala Leu lle Asp Glu Ser Leu Val Glu Lys Ala Asn Lys Phe Trp Gly
610 615 620

lle Ser Tyr Trp Met GIn Trp Val Lys GIn Arg Pro Gly GIn Gly Leu

625 630 635 640

Glu Trp lle Gly GIn GIn Tyr Trp Ser Thr Pro Pro Trp Thr
645 650

<210> 8

<211> 1965

<212> DNA

<213> Secuencia de nucleotido que codifica el polipéptido Antifugal 2

<400> 8
atgtctgacc ctgtacgtat tacaaatcce ggtgcagaat cgctggggta tgattcagat 60
ggccatgaaa ttatggecgt tgatatttat gtaaacccte cacgtgtcga tgtetttcat 120

ggtaccccge ctgcatggag ttecttcggg aacaaaacca tetggggegg aaacgagtgg

gttgatgatt ccccaacceg aagtgatatc gaaaaaaggg acaaggaaat cacagegtac



aaaaacacgc tcagcgcgca gcagaaagag aatgagaata agcgtactga agccggaaaa
300

cgectetetg cggegattge tgcaagggaa aaagatgaaa acacactgaa aacactecgt
360

gccggaaacg cagatgcecgce tgatattaca cgacaggagt tcagactcct gcaggcagag
420

ctgagagaat acggattccg tactgaaatc gccggatatg acgcccteeg getgcataca
480

gagagccgga tgetgtttge tgatgctgat tetettcgta tatctccceg ggaggecagg 540

tcgttaatcg aacaggctga aaaacggcag aaggatgcgc agaacgcaga caagaaggcc
600

gctgatatgc ttgctgaata cgagcgcaga aaaggtattc tggacacccg gttgtcagag
660

ctggaaaaaa atggcggggc ageccttgee gttcttgatg cacaacagge cegtetgete
720

gggcagcaga cacggaatga cagggccatt tcagaggece ggaataaact cagttcagtg
780

acggaatcgc ttaacacggc ccgtaatgca ttaaccagag ctgaacaaca gctgacgcaa
840

cagaaaaaca cgcctgacgg caaaacgata gtttccectg aaaaattcce ggggegttca
900

tcaacaaatc attctattgt tgtgagcggt gatccgagat ttgccggtac gataaaaatc 960

acaaccagcg cagtcatcga taaccgtgca aacctgaatt atcttctgag ccattceggt
1020

ctggactata aacgcaatat tctgaatgac cggaatccgg tggtgacaga ggatgtggaa
1080

ggtgacaaga aaatttataa tgctgaagtt gctgaatggg ataagttacg gcaaagattg
1140

cttgatgcca gaaataaaat cacctctget gaatctgcgg taaattcgge gagaaataac
1200

42



12

ctcagtgcca gaacaaatga gcaaaagcat gcaaatgacg ctcttaatge cctgttgaag
1260

‘gaaaaagaga atatacgtaa ccagctttcc ggcatcaatc agaagatagc ggaagagaaa
1320

agaaaacagg atgaactgaa ggcaacgaaa gacgcaatta atttcacaac agagttcctg
1380

aaatcagttt cagaaaaata tggtgcaaaa gctgagcagt tagccagaga gatggccggg
1440

caggctaaag ggaagaaaat acgtaatgtt gaagaggcat taaaaacgta tgaaaagtac
1500

cgggctgaca ttaacaaaaa aattaatgca aaagatcgtg cagcgattge cgcagecctt
1560

gagtctgtga agctgtctga tatatcgtct aatctgaaca gattcagtcg gggactggga 1620
tatgcaggaa aatttacaag tcttgctgac tggatcactg agtttggtaa ggctgtccgg 1680

acagagaact ggcgtcctct ttttgttaaa acagaaacca tcatagcagg caatgccgcea
1740

acggctcttg tggcactggt cttcagtatt cttaccggaa gegcetttagg cattatcggg 1800
tatggtttac tgatggctgt caccggtgcg ctgattgatg aatcgettgt ggaaaaageg 1860

aataagttct ggggtattca gatgtggtat tcttgggtta agcaaagacc ggggcaaggag
1920

ctggagtgga ttggccagcea gtattggtct acgecgecgt ggacg 1965

<210> 9
<211> 654
<212> PRT

<213> Secuencia de amino acido del polipéptido anti-cianobacterias 2



<400> 9

Ser Asp Pro Val Arg lle Thr Asn Pro Gly Ala Glu Ser Leu Gly Tyr

1 5 10 15

Asp Ser Asp Gly His Glu lle Met Ala Val Asp lle Tyr Val Asn Pro
20 25 30

Pro Arg Val Asp Val Phe His Gly Thr Pro Pro Ala Trp Ser Ser Phe

35 40 45
Gly Asn Lys Thr lle Trp Gly Gly Asn Glu Trp Val Asp Asp Ser Pro
50 55 60

Thr Arg Ser Asp lle Glu Lys Arg Asp Lys Glu lle Thr Ala Tyr Lys

65 70 75 80

Asn Thr Leu Ser Ala GIn GIn Lys Glu Asn Glu Asn Lys Arg Thr Glu

85 90 95

Ala Gly Lys Arg Leu Ser Ala Ala lle Ala Ala Arg Glu Lys Asp Glu
100 105 110

Asn Thr Leu Lys Thr Leu Arg Ala Gly Asn Ala Asp Ala Ala Asp lle

115 120 125
Thr Arg Gin Glu Phe Arg Leu Leu GIn Ala Glu Leu Arg Glu Tyr Gly
130 135 140

Phe Arg Thr Glu lle Ala Gly Tyr Asp Ala Leu Arg Leu His Thr Glu

145 150 155 160

Ser Arg Met Leu Phe Ala Asp Ala Asp Ser Leu Arg lle Ser Pro Arg

165 170 175

Glu Ala Arg Ser Leu lle Glu Gin Ala Glu Lys Arg GIn Lys Asp Ala

180 185 190

GIn Asn Ala Asp Lys Lys Ala Ala Asp Met Leu Ala Glu Tyr Glu Arg

A4



195 200 205
Arg Lys Gly lle Leu Asp Thr Arg Leu Ser Glu Leu Glu Lys Asn Gly
210 215 220
Gly Ala Ala Leu Ala Val Leu Asp Ala GIn GIn Ala Arg Leu Leu Gly
225 230 235 240
GIn GIn Thr Arg Asn Asp Arg Ala lle Ser Glu Ala Arg Asn Lys Leu
245 250 255
Ser Ser Val Thr Glu Ser Leu Asn Thr Ala Arg Asn Ala Leu Thr Arg
260 265 270
Ala Glu GIn GIn Leu Thr GIn GIn Lys Asn Thr Pro Asp Gly Lys Thr
275 280 285
lle Val Ser Pro Glu Lys Phe Pro Gly Arg Ser Ser Thr Asn His Ser
290 295 300
lle Val Val Ser Gly Asp Pro Arg Phe Ala Gly Thr lle Lys lle Thr
305 310 315 320
Thr Ser Ala Val lle Asp Asn Arg Ala Asn Leu Asn Tyr Leu Leu Ser
325 330 335
His Ser Gly Leu Asp Tyr Lys Arg Asn lle Leu Asn Asp Arg Asn Pro
340 345 350
Val Val Thr Glu Asp Val Glu Gly Asp Lys Lys lle Tyr Asn Ala Glu
355 360 365
Val Ala Glu Trp Asp Lys Leu Arg Gin Arg Leu Leu Asp Ala Arg Asn
370 375 380
Lys lle Thr Ser Ala Glu Ser Ala Val Asn Ser Ala Arg Asn Asn Leu
385 390 395 400

Ser Ala Arg Thr Asn Glu GIn Lys His Ala Asn Asp Ala Leu Asn Ala

A5



405 410 415
Leu Leu Lys Glu Lys Glu Asn lle Arg Asn GIn Leu Ser Gly lle Asn
420 425 430
GIn Lys lle Ala Glu Glu Lys Arg Lys GIn Asp Glu Leu Lys Ala Thr
435 440 445
Lys Asp Ala lle Asn Phe Thr Thr Glu Phe Leu Lys Ser Val Ser Glu
450 455 460
Lys Tyr Gly Ala Lys Ala Glu GIn Leu Ala Arg Glu Met Ala Gly Gin
465 470 475 480
Ala Lys Gly Lys Lys lle Arg Asn Val Glu Glu Ala Leu Lys Thr Tyr
485 490 495
Glu Lys Tyr Arg Ala Asp lle Asn Lys Lys lle Asn Ala Lys Asp Arg
500 505 510
Ala Ala lle Ala Ala Ala Leu Glu Ser Val Lys Leu Ser Asp lle Ser
515 520 525
Ser Asn Leu Asn Arg Phe Ser Arg Gly Leu Gly Tyr Ala Gly Lys Phe
530 535 540
Thr Ser Leu Ala Asp Trp lle Thr Glu Phe Gly Lys Ala Val Arg Thr
545 550 555 560
Glu Asn Trp Arg Pro Leu Phe Val Lys Thr Glu Thr lle lle Ala Gly
565 570 575
Asn Ala Ala Thr Ala Leu Val Ala Leu Val Phe Ser lle Leu Thr Gly
580 585 590
Ser Ala Leu Gly lle lle Gly Tyr Gly Leu Leu Met Ala Val Thr Gly
595 600 605

Ala Leu lle Asp Glu Ser Leu Val Glu Lys Ala Asn Lys Phe Trp Gly



610 615 620
lle GIn Met Trp Tyr Ser Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly GiIn Gly Leu
625 630 635 640
Glu Trp lle Gly GIn GIn Tyr Trp Ser Thr Pro Pro Trp Thr

645 650

A%
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LREBEEATAZ K, HEROTERY % TR R B K R % IR
EWMR, BRI BB A2 IR E T CGMCC No.4783 F430J8 41 ML AT 7 4 Y 8
FREFARPURES S BRI EREERNE ST K.

2ARERFER 1 FIRRHBEREATB L, FRHAERYZ A CGMCC No.4783 7
AR AT S i B T R AR IR 45 & B B E 5 VeCDR1. VeFR2 &MBAHRS &
H B %% VLCDR #1383 VeCDR1-VyFR2-V, . CDR3 E# 1M o

IRERAER 1 B2 iR EEEATBEIK, IR XHEEL B RFE R EL Ia, Ib, A,
B B N,

4BERFER 3 TRNRBEBREATA S, HEERFFM SEQ ID NO.7 FiR.

SHRIBIAER 1~ E—PFTd Nl EEEAT B IRAIER.

6ABERANE R 5 PridERE, ZERFFW SEQ ID NO.6 FizR.

TEANFER S B 6 Frid MEFKEHREEE.

8 BAMEK 1~4 F—FrRFBEEEATBEIREH & 7E, KPBROT: SHGIEREA
HAZRHER A KBTI EREREF, HFREUHOKEITE, AEFEAETER
PIES)

9. MAER 14 F—FiRPBEEEAH B ERERBEKBLEEFUPHINA.
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HARG
ARPBRIREDER, BIL—MEANTEREASKEELERSHE T,

BRHEAR

KA BEE A RIS I A . KIS 2 B AT B S EK SR B K e
BARERERNLTRE, SHREYEERTEERENLE. BERERTRREEM
B3 TAL AL RUARAL, TS RSB B SE, KBRS E RN RAILHE
TE X A% R B B K )

WHREAYNEEEATN: ERBAHEE X I -BHE NN —RERAM, BT
B HIT B R ES B AL HN, WHEBRESE. MEKFNAF, BTHRER,
AAEREEFNREZRET AN, BRNLERRENMIERKN R U AP IR 2 &R,
KAERYFEMWRFAR, AR T TR, RN ESRBRULEHH
TEFRBERUR = B AR B SRk, BRI AR S FARBMHEAZENTIERSY.

RKARE

AKHRB—AERETFRE—FMFUNEARBRESROER. E4000. 2 K&
PR R A K EBARTASG SR MERAR. MUY, ZARANE BN
RIBGE L REBHPIBEE S R HIE A,

—MPRRELAIAEN, AREROREEAYERTR MR ERERTEER
Z KRR R R, Frid i B FI A BRI £ LR E T CGMCC No.4783 ZAT/E 41 AT 73
W B E ARG & H BT AR EE RN E A K E K.

PR ARl £ ikl CGMCC No.4783 ZWAC 4 MUFTSME M R RN AHTUR S &
AEBEES ViCDR1. ViFR2 B MFEE S H BRI EBEE VICDR £ &
VaCDR1-VxFR2-V,.CDR3 Z 21 .

Fiid KB REEKHEEE]L Ia, Ib,A, BB N.

g M EAG SR, HEERFSW SEQ ID NO.7 Fi7R.

A EEAT AL, LEERFFW SEQID NO.9 Fi7r.

I FRAFEREATBZRNER.

Brid 3 R % H R 751 4 SEQ ID NO.6 B
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Pk 3 E BB R 5 SEQ ID NO.8 i

HH ERERNEHAREE .

LRFEEE IR EIE TS, KPBOT: BREHEZEAASRNERSAK
BREREARSET, BRABUWKEITE, RESBEREHERENLZIK.

R B EEAHAL REREKATEE AP HRNA.

FZEFRGE—FHRBEREAFBEIK, BXHEEZRNREEARRETURN TS
BUMERAATIR. EXE/ATH, HERAREEHE QR IR TR %
SEBENFPRORBEBELEEER. BT ISR AIRAEEREHURMTEUY,
Rl ARHNEIKAR S NIREERA BT AR FLCKEEY, EMALERKE, H
FTABERSRUBHEEERFENRE. XRPMHEREREANGZRKET CGMCC
No.4783 A WA WK BRETBHTELEEREB (Fab) KRENERNEERTS
EEEBRFFRGTHNRERERNE SR IMTAERY, WBshiis. Jid o FE
MY AT ELBMPOTBENY . EARES, RTHHAEUYRIATEREIURR
BlEe AT LA B B, BEATUAERD AL R RS REAL KRS 72k Bin LY
MR, REHEAZKRPRORGEEE SR ME LSS FEENTRZ BIRARARE
YIMETSL. Hik, BT LREREFGSRTHTRAEDNY, REREIRA BERTURKN
B, REPAEMYEXEHEERTRNEAZRERE TARARFHER.

FEARRBRRIETES P, FARAY AR EREEREREHUR K8 RS (H
CGMCC No.4783 HIZATR ML) BIJLA458383% VuCDR1-VyFR2-VL.CDR3 S1aiE #
TR 28 BRI AIERIY . ERAMERIESH, ZTUAAERIAIH AR BT B2 IR LAFEK A R
FEHBES, BH I REEARRENRNEDHEE. 28 RFBEUDRERE 5
FrREMREHASSRETNAHRAMRMEEMLS, TUSIREAZKPHRGER
BAE WA R TR R R, XEAZKATIHREKGRY
Y (NFHRIAS) FrEEtls. AEES- R4,

AEHF, WBEATBE RS KN KHE R 5 RS FEENKBEREL L, b,
A, BERN, ZEXRPHTHESRIET KBER la SHERIAEIMMERNEALIK, A
BEEFANRXE KGR ENERE - RS FEERAEAERIX— 3, Bk,
BEREARAKHE, XERNHEESHEROTUSENY 2 MR ERM RN EAS AT
REBSSCIA R B B —BI IR LR RIE B B Z K.

AR\ ETEEEHASRNERWEL TR KL HTE, 2ERDFAELDN
BHERFIENEERGFRARETEARBAKGE RHRERE R4 R K EH .
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DL KT Ta 081, RIS TIE Ta B 626 (A BRUS

(BEB) TRREXRAGEATR. WEREHFN RS AR pSELECT-1 KRBT
Promega A &), A 38 T AXGH % la FIAEN A Immunity F HAEE G X HUARUHER R
W T Bt s, RS WSS HER) 1. RIS E R TR A RER AR, %K Strategene A FiR
FlEBRIEREBEHFEKL, $a pCHCcyanoMAL .

FEPFHX—HE, BEEARATRRERSRNEEHE, BREIEEUDNE
IZ]ﬂﬁ'ﬁ(’ﬁi&—‘%ﬁ%%%glﬂﬁ?%%ﬁ?%%ﬂﬁéﬂﬁﬁ?ﬁﬁﬂk%@E@Eéﬂﬁ‘ﬁ, BIREHEA
FRERAKGFE TREFMRET A EARERS RN TREAR. A8 FXHRiE
NHEALEIREB AR TR IE R L K.

AR FTIRPIE B L BT B TR KIS S, AT LUB DR AR R B o B 2 RS AT B2 /Y
HARBEFRTENHCRATHEE THREGEHNGDASY . HVEER: ZHPT
S5EBARETRERNNHAEINE S XDHRIEEBEAREWRE, REXRBHER
BFEMEHMBNEKEBRBAERARE S, #MARHEE TEESMBERRAR
TR T, A A AR T SO A ST, AT B RFE R B4 e B
.

AEPFRMPHELES KRR T EERBEBRAYORSET, HARRFORAYE,
EfiERETEP AL HSHHER . YR, EHEENARR RN THEATE
WY, BEHTERGEEEARE FEREERE TEERMIERYAR, HHAETERES
ik — B I T AU T B R ST T X — B T PR Y, R R A R R
—BAEEFAREENBEE LS PR EA BRI RE SR LA, FTUREER
MR AR M E RS R AW G ARREE. XTRERKAFTRNERLKRAER
TN A AT R

FATIRRBAE B -

R85 : CGMCC No.4783

RAATR: HBEEARREHRN R RS RATE 4

FERER: 201144 H20H

R FEMAEYEFRREESZRS SEBEDHL

FR sl bEWHERERAR 1SR 5.

B B 5. B
LR EBFBERYRAGEE la EEAEA TR pCHCcyanoMA1 K& HREE.
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B2 ANEESREHRER.
B 3EEHBAEEEE N-C IFHIHEUYERNABEER la EEKEH RN
pCHCcyanoMA2 KIS 7R B B
B 44X KA BERS RS EK TREEREPFFSUBERIHRBER .
Bh A, FAXNEE, B, EFEEEL 50 vg/ml, C, HESEE (Ph-NMD
50 wg/ml, D, PFEEBIK (1) 50 vgml, E, HIEELIK (2) 50 pgml,
B 5 AEAERBEHFERLK (D) SHEKTFRERFEFRASHEZENMHRLER.
B A, & 48 MEHE, B, A 72 /pEE, C &3 96 PTG, BEIFE—FIMN
EEA 6 M, Kikk 1, T, 2, 01 wg/ml FLEELHK (1), 3, 05 pg/ml
MBS (D, 4, 1 pg/ml PLEESEK (1D, 5, 5 pg/ml HEFBELHK (D, 6
10 pg/ml FHEHEEHK (1.
B 6 AXRAPBEBERB (1) SHEKFBREEFEPHENMERBER.
10 HE, BRESNEEAL 6 A, KKA 1L, X, 2, 1 wg/ml i
WEEHK (1), 3, 5 pg/ml FEHEBK (1D, 4, 10 pg/ml FLHEHEBK (D, 5,
15 ug/ml FBEBH (1) ,6, 20 vg/ml FEEBR (1.
B 7AARBHEHELK (1) NWEKFREASREPRASHUER. HEAMEIRARS
R, FTEARKBEENGR, TEAMENREER.
B8 HARAFBE RS ER THRAEFEPFSMER. SRR, PIRE. HEN
MHRB LR
B R MR 3R, AR 35 ve/ml EBEEZEK (1. A, FEHEER, B,
fEE, C, /pIREE, D, M.
B 9.8 4 K BRHLIE 3 5 A R v5 i B R KB ERR IR &5 R
B A, ZFANE, B, FLBELHK (1) 1 vg/ml, C, HEHEBIK (1) 5 wg/ml,
D, HBE®EL (1) 10 vg/ml, E, HHERH 0.7 v g/ml.
B 1048 9 #HIRI K3 4 PR R
A, KEPEEEWL, B, KEPHEER i, C, K+ pHZWL, D,
IR RS BB AR AR .
D-1, XM, D-2, 1 vg/ml HEFESIK (1) 4FE4H, D-3, 0.7 wg/ml HERA
AR .
B 1145 9 3 B % B3 I B i5 Je i B ARK A HHRR K BB MRS R (BK 400
.
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SRIHITHE . HEEZEK (1D 1 v g/ml FIHHERSE 0.7 ng/ml AIKAHEE (A
JBE) A, ¥—H, BEZH, C, £=H, D, H, E, FLHKEK.

20110421

RS R
LR 1 REFBEES RN HERMEABEEL KA H %
e FATR4H CGMCC No.4783.
SB 1. SN ETRFS REERTINIREG: WRATEAM LS
WA, ERE TN RS AEITIFRERRS S B Fab ERNERFS
&, BESRE N E R MR ERF IR B ISR ERFS], I SEQIDNO.3
PR, SRIDZGUBEDYRZKEERF5 4 SEQ ID NO.2 AR
S 2 BIARER T ABHEE la #1 Inmunity HEREE K pSELECT-1 JTH (M B
Promega A 7], FREF A& LR ERE), 2 WEEERY R S 52 H AR (QuickChange™ Kit,
Strategene 2 7)) RS HIIE BN HAE B MER (FF)E+ SEQID NO.2 Frid & HERFF)D
BAIKGEE la ZEEH 1626 AL AUE, BRI ELFRA pCHCcyanoMA1 (IE 1 i), EH
JRRIEE Y E.coli B834 (DE3) TTEH B RIAHI& LIk, 3/18/F5I%K W SEQ ID NO.7 Frid KL
EHEHK, EFSEMTHAPRN “FEESIK (D7, Ho0TE4 70,000,
RAFFEFH Strategene QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (catalog#200518)24
FEF AT
1. & RRERNY)
5ul 10 x buffer
2ul (10ng) BERKFHHE Ta JTH
1ul(125ng) WitHI 5°-3° ERZERS|Y
1ul(125ng) #itH) 3°-5° EREFRIID
1 ul dNTP
7&K 50 ul
1ul pfu
(R BRL, BHFINAEAK SN, 39 0 2ifH BT 2 7))
2. 4T PCR ¥ 31, 141 2tk 95°C, 35, iB.K 53°C, 70 B, IEfH 68°C, 17 43
3£ 20 MEEL;
3.4 Dpnl A YIS 1 ul 4L 5HA DNA 5(37°C,1 /DA, BX 1 ul REZY)5 HMS174
B AYAL 50 ul UKIE 30 34, 1T 42°C, 45 BB EANIKF 2 28
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2011101007752

i B P P11204/J7J0Q

4 JIANZY 352 0.5 ml 5 220rpm, 37°CHEHE 1 /DS, BX50-100ul R (LB
BN 1%3R AR I0 50 ug/ml EFFHEE, 37CIR);
5. 18 /BT S BRI IE Qiagene,Gibco 45/ ] H-4-F 1 FI IR EUTR 2y AE HR BURAL Y T,
0 1 5 SRR LI
6. R 50 ng 5|4 i E.coli B834 (DE3) THEEBZAMA S0 ul IKI¥ 30 43, 42
‘C, 30 B, X 50-100 ul RMAIMA SOC #%E 0.5 ml, 220 rpm, 37°CH#EH 1
/N FEARAR (LB 35 1 % BN 50 ug/ml EFEFEE)37TCHE,12-16 Di/EHk
B
7. KEWIHE 8-16 F+ LB 3£, 250rpm, 37°C,6-8 /it B L ITIE B 1%, 4°C, 6000g, 20 73
b HY 4°C, 50 mM Borate, 2mM EDTA, pH 9.0) 50-80m! B2 14, A 0.2 M PMSF 250
T EATREFETRIE(4C, 400W, 2 24h), BB LUTRBFEE AT, 75000g, 1.5 /b
i), B 2R RSB RIE DNA, EASFE 15,000 HKZENRT 4C, 50 mM
Borate, 2mM EDTA, pH 9.0 £&n& 10 # #JHE®HE, ¥ ELELET CM &
(Amersham Biosciences), 5 50 mM Borate, 0.3 M NaCl, 2mM EDTA, pH 9.0 &,
4°C) WA B EAREELIK (1) GERLE2).

FHEF)H H4%%& pCHCeyanoMA1 Sk AR B BT SO i R SUBE B
BERF5:

20110421

pCHCcyanoMA1
1. -3
geg aat aag ttc tgg ggt att TCT TAT TGG ATG CAG TGG GTT AAG CAA taa ata aaa tat
aag aca ggc
3.5
gec tgt ctt ata tit tat tta TTG CTT AAC CCA CTG CAT CCA ATA AGA aat acc cca gaa ctt
att cgc
2, 5%
tat tgg atg cag tgg it aag caa AGA CCG GGG CAA GGG CTG GAG TGG ATT GGC taa ata aaa tat

aag aca ggc
3.5
gece tgt ctt ata ttt tat tta GCC AAT CCA CTC CAG CCC TTG CCC CGG TCT ttg ctt aac

cca ctg cat cca ata

100002
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3. 573 '
ggg caa ggg ctg gag tgg att ggc CAG CAG TAT YGG TCT ACG CCC CCG TGG ACG taa ata aaa tat
aag aca ggc
3-5

gcee tgt ctt ata ttt tat tta CGT CCA CGG GGG CGT AGA CCA ATA CTG CTG gec aat cca

ctc cag ccc ttg cce

SLHER 2 RIETIEBEE A X R R A A R E A I & IRl &

FIERRCA SR T KHEE [a A1 Immunity HAZEFER pSELECT-1 FR(WH
Promega A 7, LR #EHE i A SL 6 S 4540, BWEEE R E R M 528 B R (QuickChange™
Kit, Strategene 24 &) HRIBHEEMILABMUY N ER (FFF)E+ SEQ ID NO.4 Frid %
HEBRFF) BABKGEE la ZEM 1626 i1 )5, BB EH R pCHCcyanoMA2 (1
B 3 FiR), EHFREYRAN E.coli B834 (DE3) TIEHBEREHIELIK, REFFIFRM
SEQ ID NO.9 Frik It E# LIk, EREMLHEG A “HERLK 2)", EHa¥
B # 70,000

#l% pCHCcyanoMA2 JFihi KIEAIMIEF K X B R B R P IS 1 M7k
Bt & 75 R LS 2.

SEHEH 3 SRS X AKMBERMEIARER

R (D

$B. HERRE: WENWETFEREGRKEEDFATK FACHB-978 HSM#%E
B (Microcustis aeruginosa).

R BHREFEHvE: EMEMNTEAH250ml BG1IEFEMNS00 mARERES, B
THBREFRAET. BTG EARTER 5x10° ~mL, #HEMAESESE, UG,
EFREE R 25°C, JRIRE R (2500 10%) Lux; JEmEEE A 12h/12h. AW EDERAES
ARG R, B 2~3 Mg ERSLRARIVANMCE 1| K. BEMIE 5 K
#, S 24 h B, Bl 1 K. SEAREEEER 10° MmLER LA, BT
9T — iR K

SE2AERMAE A. B. C. D. EFSRIMAHIEIFREER 1 ml, REMAIH
Fl: A FANER, BEAFEFEE 50 ng/ml, CIIEFERER (HiF5H 200910092128 4
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% B H P11204/J131Q

B ATFI Ph-AM1) 50 ngiml, D HIEEER (1) 50 pgml, E HEBWHM (2) 50 »
gml 5, ENRAEE FREPEERSEESR 12 /DG, EMAR R (3% 50nM A F
BALTRNE (32 600 nM A B944 30 4340, BEBHMAETFEREF L, RABHME (Nikon
90i, DM505 F1 DMS65 8 ) MEBEW BLEF .

ZRuE 4 fim. SGREFAFAHEEZRK (D XMiTHEFNFAZHEE. MHE
WL (2). EFHEFBEE. Ph-NM RN ASMBERBITEA.

RE (2)

FBR1ERE (D PRI

ST 2 HBAE 6 MEMTIREERN 500 ml FHAELMPILREREMAIERES K. 64
BHREBRMARBEEZKOFEN: 0. 01, 05, 1. 5. 10ugml, BAMENEEMEK
MEFL .

£RWE 5 fin. HTFEAEAMANRBEESIK (D RER—K, #RETHE
HMEBRBAZRETRIRREZH ARG S ZIRMIRERIELL, A 72 /MR, WIRENE
BB AL BEAB TR BR KR AR TAE R

ERERIEH, HIEELHK (1) RABERMEENRT, MIEESHK 2 L.

RE 3)

L B8P RIBRKE LY BT BT FACHB-417 #HAEMER (Scenedesmus oblignus) X A
R (1) FPB1 KR FIRRE.

S 0 A 6 MM TIRIEN 500 ml MIHTUHE TR R BEIA S I H 4 K
(1), FIESHHK: 0. 1. 5. 10, 15, 20 ug/ml. & HWESTHEAEKPHIBO.

ZRNE 6 Fin. BRMAKFBEELIK (1D FIBHNFEFHERLEHAKT 104,
WHRZERIERAR (190 /i) KRMBRFIEEL K (1) RIHBEFAXT M BEARGER.

ZRME 6 Fin. BRMAKBEELIL (1) FEMANFAZMERLEAKRT 105,
PIER BRI HAMR) (190 /M) RMBRIHIEE LR (1) RIHEAT TR B REH
R (4)

PALERE (1) ~ (3) HME 0.1 mLErFRR, ETFOIGTERT, EEMETRE.
. B 7 FIRKEERTRE RSB, 1 ug/ml FUERBIK (1D E12DRKH
BN R KR SIS WERE. T | pg/mPIEEZ (1) WA RZMELFREAEA.
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MBI 4. PUEBESINTAS MR, AR, MRE. BEOBRAEFERR

PR M B PRI KA RGN ER. AIEE., DIREMMER. BREFM
AR Z F kR SLHER 3 MRE (1D KPR 1.

B B0 B B B 10° AN/mL $U R 4R H0 35 SR B 40 ml 4336 T 300ml HEFEHE
AN A: MAZSEHRZANER, B: MATEELIK (1) 35 pg/ml, 2EHIF4
H, WBHLAKENR.

ZRME 8 Fin. 24 MEE, FSHEENAREERRPETHER, 28 4
AEHEAER. M/MREAREERFREMBENTRL. REREREREES MK
1% T TR SRR, AEENAEK, ARRME/DRE., HENEK,

FREERIFSE, HEBLK (1) BFERRMIERNB.

sl 5 PIEES T BAKAEPEER R KR

B SR 7K A SR 18 1 0 T S S 0 R PRV VR AT R A, 25-35 FHArEE T 60x 40
30 ERMRIFEET, HE 20 2EARES 10 48 MAFEFEEE 27°C, KR
BREF b (2500 4+ 10%) lux; JEREELG 12h/ 12h, & HRERWFREK M pH. 650 nm St
RM(E . H5E a RURE GERE 9.

W KA E T 7 W66 B Il E 650 nm JEMRME GEILE 100 .

MEHZE-REFH-PAEENEHE RSB GERLEL0 . Ao

FEETF665. 700 nm FRIELBOLE, T EM S RaHIRE . KA A:

[Chlal=[12.12 (D664-D750)-1. 58 (D647-D150)-0. 08 (D630 — D750) 1 VE/ S * d.

St RZLK A i) pH. 650 nm HRU(E . R E a WREERBRPE—ERFAT, M
HEBEHK (1) AMEMMAEKAR pH. 650 nm Rl HEE . RKEAFE_HE
IR

FHFRE 30 ml KBABRDHREEE, BOWKE 1045, B 0.1 oL BT MR
BHRP, EERMETRE. i GELE 1D . BRFTRESE—H, R4, HER
LK (1) AFNBRAAKEFITRLARBEKEBROAREE MEE_HE, RHEES
Bk (1) HARBAAKGTHAERARRD . BR;, ZEFHHHERESHK (1) AW
WMEAR K AT ORI MBS, TxRAKEP Ml REEREK.

B MBEEATLER, RN XS MEA R A E TR A T ED LR
FEEE AT GELE 10). FEXTRAKGT, 6REMFASMIERILEL AR,
ERBEEEH (D 4UkE D, @ERTASMBERRIRD, DIRETB AR
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20110421

it B B
ERBALAKAT, AEBMASKHERZTRD, MH—MER FRERAIMBE
o

P11204/1J1JQ

%1 BERERAEY PEENERT R EREZL (M)

P S $_-H ®=H N H #FAHH
26363 33194 41068 17954
boficHi| 32745 BRELEN | BUELRL | BUSERNL | BESIEL
43981 10624 5370 3432
ImglL £k 50394 AEHAEE AEFECEK | ROBAEE, | LPXAER
TRBMMEE |5, 22X 15| 5H 15 M4 | i
| 2-5EKESE | MRS | iR
40828 20744 9890 3680
5mg/L £k 43987 B tmgl 2 |@E 1mgl Z|F 1mgll Z | L FTHEE
B4 Ak A4k @
41787 23443 14214 4902
10mg/L % fik B 1mgl Z|F 1mgl Z|R 1mgl zZ |/ LELEER
48101 | gy, Ak A 4
39194 33453 4800 3508
20mg/L % fik B imgL 2 |F 1mgh 2 |/ PELEEE|LFLaESR
45588 B4 B 1)) ) )
1266 499 305 ' 379
0.7mgy/L iS4 22930 BEESME | BRILEHE | BEXD BRND
okl BA YIRS

- HERWE9-11 MR 1 PR, ERETR 07 ppm TRALT I SRR 4 T BT
Ko MHHHELK (1) HEEPLWEMEFFEKEPER (AEE. FHER WEK,
T FRAE K 1 o F AR I D A KB A TR R0

100002 Y
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SEQUENCE

<110>

<120>

<130>

<160> 9

<170>

210> 1

<211> 1878

<212> DNA
<213>

400> 1
atgtctgacc

ggccatgaaa

ggtacceege

gttgatgatt

aaaaacacgc

cgectetetg

gccggaaacg

ctgagagaat

gagagcegga

tcgttaateg

gctgatatge

ctggaaaaaa

gggeageaga

LISTING

P11204/JJQ

ctgtacgtat

ttatggeegt

ctgecatggag

cccecaaccceg

tcagegcegea

cggecgattge

cagatgccge

acggattccg

tgetgtttge

aacaggctga

ttgctgaata

atggegegggc

cacggaatga

20110421

PatentIn version 3.3

tacaaatccce

tgatatttat

ttcetteggg

aagtgatatc

gcagaaagag

tgcaagggaa

tgatattaca

tactgaaatc

tgatgctgat

aaaacggcag

cgagcgeaga

agcccttgee

cagggccatt

BTR=B (b5 EYBARFRAF

S B LR R ER G &7

REKGEE la HETRFS

ggtgcagaat

gtaaacccte

aacaaaacca

gaaaaaaggg

aatgagaata

aaagatgaaa

cgacaggagt

gecggatatg

tctettegta

aaggatgege

aaaggtattc

gttcttgatg

tcagaggcecce

cgetggggta

cacgtgtcga

tetggggesgs

acaaggaaat

agcgtactga

acacactgaa

tcagactcect

acgccecteeg

tatcteceeg

agaacgcaga

tggacacccg

cacaacaggc

ggaataaact

0 A

2011101007752
tgattcagat 60
tgtcettteat 120
aaacgagtgg 180
cacagcgtac 240
agccggaaaa 300
aacactcegt 360
gcaggcagag 420
gctgeataca 480
ggaggccagg 540
caagaaggcce 600
gttgtcagag 660
ccgtetgete 720
cagttcagtg 780

T

S



acggaatcgce

cagaaaaaca

tcaacaaatc

acaaccagcg

ctggactata

ggtgacaaga

cttgatgcca

ctcagtgcca

gaaaaagaga

agaaaacagg

aaatcagttt

caggctaaag

cgggetgaca

gagtctgtga

tatgcaggaa

acagagaact

acggctcttg

tatggtttac

aataagttct

210> 2

211> 87

<212> DNA
213>

ttaacacggc

cgectgacgg

attctattgt

cagtcatcga

aacgcaatat

aaatttataa

gaaataaaat

gaacaaatga

atatacgtaa

atgaactgaa

cagaaaaata

ggaagaaaat

ttaacaaaaa

agctgtctga

aatttacaag

ggegtecetet

tggcactggt

tgatggetgt

ggggtatt

20110421

ccgtaatgea

caaaacgata

tgtgageggt

taaccgtgea

tctgaatgac

tgetgaagtt

cacctctget

gcaaaagcat

ccagctttee

ggcaacgaaa

tggtgcaaaa

acgtaatgtt

aattaatgca

tatatcgtct

tettgetgac

ttttgttaaa

cttcagtatt

caccggtgeg

ttaaccagag

gtttceectg

gatccgagat

aacctgaatt

cggaatcegg

getgaatgge

gaatctgegg

gcaaatgacg

ggcatcaatc

gacgcaatta

gctgagecagt

gaagaggcat

aaagatcgtg

aatctgaaca

tggatcactg

acagaaacca

cttaccggaa

ctgattgatg

TASHBERATURASRUGZER

ctgaacaaca

aaaaattccc

ttgeeggtac

atcttctgag

tggtgacaga

ataagttacg

taaattcgge

ctcttaatge

agaagatagc

atttcacaac

tagccagaga

taaaaacgta

cagcgattge

gattcagtecg

agtttggtaa

tcatagcagg

gegetttagg

aatcgcttgt

D0 0 RO

2011101007752
getgacgcaa 840
ggeggegtteca 900
gataaaaatc 960
ccattccggt 1020
ggatgtggaa 1080
gcaaagattg 1140
gagaaataac 1200
cctgttgaag 1260
ggaagagaaa 1320
agagttcctg 1380
gatggceggg 1440
tgaaaagtac 1500
cgeagecett 1560
gggactggga 1620
ggetgteegg 1680
caatgccgea 1740
cattatcggg 1800
ggaaaaageg 1860

1878

T

2
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20110421

<400> 2
tettattgga tgcagtgggt taagcaaaga ccggggcaag ggetggagtyg gattggecag 60

cagtattggt ctacgccgee gtggacg 87

210> 3

211> 29

<212> PRT

21 PRAKHBEERRADIRFEEDDOEERTSI

<400> 3

Ser Tyr Trp Met Gln Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu
1 5 10 15

Trp Ile Gly Gln Gln Tyr Trp Ser Thr Pro Pro Trp Thr
20 25

210> 4

211> 87

<212> DNA

<213> VHCDR1 N-C F3UEEZ S HBERRE U RA AR N ER

<400> 4
cagatgtggt attcttgggt taagcaaaga ccggggcaag ggetggagtg gattggecag 60

cagtattggt ctacgecgec gtggacg 87
210> 5

211> 29
<212> PRT

<213> VHCDR1 N-C FF¥HifElz AR MBERM I ET S SN EER T
<400> 5

Gln Met Trp Tyr Ser Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu
1 5 10 15

Trp Ile Gly Gln Gln Tyr Trp Ser Thr Pro Pro Trp Thr



210> 6

<211> 1965
<212> DNA
213>

<400> 6
atgtctgacc

ggccatgaaa

ggtacccege

gttgatgatt

aaaaacacgc

cgectetetg

gcecggaaacg

ctgagagaat

gagagcegga

tcgttaatceg

gctgatatge

ctggaaaaaa

gggcagecaga

acggaatcge

cagaaaaaca

tcaacaaatc

acaaccagceg

ctggactata

20

ctgtacgtat

ttatggccgt

ctgcatggag

ccccaacceceg

tcagegegea

cggegattge

cagatgecgce

acggattccg

tgetgtttge

aacaggctga

ttgctgaata

atggeggggce

cacggaatga

ttaacacggce

cgecctgacgg

attctattgt

cagtcatcga

aacgcaatat

20110421

25

ISR IR | ZHRFSI

tacaaatcce

tgatatttat

ttcetteggg

aagtgatatc

gcagaaagag

tgcaagggaa

tgatattaca

tactgaaatc

tgatgctgat

aaaacggeag

cgagcgeaga

agcccttgee

cagggccatt

ccgtaatgca

caaaacgata

tgtgageggt

taaccgtgca

tctgaatgac

ggtgeagaat

gtaaaccctc

aacaaaacca

gaaaaaaggg

aatgagaata

aaagatgaaa

cgacaggagt

gccggatatg

tctcttcgta

aaggatgcge

aaaggtattc

gttcttgatg

tcagaggccc

ttaaccagag

gtttceeetg

gatccgagat

aacctgaatt

cggaatccgg

cgetggggta

cacgtgtcga

tctggegegs

acaaggaaat

agcgtactga

acacactgaa

tcagactcct

acgceccteceg

tatctccecg

agaacgcaga

tggacacccg

cacaacaggc

ggaataaact

ctgaacaaca

aaaaattccc

ttgeeggtac

atcttctgag

tggtgacaga

I - c

2011101007752
tgattcagat 60
tgtctttcat 120
aaacgagtgg 180
cacagcgtac 240
agccggaaaa 300
aacactccgt 360
gcaggcagag 420
gctgecataca 480
ggaggccagg 540
caagaaggcc 600
gttgtcagag 660
ccgtetgete 720
cagttcagtg 780
getgacgcaa 840
gggegegttca 900
gataaaaatc 960
ccattceggt 1020
ggatgtggaa 1080

0010 O



ggtgacaaga

cttgatgceca

ctcagtgeca

gaaaaagaga

agaaaacagg

aaatcagttt

caggctaaag

cgggctgaca

gagtctgtiga

tatgcaggaa

acagagaact

acggectcttg

tatggtttac

aataagttct

ctggagtgga

210> 7

<211> 654

<212> PRT

<213

<400> 7

aaatttataa

gaaataaaat

gaacaaatga

atatacgtaa

atgaactgaa

cagaaaaata

ggaagaaaat

ttaacaaaaa

agctgtctga

aatttacaag

ggegtectet

tggcactggt

tgatggctgt

ggggtattte

ttggccagea

20110421

tgectgaagtt

cacctctget

gcaaaagcat

ccagctttce

ggcaacgaaa

tggtgcaaaa

acgtaatgtt

aattaatgca

tatatcgtct

tcttgetgac

ttttgttaaa

cttcagtatt

caccggtgeg

ttattggatg

gtattggtct

MBI 1 BERFF

gctgaatggg

gaatctgegg

gcaaatgacg

ggcatcaatc

gacgcaatta

gctgageagt

gaagaggcat

aaagatcgtg

aatctgaaca

tggatcactg

acagaaacca

cttaccggaa

ctgattgatg

cagtgggtta

acgeecgecegt

ataagttacg

taaattcgge

ctcttaatge

agaagatagc

atttcacaac

tagccagaga

taaaaacgta

cagcgattge

gattcagtcg

agtttggtaa

tcatagcagg

gecgetttagg

aatcgcttgt

agcaaagacc

ggacg

DT O R RO R

2011101007752
gcaaagattg 1140
gagaaataac 1200
cctgttgaag 1260
ggaagagaaa 1320
agagttcctg 1380
gatggceggg 1440
tgaaaagtac 1500
cgecageecett 1560
gggactggga 1620
ggctgteegg 1680
caatgecgea 1740
cattatcggg 1800
ggaaaaageg 1860
ggggcaaggg 1920

1965

Ser Asp Pro Val Arg Ile Thr Asn Pro Gly Ala Glu Ser Leu Gly Tyr

1

5

10

15

Asp Ser Asp Gly His Glu Ile Met Ala Val Asp Ile Tyr Val Asn Pro

RO

A



20

Pro Arg Val Asp
35

Gly Asn
50

Lys Thr

Thr Arg Ser
65

Asp

Asn Thr Leu Ser

Ala Gly Arg

100

Lys

Asn Thr Leu Lys

115

Thr Arg
130

Gln Glu

Phe Arg
145

Thr Glu

Ser Arg Met Leu

Glu Ala Arg Ser

180

Gln Asn Ala Asp

20110421

Val Phe

Ile Trp

Ile Glu
70

Ala Gln
85

Leu Ser

Thr Leu

Phe Arg

Ile Ala
150

Phe Ala
165

Leu Ile

Lys Lys

25

His Gly Thr Pro
40

Gly Gly Asn Glu
55

Lys Arg Asp Lys

Gln Lys Glu Asn
90

Ala Ala Ile Ala
105

Arg Ala Gly Asn
120

Leu Leu Gln Ala
135

Gly Tyr Asp Ala

Asp Ala Asp Ser
170

Glu Gln Ala Glu
185

Ala Ala Asp Met

30

Pro Ala Trp Ser
45

Trp Val Asp Asp
60

Glu Ile Thr Ala
75

Glu Asn Lys Arg

Ala Arg Glu Lys
110

Ala Asp Ala Ala
125

Glu Leu Arg Glu
140

Leu Arg Leu His
155

Leu Arg Ile Ser

Lys Arg Gln Lys
190

Leu Ala Glu Tyr

V0 AR

2011101007752

Ser Phe

Ser Pro

Tyr Lys
80

Thr Glu
95

Asp Glu

Asp Ile

Tyr Gly

Thr Glu
160

Pro Arg
175

Asp Ala

Glu Arg

IO

O



20110421

195

Arg Lys Gly Ile Leu Asp
210

Gly Ala Ala Leu Ala Val
225 230

Gln Gln Thr Arg Asn Asp
245

Ser Ser Val Thr Glu Ser
260

Ala Glu Gln Gln Leu Thr
275

Ile Val Ser Pro Glu Lys
290

Ile Val Val Ser Gly Asp
305 310

Thr Ser Ala Val Ile Asp
325

His Ser Gly Leu Asp Tyr
340

Val Val Thr Glu Asp Val
355

Val Ala Glu Trp Asp Lys

200

Thr Arg
215

Leu Asp

Arg Ala

Leu Asn

Gln Gln
280

Phe Pro

295

Pro Arg

Asn Arg

Lys Arg

Glu Gly
360

0 0O 0L R

2011101007752

205

Leu Ser Glu Leu Glu Lys Asn Gly

Ala Gln

Ile Ser
250

Thr Ala
265

Lys Asn

Gly Arg

Phe Ala

Ala Asn
330

Asn Ile
345

Asp Lys

220

Gln Ala
235

Glu Ala

Arg Asn

Thr Pro

Ser Ser
300

Gly Thr

315

Leu Asn

Leu Asn

Lys Ile

Leu Arg Gln Arg Leu Leu

Arg Leu Leu Gly
240

Arg Asn Lys Leu
255

Ala Leu Thr Arg
270

Asp Gly Lys Thr
285

Thr Asn His Ser

Ile Lys Ile Thr
320

Tyr Leu Leu Ser
335

Asp Arg Asn Pro
350

Tyr Asn Ala Glu
365

Asp Ala Arg Asn

TR
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370

Lys Ile Thr
385

Ser Ala Arg

Leu Leu Lys

Gln Lys Ile
435

Lys Asp Ala
450

Lys Tyr Gly
465

Ala Lys Gly

Glu Lys Tyr

Ala Ala Ile
515

Ser Asn Leu
530

Thr Ser Leu

20110421

Ala Glu
390

Ser

Thr Asn Glu

405

Glu
420

Lys Glu

Ala Glu Glu

Ile Asn Phe

375

Ser Ala Val Asn

Gln Lys

Asn Ile

Lys Arg

440

Thr Thr

455

Ala Ala

470

Lys

Lys Ile

485

Lys

Arg Ala Asp

500

Ala

Ala Ala

Asn Arg Phe

Ala Asp Trp

Glu Gln

Arg Asn

Ile Asn

Leu Glu
520

Ser Arg
535

Ile Thr

His

Arg

425

Lys

Glu

Leu

Val

Lys

505

Ser

Gly

Glu

380

Ser Ala
395

Ala
410

Asn Asp

Asn Gln Leu

Gln Asp Glu

Phe Leu Lys

460

Ala Arg Glu

475

Glu
490

Glu Ala

Lys Ile Asn

Val Lys Leu

Leu Gly Tyr

540

Phe Gly Lys

Arg Asn

Ala Leu

Ser Gly
430

Leu Lys
445

Ser Val

Met Ala

Leu Lys

Ala Lys
510

Ser Asp
525

Ala Gly

Ala Val

D0 00O ER A RO

2011101007752

Asn Leu
400

Asn Ala
415

Ile Asn
Ala Thr

Ser Glu

Gly Gln
480

Thr Tyr
495

Asp Arg
Ile Ser

Lys Phe

Arg Thr

TSRO
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545 550

Glu Asn Trp Arg Pro Leu Phe Val Lys
565

Asn Ala Ala Thr Ala Leu Val Ala Leu
580 585

Ser Ala Leu Gly Ile Ile Gly Tyr Gly
595 600

Ala Leu Ile Asp Glu Ser Leu Val Glu
610 615

Ile Ser Tyr Trp Met Gln Trp Val Lys
625 630

Glu Trp Ile Gly Gln Gln Tyr Trp Ser
645

<210> 8
211> 1965
<212> DNA
213 HEEBHREEK 2 BERFS

<400> 8

Thr

570

Val

Leu

Lys

Gln

Thr Pro Pro Trp Thr

650

555

Glu Thr Ile Ile

Phe Ser Ile Leu
590

Leu Met Ala Val

605

Ala Asn Lys Phe

620

Arg Pro Gly Gln

635

atgtctgacc ctgtacgtat tacaaatccc ggtgcagaat cgetggggta

ggccatgaaa ttatggcegt tgatatttat gtaaacccte cacgtgtcga

ggtacccege ctgecatggag tteccttcggg aacaaaacca tctggggegg

gttgatgatt ccccaacccg aagtgatatc gaaaaaaggg acaaggaaat

aaaaacacgc tcagcgecgca gcagaaagag aatgagaata agcgtactga

cgectetetg cggegattge tgcaagggaa aaagatgaaa acacactgaa

00 0O A
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560

Ala Gly
575

Thr Gly

Thr Gly

Trp Gly

Gly Leu
640

tgattcagat 60
tgtetttcat 120
aaacgagtgg 180
cacagcgtac 240
agccggaaaa 300

aacactccgt 360
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gcecggaaacg

ctgagagaat

gagageegga

tcgttaateg

gctgatatge

ctggaaaaaa

gggcagecaga

acggaatcge

cagaaaaaca

tcaacaaatc

acaaccagcg

ctggactata

ggtgacaaga

cttgatgceca

ctcagtgcca

gaaaaagaga

agaaaacagg

aaatcagttt

caggctaaag

cgggcetgaca

gagtctgtga

tatgcaggaa

cagatgccege
acggattceg
tgetgtttge
aacaggctga
ttgctgaata
atggcgegec
cacggaatga
ttaacacggce
cgcctgacgg
attctattgt
cagtcatcga
aacgcaatat
aaatttataa
gaaataaaat
gaacaaatga
atatacgtaa
atgaactgaa
cagaaaaata
ggaagaaaat
ttaacaaaaa
agctgtctga

aatttacaag

20110421

tgatattaca

tactgaaatc

tgatgetgat

aaaacggcag

cgagcgeaga

agcccttgee

cagggccatt

ccgtaatgea

caaaacgata

tgtgageggt

taaccgtgea

tctgaatgac

tgctgaagtt

cacctetget

gcaaaagcat

ccagcetttee

ggcaacgaaa

tggtgcaaaa

acgtaatgtt

aattaatgca

tatatcgtct

tcttgetgac

cgacaggagt

gccggatatg

tetettegta

aaggatgcgce

aaaggtattc

gttcttgatg

tcagaggccce

ttaaccagag

gtttececectg

gatccgagat

aacctgaatt

cggaatccgg

gctgaatggg

gaatctgegg

gcaaatgacg

ggecatcaate

gacgcaatta

gctgageagt

gaagaggcat

aaagatcgtg

aatctgaaca

tggatcactg

10

tcagactcct

acgcccteeg

tatctceceg

agaacgcaga

tggacacccg

cacaacaggc

ggaataaact

ctgaacaaca

aaaaattccc

ttgeeggtac

atcttctgag

tggtgacaga

ataagttacg

taaattcgge

ctcttaatge

agaagatagc

atttcacaac

tagccagaga

taaaaacgta

cagcgattge

gattcagtcg

agtttggtaa
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gcaggcagag 420
gctgcatéca 480
ggaggecagg 540
caagaaggcc 600
gttgtcagag 660
ccgtetgete 720
cagttcagtg 780
gctgacgcaa 840
ggggegttca 900
gataaaaatc 960
ccattceggt 1020
ggatgtggaa 1080
gcaaagattg 1140
gagaaataac 1200
cctgttgaag 1260
ggaagagaaa 1320
agagttcctg 1380
gatggeeggg 1440
tgaaaagtac 1500
cgcageecett 1560
gggactggga 1620
ggetgteegg 1680
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acagagaact ggcgtcctct ttttgttaaa acagaaacca tcatagcagg caatgecgea

acggctettg tggeactggt cttcagtatt cttaccggaa gegetttagg cattatcgeg

tatggtttac tgatggetgt caccggtgeg ctgattgatg aatcgettgt ggaaaaageg

aataagttct ggggtattca gatgtggtat tcttgggtta agcaaagacc ggggcaaggg

ctggagtgga ttggccageca gtattggtet acgecgecgt ggacg

210> 9
211> 654
<212> PRT
213> MKEEEBIL 2 FERFS
<400> 9

Ser Asp Pro Val Arg Ile Thr Asn Pro Gly Ala Glu Ser Leu Gly Tyr
1 5 10 15

Asp Ser Asp Gly His Glu Ile Met Ala Val Asp Ile Tyr Val Asn Pro
20 25 30

Pro Arg Val Asp Val Phe His Gly Thr Pro Pro Ala Trp Ser Ser Phe
35 40 45

Gly Asn Lys Thr Ile Trp Gly Gly Asn Glu Trp Val Asp Asp Ser Pro
50 55 60

Thr Arg Ser Asp Ile Glu Lys Arg Asp Lys Glu Ile Thr Ala Tyr Lys
65 70 75 80

Asn Thr Leu Ser Ala Gln Gln Lys Glu Asn Glu Asn Lys Arg Thr Glu
85 90 95

Ala Gly Lys Arg Leu Ser Ala Ala Ile Ala Ala Arg Glu Lys Asp Glu

11

1740

1800

1860

1920

1965

5



Asn Thr Leu
115

Thr Arg Gln
<130

Phe Arg Thr
145

Ser Arg Met

Glu Ala Arg

Gln Asn Ala
195

Arg Lys Gly
210

Gly Ala Ala

225

Gln Gln Thr

Ser Ser Val

Ala Glu Gln

20110421

100

Lys Thr Leu

Glu Phe Arg

Glu Ile Ala
150

Leu Phe Ala
165

Ser Leu Ile
180

Asp Lys Lys

Ile Leu Asp

Leu Ala Val
230

Arg Asn Asp
245

Thr Glu Ser
260

Gln Leu Thr

105

Arg Ala Gly Asn
120

Leu Leu Gln Ala
135

Gly Tyr Asp Ala

Asp Ala Asp Ser
170

Glu Gln Ala Glu
185

Ala Ala Asp Met
200

Thr Arg Leu Ser
215

Leu Asp Ala Gln

Arg Ala Ile Ser
250

Leu Asn Thr Ala
265

Gln Gln Lys Asn

110

Ala Asp Ala Ala
125

Glu Leu Arg Glu
140

Leu Arg Leu His
155

Leu Arg Ile Ser

Lys Arg Gln Lys
190

Leu Ala Glu Tyr
205

Glu Leu Glu Lys
220

Gln Ala Arg Leu
235

Glu Ala Arg Asn

Arg Asn Ala Leu
270

Thr Pro Asp Gly

12

0 H1 00000 O DO

2011101007752

Asp Ile

Tyr Gly

Thr Glu
160

Pro Arg
175

Asp Ala

Glu Arg

Asn Gly

Leu Gly

240

Lys Leu
255

Thr Arg

Lys Thr

(AR
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275

Ile Val Ser
290

Ile Vval Vval
305

Thr Ser Ala

His Ser Gly

Val Val Thr
355

Val Ala Glu
370

Lys Ile Thr
385

Ser Ala Arg

Leu Leu Lys

Gln Lys Ile

435

Lys Asp Ala

00010 N 0T OO

20110421

2011101007752

280 285

Pro Glu Lys Phe Pro Gly Arg Ser Ser Thr Asn His Ser

Ser Gly

Val Ile
325

Leu Asp
340

Glu Asp

Trp Asp

Ser Ala

Thr Asn
405

Glu Lys
420

Ala Glu

Ile Asn

Asp

310

Asp

Tyr

Val

Lys

Glu

390

Glu

Glu

Glu

Phe

295 300

Pro Arg Phe Ala Gly Thr Ile Lys Ile Thr
315 320

Asn Arg Ala Asn Leu Asn Tyr Leu Leu Ser
330 335

Lys Arg Asn Ile Leu Asn Asp Arg Asn Pro
345 350

Glu Gly Asp Lys Lys Ile Tyr Asn Ala Glu
360 365

Leu Arg Gln Arg Leu Leu Asp Ala Arg Asn
375 380

Ser Ala Val Asn Ser Ala Arg Asn Asn Leu
395 400

Gln Lys His Ala Asn Asp Ala Leu Asn Ala
410 415

Asn Ile Arg Asn Gln Leu Ser Gly Ile Asn
425 430

Lys Arg Lys Gln Asp Glu Leu Lys Ala Thr
440 445

Thr Thr Glu Phe Leu Lys Ser Val Ser Glu

13
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455

460

00 1000 0 0T
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Lys Tyr Gly Ala Lys Ala Glu Gln Leu Ala Arg Glu Met Ala Gly Gln

465

470

Ala Lys Gly Lys Lys Ile Arg Asn Val

485

Glu Lys Tyr Arg Ala
500

Asp

Ile Asn Lys
505

Ala Ala Ile Ala Ala Ala Leu Glu Ser

515

Ser Asn Leu Asn Arg
530

Thr Ser Leu Ala Asp
545

Glu Asn Trp Arg Pro
565

Asn Ala Ala Thr Ala
580

Ser Ala Leu Gly Ile
595

Ala Leu Ile Asp Glu
610

Phe

Trp

550

Leu

Leu

Ile

Ser

520

Ser Arg Gly
535

Ile Thr Glu

Phe Val Lys

Val Ala Leu
585

Gly Tyr Gly
600

Leu Val Glu
615

Ile Gln Met Trp Tyr Ser Trp Val Lys

475

Glu Glu Ala Leu Lys
490

Lys Ile Asn Ala Lys
510

Val Lys Leu Ser Asp

525

Leu Gly Tyr
540

Ala Gly

Phe Gly Lys Ala Val

555

Thr Glu Thr Ile Ile

570

Ile Leu
590

Val Phe Ser

Ala Val
605

Leu Leu Met

Lys Ala Asn
620

Lys Phe

Gln Arg Pro Gly Gln

14

480

Thr Tyr

495

Asp Arg

Ile Ser

Lys Phe

Arg Thr

560

Ala Gly

575

Thr Gly

Thr Gly

Trp Gly

Gly Leu

AT
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20110421

625 630 635 640

Glu Trp Ile Gly Gln Gln Tyr Trp Ser Thr Pro Pro Trp Thr
645 650
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AAETEENEZKESRY, ERMNERRER GBI RN G KA I ART mEek.
AKARYREPIRTAR, AR T TR HMAAEBIR . RN EeRBRFEHR
EFRBAR SR EREREA, Bk ARSBFREHLEAZEHHEREY.

RAAE

ARPH—ANHRAETRE-FFENEANERESIKOER, AN, Sk K
FE IR RN RAKERARMASGELMELA R, YT, ARUKE—HH
B LREHATIE RS RKFIRTTE.

ZAT g, HARESh: CGMCC No.4783.
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BABERNE SR INENTAZIK, RERBTEFANIRES AR, BURYE
bR mESARTURSE S A B LMD BRI TR 8/h 2 F 2 K.

PRk BIPT1A % B EEBF 50 SEQ ID NO.3 AR,

g LR HAE IRKE R

Frid & B W% E BRI 5 a0 SEQ ID NO.2 AR,
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RID R B EAT S R,
iR ZE B SEQ ID NO.6 FiiR.
SHERYEAVEEEATEERNEE N EARERE.

FRREEEALIREHE TS, RSRUT: HEEIEREAHFERNERFA

FKGFERERSD, BRELKNKETE, RESBEREHFERIENZIHK.

R EEEATAS RERER BT EE U TR

ARPFRE—MPEBREARSZIK, BRBHRZRINIEEARREHENTE
BB IRA AT R. EZEKSTFH, AEERARKREITRGOTUEEUYE T RIS
SHBREHFHRORGERLEEE. B THAEAY R ERREIURKTUEERIY,
EHARFNZ AR S IRHERARTAREL CRGBEY, BMAKERKE, A
FREEBRELNEEELRENZS. XRANABEREARBLINET CGMCC
No.4783 ZARIA MM A TR TN FBL S H B (Fab) MRENEHRNEERTS)
BHBEFIR T AT BRSSP EERY, MR, B TR
% ASRELRMNTAENY . EAKRAF, BRiTFHHEENYRIFERAIRN
Bl HENAT SR B i, BEATBEMMNIES ARSI SEAL KL 7R BHREDH
MRE, REHEALKPHRGHERE B RS L EEs FEENTR B ir g RA%E
YIETISE. Eik, BT bRemERARTOTGEDIY, REREZEIR BATURK
B, XEHAEMNY S KGEEERTRNEASRBBETARARTKER.

FEAR R PRSI R, SRR AT B R A R AR HUR B8 YA (B
CGMCC No4783 HIZeiC 44 is) HJLAEH)IE VeCDR1. VyFR2 A1 V.CDR3 %
VuCDR1-V5FR2-VL.CDR3 £ H3E T AL 28 SRPTAERIY . B SPSERAEN, &G ERI
YIRS TR & BRT CLYEAK A R B s, B B3I REBMRREIUREDF
EM . 28 PR RS 5 FRE RS LAE 5 RBTUAHE R FRAEENT R,
MU SEALIKFH AT E R AR RE LIRS FEERAMIREERANR, &
EASHABRARIKERAGY WHRKRAS) ALK, BREESIRREN.

ARY T, MREHFERS KK A GEET L H Y AE TEENKBEREL I, Ib,

A, BEIN, EERFANTHEIRIE T KHEE  SHESRAEUDWENEAZK B
185 B ) A 0 R X e K R 70 40 B AR L T R T B I SR AR TR X — 350, BRI,
WIEARPIOME, XEKHEESHIEROH AN £ IR E AR E A S IR
S ST A R B B — RS REE RN EA LK.
ARPTIRGETHEEALRNEFRWEARRMG EHE, REHDTBEIDIN
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B P 2 S SR AT B A S BRI A K T R 0 S B T A R O LR«
DL KRB E [ 060, BHRIDTUAEMM TR la BERE 626 fIAERE
(REE) TRRARBHEARN . WERESFR KT AR pSELECT-1 RET
Promega 27,3388 T AW H & Ta FUH A Immunity 5 EEE A X HUARAYER K
T8O B, B ST 1. R U E B H R AR HAR, R Strategene 21K
FIERIERBEH TN, Hl pCHCcyanoMAl.

RN —HE, BAKREFANERSKHETE BRI RUDIE
EoRE 5 KGEERRERRARUEARKRESRERNEL R, HRENEL
RRHERA KNGS TREPMRA 0N ERZ RN TREAR. AR TXHRE
B RIRE A R AR MPIEEL K.

ABFFHRFIIE ML KT AT REAEY . W LGB K A & 8 i £ IR AT & 2 89
BARBEHRTENEEC AT RETFREFRNAYASY. HNER: SHEPH
EREAREETE RN AR AEDYES KR EEIEERARERIE, REABRER
EPBEEMBNHAREEAEEARED, #HARHREFREESHHRERERAN
RE b0 R T A I A P AR T B SR A AR T, AT B RSB B 4E i H
i

AEREFRMRE RS AR THENERGYNRNAET, REFRRNELRNYE,
EfifER i b R T HAh ek M Rs e, REMHMAR RN T LR
Y. BHTECRAEUESEANEEEURETBERFAMIERANR, FHERERS
ik — B T AR T B A SR T X — B R PR Y, R BRI A R ERA
—BAZREHRREEREE LI — TR UE BRI LSRNV, BT AEER
T AR B P R R I A TR A M R B k. BT AR TR RS HATR
TR R

FATRTRE B -

R385 : CGMCC No.4783

AT RR: IS RRETEN R R ARTEA R

R EHE: 2011464 H20H
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iw R B P11359/77Q

B 1R EHHAEUIA KT E R la R A EL SN pCHCeyanoMAl MG HREE .
B 2 AN EELREHNRER.

B 3 RAEHSEEESE N-C HFHHAEUMERMAGER la ZENEARKN
pCHCcyanoMA2 HI& IR E

B 4 AR REHEEL RS 4E K TRAEASFEPRHSUBENMNFIREER.

B A, FAWNEE B, EFFEE 0 vg/ml, C, [NEEEER (Ph-NM
50 ug/ml, D, FEHELIK (1) 50 ng/ml, E, PWESIK (2) 50 ng/ml.

B 5 AEERHEREBRELHK (D HEKRTFEREERETASUBENMHRLER.

B A, A3 48 /MRS, B, AHE 72 /0EHE, C 63 96 DJE. BEFE—FIM
EEAIL 6 N, KA 1, WHE, 2, 01 pg/ml FLEEELHK (1), 3, 0.5 vg/ml
HBEEZHK (1D, 4, 1 ng/m PEESH (1D, 5, 5 veg/ml FEBELHK (1), 6,
10 ug/ml PLEEBIK (1D,

B 6. hHARKREFEBRSE (1D MEKTREEFEPHENMEIRLLER.

# 10 HiE, BFESINEELH 6 MR, K&H 1, WK, 2, 1 pg/nml
PEESEL (1), 3, 5 vg/ml HEBLHK (1D, 4, 10 vg/ml HERZIK (1, 5,
15 pg/ml FHBEEEHK (1) ,6, 20 pg/ml PLWEELIK (1.

B 7 AREHRBEELIK (1D WMEKTFRAEREPRARMER. MEAOERRE
R, LEANASHBEENE R, TEAMENREER.

B 8 A RPN BESHSTHEK TR AERETFSMBR. AER. DIRE. WEN
MERRL R

B b e g S ST, ATUESEA 35 b g/ml EBEAK (1D, A, FARUEE, B,
#IEE, C, HHE, D, HE.

B 9.7 & BADTIE B %5 KT B V5 i B RK AR R

B A, ZEXNE, B, PLEHELHK (1) 1 pg/ml, C, HEHREI (105 wg/ml,
D, HBEHELAK (1) 10 ng/nl, E, #ERH 0.7 ug/ml.

& 100 B 9 M ERK A I IIRE R .

A, KIBFREEEN, B, KEPHEEa B, C KT pHEN, D,
IKEFIREBERIEER .

D-1, 34, D-2,1 vg/ml FEHEELIL (1) 4HHE, D-3, 0.7 ug/ml HERLA
A,

B 1108 9 PHTis B4 R BB T B B SRR AR R 8 B MBI 4R (JBUK 400

100002 B
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W B B P11359/171Q

20110610

&),
SREASTR, PLEELH (1) 1 »g/ml MEHEEH 0.7 vg/ml LEKEFHEE (A
JEE) A, £—H, BE-H, C, $=H, D, £UH, E, ELHKZHK.

B A
LHEH 1 RIEVEES KRR EATEERE S RAH &

ME: FRTE4HL CGMCC No.4783,

S8 1. HiEAMKZ TR REERFIINRE: ERTEA ML H
WREBUA, R EN SRS ST RRIRES & A B Fab ERNREETS
5, BEFURE LAk E R NEERT IR A BTN EERFF, i1 SEQIDNO.3
Fi7R, SIDZAEERYIZERF5)0 SEQ ID NO.2 AT7R.

SHIB 2 FIEFRPNES T AHEE la A Immunity BAZEREK pSELECT-1 k(W H
Promega A7, MR BA LR EES), 2WNEL T H B SR H R (QuickChange™ Kit,
Strategene 2\ &) S SRS BN H A B MHER (FFIRF SEQ ID NO.2 Frid X HERF5)
BB K EE la EE 1626 4745, BEIEHAFK pCHCeyanoMA1 (I 1 fi), EA
Bk e\ E.coli B834 (DE3) TR E B RIEHIR LK, FBFFIFR M SEQID NO.7 FiKIHL
EHMEKk, ERESRSHEEIFHRAN “BEESK (17, HoTEL 70,0000

22 F2 4% Strategene QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (catalog#200518)%4
FEF AT AT

1. & RRERNY)
5ul 10 x buffer
2 ul (10 ng) ¥R KHE & Ta
1ul(125ng) &itH 5°-3° EREFES Y
1 ul(125ng) ¥itH 3°-5 EREFERSIY
1 ul dNTP
XRF&7K 50 ul
1 ul pfu
(R JRRL, 5 PFIRNFE KT, 3594 ZiFH B & 35)
2. T PCR ¥ 1, ¥4 25ME 95°C, 35 %, Bk 53C, 70 #, EH 68°C,17 5
Ft 20 MEE
3.4 Dpnl P9 £%8 1 ul 4L 5246 DNA 855 (37°C,1 /MEY), BU1 ul RYIS HMS174

100002 >
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R AN S0 ul VKAT 30 4068, 4T 42°C, 45 B BEANKH 2 48k,
4 IMANZY 55 0.5 ml J5 220rpm, 37°CIEHE 1 /M /E, B 50-100 ul KMN44R(LB
BEM 1%3EAEM 50 ug/ml EFRFER, 37CER);
S5 18 /MHF/EBKEE, 78 Qiagene,Gibco %5/ H] I& F i A IR EUR KL 2548 SR BUR KLY 7T,
TP 8 AR TN
6+ HEITHL SO ng 5141 E.coli B834 (DE3) TTEE R ZA4M 50 ul ¥K5% 30 43, 42
'C, 30 Bo#iuhiy, HL 50-100 ul KA SOC H 0.5 ml, 220 rpm, 37°C3EHE 1
N EARAR (LB B0 1% IS 50 ug/ml EFHFEE) 37CHE,12-16 /MEEHk
BB s
7. RENH,8-16 7+ LB 53, 250rpm, 37°C,6-8 /Nt B ITIE B4, 4°C, 6000g, 20 43
BhEX4°C, 50 mM Borate, 2mM EDTA, pH 9.0) 50-80m! & IZ 1%, /1A 0.2 M PMSF 250
W EITHEEREEGC, 400W, 2 7480, REBELUTIREBE AT, 750008, 1.5 /)
i), R EERREERVIE DNA, A4 TE 15,000 HBHET 4°C, 50 mM
Borate, 2mM EDTA, pH 9.0 &M 10 A EWd%E, BLEELEHET CM &
(Amersham Biosciences), £ 50 mM Borate, 0.3 M NaCl, 2mM EDTA, pH 9.0 &,
4C) BEHFHFEINEARESELK (1D GELE2).

THE S H A H| % pCHCeyanoMAT JFURL BB AU ZE R BT ¥ i B B A U 2 B
BHERT5:

20110610

pCHCcyanoMAL1
I. 5-3

gcg aat aag ttc tgg ggt att TCT TAT TGG ATG CAG TGG GTT AAG CAA taa ata aaa tat
aag aca ggc
3-5
gcc tgt ctt ata ttt tat tta TTG CTT AAC CCA CTG CAT CCA ATA AGA aat acc cca gaa ctt
att cge

2. 53
tat tgg atg cag tgg gtt aag caa AGA CCG GGG CAA GGG CTG GAG TGG ATT GGC taa ata aaa tat
aag aca ggc

3.5
gee tgt ctt ata ttt tat tta GCC AAT CCA CTC CAG CCC TTG CCC CGG TCT ttg ctt aac

100002 °
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W OB #B P11359/570Q
cca ctg cat cca ata
3. §-3°
ggg caa ggg cig gag tgg att ggc CAG CAG TAT YGG TCT ACG CCC CCG TGG ACG taa ata aaa tat
aag aca ggc
3.5

gec tgt ctt ata ttt tat tta CGT CCA CGG GGG CGT AGA CCA ATA CTG CTG gec aat cca

ctc cag ccc ttg ccc

LR 2 FATFIEES PR R AR Mg R R EA SR L RN &

BHERRAERT KBEE Ia A Immunity EEZEE K pSELECT-1 k(W H
Promega A 7, LIRFEFE R ALK BHR), BUEER TR S REH AR (QuickChange™
Kit, Strategene 2 ) K RIGHIEE M HLAELDRZER (FFFIR T SEQ ID NO.4 frid#%
FERRFI)D BAIKEEE a ZER 1626 fi5f5, B EHFN pCHCcyanoMA2 (41
B 3 FiR), ERFREYLA Ecoli B834 (DE3) THEEBERIAHIZELIK, FEFIIERM
SEQ ID NO.9 i iH B LIk, E/RERLHES PRy “DLERLS K (207, HiyTF
§#) 70,000

% pCHCcyanoMA2 Uk I EE K XU E R L EHBRFH R LS 1 K75k
Wit. HHl& LR LS 2.

SRR 3 PIEES T RSHERNMHRESER

RE (D ,
HBI. WARWH: WM E P EREBK LW FACHB-978 4143
B (Microcustis aeruginosa).

RGBERIIE TR B EMEMEIEEA 250ml BG1IEFER S0 mAERERES, B
FRIEEEFEFET . BAVGEAREER 5 x10* MmL, #HMEAESER®, UBHE5R.
BFREE N 25°C, JEMIREER (2500+110%) Lux; JEREEE AN 12h/12h. AR EERAH S
FREE M, B 2~3 MEHHERETRAHMENCE 1| K. BEMNE 5 X
A, SR 24 h B W 1 K. HERAREEEEE 10° MmLBEELAR, BRI
WT—HRK.

SE2ERANMAE A, B. C. D. EFFAIMAHIEIFRERB 1 ml, REMAMNE
Fl: A FAXNEE, BEFHFER 50 ug/ml, CIEEREE (FiESH 2009100921284

100002 !
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7 FFH Ph-AM1) 50 ng/ml, D FEELH (1) 50 ug/ml, E HIEEEHL (2) 50 n
giml 5, TANREE TIEAPRERG SR 12 /DJE, AN EE (% 50aM i) F
BALTRBE (32 600 nM A 5844 30 5340, BEEHMAEFEEF L, RIEEHE Nikon
90i, DMS05 I DMS65 WHBERD WBIERBEREF.

GRWE 4 fir. GREBRREFEESK (1) RMpTHEFENFASHMEE. MY
BLAK (2). EFEFEZE. Ph-NM Wi FHASMERYTIER.

RE (2

SE1FERE (1) P& 1.

SR 2 HEE 6 MERTIRRER 500 ml MHEMHPRIRERENAERZIK. 6
FHBEEMATEEZIKEFERN: 0. 0.1, 05, 1. 5. 10ugml, HHANENEEMEK
&R

ZRuE 5 fir. BTSAEAAMNREESIK (1D REA—F, #BHEPH%
MEBERARETRIRF A TIE 5 ZIRIIRERIELL, A€ 72 /PIE, RIRFRNE
B & LAY ABR KR R A TR

ERERIER, FEHEELI (1) RFERAMEENR, MHEELHK 2 JLFLH-

R (3)

b W B DRI K EEYIF AT H FACHB-417 #1AEMEE (Scenedesmus oblignus) X A
RIE (1) FHB 1 HHEEFRRLE.

SI] 2. HEE 6 MM TREEN 500 ml MHEEETPZREREMATKES K
(1), FIESHH: 0. 1. 5. 10. 15, 20 ug/ml. 5 H BRI M £ K IPEIE L.

SR 6 Fir. BRMARBREELIK (D) FEMENRAZHMBELEAKRT 10 4,
PER BRI A (190 ) RMBHHERDAR (1) RIHAEFIXFTRMER K R1ER

ZRME 6 Fir. BRMAKNIEELIK (1 FIBHEMASMEBERELEAKRT 10 £,
PIERZE IR (190 /M) KMBHMERS AR (1) RILHEFAIX M B KR ER .
RE (4)

PAEREE (1) ~ (3) A 0.1 mLEFSRM, B TMBRTEART, EEHMETUE.
. B 7 FieEARTRER S BARLE, 1 pg/ml FLEEZK (1) E72P A
BIR RKFTRZ ISR, M 1 pg/mBEBRZK (D SRR FEEAER.

100002
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SRR 4. BEEBHRNFFSUER. AER. MRE., BEOBREEFREAR

PR N 0 B PRGBS ERE ., SRS, NIREMHIE. BISERN
MAERZ HEFEES 3 iR (1D KPR 1

BB AR A B 10° A/mL SE LM B FRE K 40 ml 4336 T 300ml 4EFEHT,
ZMAA: MAZENZARE, B: MATEESIK (1) 35 pg/ml, k854
H, MBEHEKER.

Z2E 8 Pin. 24 PEE, HSHERNAERERHETHERZR, £5 4
HERERES. MAARENMEERHENMENTEL. ZERERTERLIK
1 I T TRASMER. ARENEK, NARME/NRE. MERNEK.

ERgERIE, HEBRSK (1) AFERRMIERNES.

20110610

LHB S PIERSIY BAKGPERNRKRE

EAR/K AR B A 0 TR T B VS e B 7 M VBB VR T SRS, 25-35 A3 3T 60x 40 x
30 ERERISFREAE D, T 20 S4REES 10 28 HSEEFEERE 27°C, W
BRAF N (2500410%) lux; JEBEEEG 12h/ 12h, B H R TFREKE pH. 650 nm H
WMl % 2 TlkfE GERE 9.

KRB E T A4 et vl 650 nm JeRiE GERE 10) »

FARZE-REF--SIEEENEH R R A8 ERE0) . Aa

JBEHT665. 700 nm FRIIBIE, HEM R RalRE. KAFA:

[Chlal=[12.12 (D664-D750)-1.58 (D647-D750)-0. 08 (2630 - D750) 1 VE/ IS * d.

SRR KT H pH. 650 nm JeRWE . HEE a RREARBHN-—ERGAT, M
FEELHE (1) AMBRAAKEE pH. 650 nm JtHUE. HER BKREEFE-HE
B2 E T .

FHXEH 30 ml KBEFAR/RDHREERE, BOWKS 104, B 0.1 oL BT MR
iRF, FEMETHE. W GELE 1D . BRPrRESE—H, XRA. g
LK (D ARMRFELKEPITRAEEKEBNARE MEFE_BR, JIERD
Bk (1D ARFHRWAKGEFHAERRERD . BH; ZELEHREESK (1D 450
WERMAAK A ERABEEE, M RAKEPHRAXEAEREEK.

BHERMBREREEZA, FIR I EF BRI 2 SR K A h R I A
MBI ZI AN GERE 10). EXRAKGES, AEEMASMERREANDEM;
EREEZAK (1) AXGF, BEETASHEBERITRD, DRETRANEEM;

100002 K
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EMBRAA KT, AREENFESHEERREE D, MB MR, RETEINAE
s
£1 DR E ML H 2 BIFENS R B RESEL (AT
B4 H ®_-H B=H SN H ®HH
26363 33194 41068 17954
xR 32745 BHATEN | BRALLN | BHEETh | BRAEEWL
43981 10624 5370 3432
——— 50394 RERAREE | ABERECEK | BOBAER, | LEFLaESR
g TRAMME | B, BN 15| BN 1-5 M | Al
-5 MERE | NMIRRERE | RRES
40828 20744 9890 3680
Smg/L £ ik 43987 B imgl Z|F 1mg/l Z|@E 1mglL 2 |/L¥EXAaESR
2L Tk B4k il ol
41787 23443 14214 4902
10mg/L £k Bl 1mglk Z|E 1mgllk Z|@E 1mglL Z | LFE&EH
48101 i, T, T4, i ol
39194 33453 4800 3508
20mgiL % fik Bl 1mgllk Z [FA 1mglk Z |JLFXEAREHE | LFLAREHE
45588 T, T, il o] ol
' 1266 499 305 379
0.7mg/L R4 22930 HERSWT | ERILFHE | XL BARD
ARERA BEYRE

ZRE 9-11 ME 1 fim. &R ER 0.7 ppm MR JLF A MERERIRG THAEE
K. MPTEBELIK (1) AEEGLEMEFFREABTER (BEE. FRHER HEK,
TR FRE R A HAR D ERBE AT .

100002
2010. 2
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SEQUENCE

<110>

<120>

<130>

<160> 9

<170>

210> 1

<211> 1878

<212> DNA
<213

<400> 1
atgtctgacc

ggccatgaaa

ggtacceege

gttgatgatt

aaaaacacgc

cgectetetg

gceggaaacg

ctgagagaat

gagagccegga

tcgttaateg

gctgatatge

ctggaaaaaa

gggcagecaga

LISTING

P11359/]JQ

ctgtacgtat

ttatggecegt

ctgecatggag

ccccaaccceg

tcagecgegea

cggegattge

cagatgccege

acggattccg

tgetgtttge

aacaggctga

ttgctgaata

atggegggge

cacggaatga

20110610

PatentIn version 3.3

tacaaatcce

tgatatttat

ttecctteggg

aagtgatatc

gcagaaagag

tgcaagggaa

tgatattaca

tactgaaatc

tgatgetgat

aaaacggcag

cgagcgeaga

agcccttgee

cagggccatt

BER=ER (b50) £YUBARERAT

PUEB LIk R HEE 5H& %

WIOKBHEE la MEHERFES

ggtgcagaat

gtaaacccte

agacaaaacca

gaaaaaaggg

aatgagaata

aaagatgaaa

cgacaggagt

gecggatatg

tctettegta

aaggatgcge

aaaggtattc

gttettgatg

tcagaggece

cgetggggta

cacgtgtcga

tetggggege

acaaggaaat

agcgtactga

acacactgaa

tcagactcct

acgcccteeg

tatctcceeg

agaacgcaga

tggacacccg

cacaacaggc

ggaataaact

O T 0 D R

2011101552212
tgattcagat 60
tgtcttteat 120
aaacgagtgg 180
cacagcgtac 240
agccggaaaa, 300
aacactccegt 360
gcaggcagag 420
gctgeataca 480
ggaggecagg 540
caagaaggcc 600
gttgtcagag 660
cegtetgete 720
cagttcagtg 780

O AR

04



acggaatcge

cagaaaaaca

tcaacaaatc

acaaccagcg

ctggactata

ggtgacaaga

cttgatgcca

ctcagtgeca

gaaaaagaga

agaaaacagg

aaatcagttt

caggctaaag

. cgggetgaca

gagtctgtga

tatgcaggaa

acagagaact

acggctcttg

tatggtttac

aataagttcet

210> 2

211> 81

<212> DNA
213>

ttaacacggc

cgectgacgg

attctattgt

cagtcatcga

aacgcaatat

aaatttataa

gaaataaaat

gaacaaatga

atatacgtaa

atgaactgaa

cagaaaaata

ggaagaaaat

ttaacaaaaa

agctgtctga

aatttacaag

ggegtectet

tggcactggt

tgatggetgt

ggggtatt

20110610

ccgtaatgcea

caaaacgata

tgtgageggt

taaccgtgcea

tctgaatgac

tgctgaagtt

cacctctget

gcaaaagcat

ccagctttee

ggecaacgaaa

tggtgcaaaa

acgtaatgtt

aattaatgca

tatatcgtct

tcttgetgac

ttttgttaaa

cttcagtatt

caccggtgeg

ttaaccagag

gtttcecectg

gatccgagat

aacctgaatt

cggaatcegg

gctgaatggg

gaatctgegg

gcaaatgacg

ggcatcaatc

gacgcaatta

gctgageagt

gaagaggcat

aaagatcgtg

aatctgaaca

tggatcactg

acagaaacca

cttaccggaa

ctgattgatg

FASHERREDTURABRMER

ctgaacaaca

aaaaattcce

ttgeeggtac

atcttctgag

tggtgacaga

ataagttacg

taaattcgge

ctcttaatge

agaagatagc

atttcacaac

tagccagaga

taaaaacgta

cagcgattgce

gattcagtcg

agtttggtaa

tcatagcagg

gegetttagg

aatcgettgt

‘T 0

2011101552212
gctgacgcaa 840
ggggcgttca 900
gataaaaatc 960
ccattceggt 1020
ggatgtggaa 1080
gcaaagattg 1140
gagaaataac 1200
cctgttgaag 1260
ggaagagaaa 1320
agagttccetg 1380
gatggceggg 1440
tgaaaagtac 1500
cgcageectt 1560
gggactggga 1620
ggctgteegg 1680
caatgccgeca 1740
cattatcggg 1800
ggaaaaageg 1860

1878

[ NOFN O

AOD
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<400> 2
tcttattgga tgcagtgggt taagcaaaga ccggggeaag ggetggagtg gattggecag

cagtattggt ctacgccgece gtggacg

210> 3
el 29
<212> PRT
213 FRSBERRERRAEEY N ERTF

<400> 3

Ser Tyr Trp Met Gln Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu
1 5 10 15

Trp Ile Gly Gln Gln Tyr Trp Ser Thr Pro Pro Trp Thr
20 25

210> 4
211> 87
<212> DNA
<213> VHCDR1 N-C 3l &l 2 HAASKMBHREH RS AE YR EE

<400> 4
cagatgtggt attcttgggt taagcaaaga ccggggeaag ggctggagtg gattggecag

cagtattggt ctacgccgee gtggacg
210> 5

<211> 29
<212> PRT

<213> VHCDR1 N-C f3Eiflz MASMEERT R ER AN EERT 5

<400> 5

Gln Met Trp Tyr Ser Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu
1 5 10 15

Trp Ile Gly Gln Gln Tyr Trp Ser Thr Pro Pro Trp Thr

2011101552212 AL

60

87

60

87



210> 6

<211> 1965
<212> DNA
213

<400> 6
atgtctgacc

ggccatgaaa

ggtaccccege

gttgatgatt

aaaaacacgce

cgcetetetg

gccggaaacg

ctgagagaat

gagagcecgga

tcgttaatcg

gctgatatge

ctggaaaaaa

gggcagecaga

acggaatcgce

cagaaaaaca

tcaacaaatc

acaaccagcg

ctggactata

20

ctgtacgtat

ttatggecegt

ctgcatggag

ccccaacceg

tcagcgegea

cggcgattge

cagatgccge

acggattccg

tgctgtttge

aacaggctga

ttgctgaata

atggegggge

cacggaatga

ttaacacggce

cgectgacgg

attctattgt

cagtcatcga

aacgcaatat

20110610

25

MISTIREE Ik | HHRFSI

tacaaatccce

tgatatttat

ttcetteggg

aagtgatatc

gcagaaagag

tgcaagggaa

tgatattaca

tactgaaatc

tgatgctgat

aaaacggcag

cgagcgeaga

agcecttgee

cagggccatt

ccgtaatgea

caaaacgata

tgtgageggt

taaccgtgea

tctgaatgac

ggtgcagaat

gtaaaccctc

aacaaaacca

gaaaaaaggg

aatgagaata

aaagatgaaa

cgacaggagt

gccggatatg

tctcttcgta

aaggatgcege

aaaggtattc

gttcttgatg

tcagaggcce

ttaaccagag

gtttceeectg

gatccgagat

aacctgaatt

cggaatcegg

cgetggggta

cacgtgtcga

tctggggees

acaaggaaat

agcgtactga

acacactgaa

tcagactect

acgcccteeg

tatctcceeg

agaacgcaga

tggacaccceg

cacaacaggc

ggaataaact

ctgaacaaca

aaaaattcce

ttgeecggtac

atcttctgag

tggtgacaga

R i

2011101552212
tgattcagat 60
tgtcttteat 120
aaacgagtgg 180
cacagcgtac 240
agccggaaaa 300
aacactccgt 360
gcaggcagag 420
gctgcataca 480
ggaggccagg 540
caagaaggcc 600
gttgtcagag 660
ccgtetgete 720
cagttcagtg 780
gctgacgcaa 840
ggggegttca 900
gataaaaatc 960
ccattccggt 1020
ggatgtggaa 1080

AR A
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ggtgacaaga

cttgatgeca

ctcagtgcca

gaaaaagaga

agaaaacagg

aaatcagttt

caggctaaag

cgggcetgaca

gagtctgtga

tatgcaggaa

acagagaact

acggctcttg

tatggtttac

aataagttct

ctggagtgea

2100 7

{211> 654

<212> PRT

213>

<400> 7

aaatttataa

gaaataaaat

gaacaaatga

atatacgtaa

atgaactgaa

cagaaaaata

ggaagaaaat

ttaacaaaaa

agctgtctga

aatttacaag

ggegtectet

tggcactggt

tgatggectgt

ggggtattte

ttggecagea

20110610

tgctgaagtt

cacctetget

gcaaaagcat

ccagctttee

ggcaacgaaa

tggtgcaaaa

acgtaatgtt

aattaatgca

tatatcgtcet

tcttgetgac

ttttgttaaa

cttcagtatt

caccggtgeg

ttattggatg

gtattggtct

PEEZ K 1 RERFS

gctgaatggg

gaatctgcegg

gcaaatgacg

ggcatcaatc

gacgcaatta

gctgageagt

gaagaggcat

aaagatcgtg

aatctgaaca

tggatcactg

acagaaacca

cttaccggaa

ctgattgatg

cagtgggtta

acgccgecegt

ataagttacg
taaattcgge
ctettaatge
agaagatagc
atttcacaac
tagccagaga
taaaaacgta
cagcgattgc
gattcagtcg
agtttggtaa
tcatagcagg
gcgetttagg
aatcgcttgt
agcaaagacc

ggacg

00 A

2011101552212
gcaaagattg 1140
gagaaataac 1200
cctgttgaag 1260
ggaagagaaa 1320
agagttcctg 1380
gatggceggg 1440
tgaaaagtac 1500
cgcagcecectt 1560
gggactggga 1620
ggctgtcecgg 1680
caatgcegea 1740
cattatcggg 1800
ggaaaaageg 1860
ggggeaaggg 1920

1965

Ser Asp Pro Val Arg Ile Thr Asn Pro Gly Ala Glu Ser Leu Gly Tyr

1

5

10

15

Asp Ser Asp Gly His Glu Ile Met Ala Val Asp Ile Tyr Val Asn Pro

I

10



000 R
2011101552212 A

20110610

20 25 30

Pro Arg Val Asp Val Phe His Gly Thr Pro Pro Ala Trp Ser Ser Phe
35 40 45

Gly Asn Lys Thr Ile Trp Gly Gly Asn Glu Trp Val Asp Asp Ser Pro
50 55 60

Thr Arg Ser Asp Ile Glu Lys Arg Asp Lys Glu Ile Thr Ala Tyr Lys
65 70 75 80

Asn Thr Leu Ser Ala Gln Gln Lys Glu Asn Glu Asn Lys Arg Thr Glu
85 90 95

Ala Gly Lys Arg Leu Ser Ala Ala Ile Ala Ala Arg Glu Lys Asp Glu
100 105 110

Asn Thr Leu Lys Thr Leu Arg Ala Gly Asn Ala Asp Ala Ala Asp Ile
115 120 125

Thr Arg Gln Glu Phe Arg Leu Leu Gln Ala Glu Leu Arg Glu Tyr Gly
130 135 140

Phe Arg Thr Glu Ile Ala Gly Tyr Asp Ala Leu Arg Leu His Thr Glu
145 150 155 160

Ser Arg Met Leu Phe Ala Asp Ala Asp Ser Leu Arg Ile Ser Pro Arg
165 170 175

Glu Ala Arg Ser Leu Ile Glu Gln Ala Glu Lys Arg Gln Lys Asp Ala
180 185 190

Gln Asn Ala Asp Lys Lys Ala Ala Asp Met Leu Ala Glu Tyr Glu Arg

(G m



185

Arg Lys Gly
210

Gly Ala Ala
225

Gln Gln Thr

Ser Ser Val

Ala Glu Gln
275

Ile Val Ser
290

Ile Val Val
305

Thr Ser Ala

His Ser Gly

Val Val Thr

355

Val Ala Glu

20110610

Ile Leu Asp
215

Leu Ala Val
230

Arg Asn Asp
245

Thr Glu Ser
260

Gln Leu Thr

Pro Glu Lys
295

Ser Gly Asp

310

Val Ile Asp
325

Leu Asp Tyr
340

Glu Asp Val

Trp Asp Lys

200

280

360

Thr Arg Leu

Leu Asp Ala

Arg Ala Ile

Leu Asn Thr

265

Gln Gln Lys

Phe Pro Gly

Pro Arg Phe

Asn Arg Ala

Lys Arg Asn

345

Glu Gly Asp

Leu Arg Gln

Ser

Gln

Ser

250

Ala

Asn

Arg

Ala

Asn

330

Ile

Lys

Arg

205

Glu Leu Glu Lys
220

Gln Ala Arg Leu
235

Glu Ala Arg Asn

Arg Asn Ala Leu
270

Thr Pro Asp Gly
285

Ser Ser Thr Asn
300

Gly Thr Ile Lys
315

Leu Asn Tyr Leu

Leu Asn Asp Arg
350

Lys Ile Tyr Asn
365

Leu Leu Asp Ala

0001 . R

2011101652212

Asn Gly

Leu Gly
240

Lys Leu
265

Thr Arg

Lys Thr

His Ser

Ile Thr

320

Leu Ser
335
Asn Pro

Ala Glu

Arg Asn

R0 O

MO



370

Lys Ile Thr

385

Ser Ala Arg

Leu Leu Lys

Gln Lys Ile

435

Asp Ala
450

Lys

Lys Tyr Gly

465

Ala Lys Gly

Glu Lys Tyr

Ala Ala Ile
515

Ser Asn Leu
530

Thr Ser Leu Ala Asp Trp Ile Thr

20110610

375

Ser Ala Glu Ser
390

380

RO D R R R

2011101552212

Ala Val Asn Ser Ala Arg Asn Asn Leu

Thr Asn Glu Gln Lys His Ala

405

Glu Lys Glu Asn
420

Ala Glu Glu Lys

Ile Asn Phe Thr
455

Ala Lys Ala Glu
470

Lys Lys Ile Arg
485

Arg Ala Asp Ile
500

Ala Ala Ala Leu

Asn Arg Phe Ser
535

Ile Arg
425

Arg Lys
440

Thr Glu

Gln Leu

Asn Val

Asn Lys

505

Glu Ser
520

Arg Gly

Glu

410

Asn

Gln

Phe

Ala

Glu

490

Lys

Val

Leu

Phe

395

Asn Asp Ala Leu

Gln Leu Ser Gly
430

Asp Glu Leu Lys
445

Leu Lys Ser Val
460

Arg Glu Met Ala
475

Glu Ala Leu Lys

Ile Asn Ala Lys
510

Lys Leu Ser Asp
525

Gly Tyr Ala Gly
540

Gly Lys Ala Val

400

Asn Ala

415

Ile Asn

Ala Thr

Ser Glu

Gly Gln

480

Thr Tyr

495

Asp Arg

Ile Ser

Lys Phe

Arg Thr

OO AT

A4



545

Glu Asn Trp Arg Pro
565

Asn Ala Ala Thr Ala
580

Ser Ala Leu Gly Ile
595

Ala Leu Ile Asp Glu
610

Ile Ser Tyr Trp Met
625

Glu Trp Ile Gly Gln
645

<210> 8
<211> 1965
<212> DNA

20110610

550

Leu Phe Val Lys

Leu Val Ala Leu
585

Ile Gly Tyr Gly
600

Ser Leu Val Glu
615

Gln Trp Val Lys
630

Gln Tyr Trp Ser

213> RWENHEZK 2 BTRFS

<400> 8

atgtctgacc ctgtacgtat tacaaatcce

ggccatgaaa ttatggcegt tgatatttat

ggtacccege ctgeatggag ttectteggg

gttgatgatt ccccaacccg aagtgatatc

aaaaacacgc tcagcgcgea gcagaaagag

cgcetectetg cggegattge tgecaagggaa

Thr

570

Val

Leu

Lys

Gln

Thr
650

555

Glu Thr Ile Ile

Phe Ser Ile Leu
590

Leu Met Ala Val
605

Ala Asn Lys Phe
620

Arg Pro Gly Gln
635

Pro Pro Trp Thr

ggtgcagaat cgetggggta

gtaaaccctc cacgtgtcega

aacaaaacca tctggggegg

gaaaaaaggg acaaggaaat

aatgagaata agcgtactga

aaagatgaaa acacactgaa

TR R

2011101552212
560
Ala Gly
575
Thr Gly
Thr Gly
Trp Gly
Gly Leu
640
tgattcagat 60
tgtettteat 120
aaacgagtgg 180
cacagcgtac 240
agccggaaaa 300
aacactcegt 360

AL



gceggaaacg

ctgagagaat

gagagecgga

tcgttaateg

getgatatge

ctggaaaaaa

gggcagecaga

acggaatcge

cagaaaaaca

tcaacaaatc

acaaccagceg

ctggactata

ggtgacaaga

cttgatgecca

ctcagtgceca

gaaaaagaga

agaaaacagg

aaatcagttt

caggctaaag

cgggetgaca

gagtctgtga

tatgcaggaa

cagatgcege

acggattccg

tgetgtttge

aacaggctga

ttgctgaata

atggcggggc

cacggaatga

ttaacacgge

cgeetgacgg

attctattgt

cagtcatcga

aacgcaatat

aaatttataa

gaaataaaat

gaacaaatga

atatacgtaa

atgaactgaa

cagaaaaata

ggaagaaaat

ttaacaaaaa

agetgtctga

aatttacaag

20110610

tgatattaca

tactgaaatc

tgatgctgat

aaaacggcag

cgagegeaga

agcccttgee

cagggccatt

ccgtaatgeca

caaaacgata

tgtgageggt

taaccgtgca

tctgaatgac

tgctgaagtt

cacctctget

gcaaaagcat

ccagctttee

ggcaacgaaa

tggtgcaaaa

acgtaatgtt

aattaatgeca

tatatcgtcet

tcttgetgac

cgacaggagt

gceggatatg

tctettegta

aaggatgcegce

aaaggtattce

gttcttgatg

tcagaggccc

ttaaccagag

gttteeectg

gatccgagat

aacctgaatt

cggaatccgg

gctgaatggg

gaatctgegg

gcaaatgacg

ggcatcaate

gacgcaatta

gctgageagt

gaagaggcat

aaagatcgtg

aatctgaaca

tggatcactg

10

tcagactcbt
acgcccteeg
tatctcceeg
agaacgcaga
tggacacccg
cacaacaggc
ggaataaact
ctgaacaaca
aaaaattccce
ttgecggtac
atcttctgag
tggtgacaga
ataagttacg
taaattcggce
ctcttaatge
agaagatagc
atttcacaac
tagccagaga
taaaaacgta
cagcgattge
gattcagtcg

agtttggtaa

00T T

2011101552212
gcaggeagag 420
gctgeataca 480
ggaggccagg 540
caagaaggcc 600
gttgtcagag 660
ccgtetgete 720
cagttcagtg 780
gctgacgcaa 840
ggggegttea 900
gataaaaatc 960
ccattceggt 1020
ggatgtggaa 1080
gcaaagattg 1140
gagaaataac 1200
cctgttgaag 1260
ggaagagaaa 1320
agagttcctg 1380
gatggeceggg 1440
tgaaaagtac 1500
cgcagcecett 1560
gggactggga 1620
ggctgteegg 1680

e



TR TR L
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2011101552212

acagagaact ggcgtcctct ttttgttaaa acagaaacca tcatagcagg caatgccgea
acggectcttg tggcactggt cttcagtatt cttaccggaa gegectttagg cattatcggg
tatggtttac tgatggetgt caccggtgeg ctgattgatg aatcgettgt ggaaanageg
aataagttct ggggtattca gatgtggtat tcttgggtta agcaaagacc ggggcaaggg
ctggagtgga ttggeccagea gtattggtct acgecgecgt ggacg

210> 9

211> 654

<212> PRT

213> MBEEEH 2 EERFF

<400> 9

Ser Asp Pro Val Arg Ile Thr Asn Pro Gly Ala Glu Ser Leu Gly Tyr

1 5 10 15

Asp Ser Asp Gly His Glu Ile Met Ala Val Asp Ile Tyr Val Asn Pro
20 25 30

Pro Arg Val Asp Val Phe His Gly Thr Pro Pro Ala Trp Ser Ser Phe
35 40 45

Gly Asn Lys Thr Ile Trp Gly Gly Asn Glu Trp Val Asp Asp Ser Pro
50 55 60

Thr Arg Ser Asp Ile Glu Lys Arg Asp Lys Glu Ile Thr Ala Tyr Lys
65 70 75 80

Asn Thr Leu Ser Ala Gln Gln Lys Glu Asn Glu Asn Lys Arg Thr Glu
85 90 95

Ala Gly Lys Arg Leu Ser Ala Ala Ile Ala Ala Arg Glu Lys Asp Glu

11

T OF AR

1740

1800

1860

1920

1965

AN4



20110610

100 105

Asn Thr Leu Lys Thr Leu Arg Ala Gly
115 120

Thr Arg Gln Glu Phe Arg Leu Leu Gln
130 135

Phe Arg Thr Glu Ile Ala Gly Tyr Asp
145 150

Ser Arg Met Leu Phe Ala Asp Ala Asp
165

Glu Ala Arg Ser Leu Ile Glu Gln Ala
180 185

Gln Asn Ala Asp Lys Lys Ala Ala Asp
195 200

Arg Lys Gly Ile Leu Asp Thr Arg Leu
210 215

Gly Ala Ala Leu Ala Val Leu Asp Ala
225 230

Gln Gln Thr Arg Asn Asp Arg Ala Ile
245

Ser Ser Val Thr Glu Ser Leu Asn Thr
260 265

Ala Glu Gln Gln Leu Thr Gln Gln Lys

10000100

2011101552212

110

Asn Ala Asp Ala Ala Asp Ile
125

Ala Glu Leu Arg Glu Tyr Gly
140

Ala Leu Arg Leu His Thr Glu
155 160

Ser Leu Arg Ile Ser Pro Arg
170 175

Glu Lys Arg Gln Lys Asp Ala
190

Met Leu Ala Glu Tyr Glu Arg
205

Ser Glu Leu Glu Lys Asn Gly
220

Gln Gln Ala Arg Leu Leu Gly
235 240

Ser Glu Ala Arg Asn Lys Leu
250 255

Ala Arg Asn Ala Leu Thr Arg
270

Asn Thr Pro Asp Gly Lys Thr

12

LR

MS



275

Ile Val Ser
290

Ile Val Val
305

Thr Ser Ala

His Ser Gly

Val Val Thr
355

Val Ala Glu
370

Lys Ile Thr
385

Ser Ala Arg

Leu Leu Lys

Gln Lys Ile
435

20110610

Pro Glu Lys

Ser Gly Asp
310

Val Ile Asp
325

Leu Asp Tyr
340

Glu Asp Val

Trp Asp Lys

Ser Ala Glu
390

Thr Asn Glu
405

Glu Lys Glu
420

Ala Glu Glu

280

00 OB 0 0

2011101552212

285

Phe Pro Gly Arg Ser Ser Thr Asn His Ser

295

Pro Arg Phe

Asn Arg Ala

Lys Arg Asn
345

Glu Gly Asp
360

Leu Arg Gln
375

Ser Ala Val

Gln Lys His

Asn Ile Arg
425

Lys Arg Lys
440

Lys Asp Ala Ile Asn Phe Thr Thr Glu

Ala Gly
315

Asn Leu
330

Ile Leu

Lys Lys

Arg Leu

Asn Ser
395

Ala Asn
410

Asn Gln

Gln Asp

Phe Leu

13

300

Thr Ile Lys Ile Thr
320

Asn Tyr Leu Leu Ser
335

Asn Asp Arg Asn Pro
350

Ile Tyr Asn Ala Glu
365

Leu Asp Ala Arg Asn
380

Asn Leu
400

Ala Arg Asn

Asn Ala
415

Asp Ala Leu

Leu Ser Gly
430

Ile Asn

Glu Leu Lys Ala Thr

445

Lys Ser Val Ser Glu

OGO A

Mo
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450 455

0O OO0

2011101552212

460

Lys Tyr Gly Ala Lys Ala Glu Gln Leu Ala Arg Glu Met Ala Gly Gln

465 470

Ala Lys Gly Lys Lys Ile Arg
485

Glu Lys Tyr Arg Ala Asp Ile
500

Ala Ala Ile Ala Ala Ala Leu
515

Ser Asn Leu Asn Arg Phe Ser
530 535

Thr Ser Leu Ala Asp Trp Ile
545 - 550

Glu Asn Trp Arg Pro Leu Phe
565

Asn Ala Ala Thr Ala Leu Val
580

Ser Ala Leu Gly Ile Ile Gly
595

Ala Leu Ile Asp Glu Ser Leu
610 615

Ile Gln Met Trp Tyr Ser Trp

Asn Val

Asn Lys
505

Glu Ser
520

Arg Gly

Thr Glu

Val Lys

Ala Leu

585

Tyr Gly
600

Val Glu

Val Lys

475 480

Glu Glu Ala Leu Lys Thr Tyr
490 495

Lys Tle Asn Ala Lys Asp Arg
510

Val Lys Leu Ser Asp Ile Ser
525

Leu Gly Tyr Ala Gly Lys Phe
540

Phe Gly Lys Ala Val Arg Thr
555 560

Thr Glu Thr Ile Ile Ala Gly
570 575

Val Phe Ser Ile Leu Thr Gly
590

Leu Leu Met Ala Val Thr Gly
605

Lys Ala Asn Lys Phe Trp Gly
620

Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu

14

LR

145
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20110610

ME

625 630 635 640

Glu Trp Ile Gly Gln Gln Tyr Trp Ser Thr Pro Pro Trp Thr
645 650

15
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International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
PCT/CN2012/073120

Box No. [ Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item item 1.c of the first sheet)

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international search was
carried out on the basis of a sequence listing filed or furnished:
a. (means)

[J on paper
B in electronic form

b. (time)
[J in the international application as filed
3 together with the international application in electronic form

O subsequently to this Authority for the purposes of search

2. [0 In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished, the required
statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the application as filed or does not go

beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:

Form PCT/ISA 1210 (continuation of first sheet (1)) (July 2009)
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International application No.

PCT/CN2012/073120

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Box No.II  Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. 0 Claims Nos.:
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. 0 Claims Nos.:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3.0 Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. Il  Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. O Asall required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2. [{ As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment
of additional fees.

3. 0 As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. [0 No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is restricted
to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on protest [0 The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

] The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest fee
was not paid within the time limit specified in the invitation.

[0 No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA /210 (continuation of first sheet (2)) (July 2009)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.

PCT/CN2012/073120

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

See the extra sheet
According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

IPC: CI12N, C07K, CO2F, C12R

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

DATABASE: CPRSABS, CNABS, CJFD, CSCD, SIPONPL, CNKI, DWPI, SIPOABS, CPEA, ISI WEB OF
KNOWLEDGE, CA, BA, MEDLINE, PUBMED, GENBANK+EMBL+DDBJ

KEYWORDS: CGMCC 478, cyanophyta, cyanobacteria, blue algae, blue green algae, blue-green algae, blue green
bacteria, blue-green bacteria, blue bacteria, hybridoma, chroococaceae, chroococaceaeus, oscillatoria, nostoc,
fractionation, microcystis, anabaena, chlorella, scenedesmus, monoclonal antibody, antibody, antibodies,
antigen, sequence search on the sequences of SEQ ID NOs: 2. 3. 6. 7

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

LIU, Zhongzhu et al., “Preparing Monoclonal Antibodies against Anabaena azollae
X and Applied Research”, SCIENCE IN CHINA, SER.B, 31 Jan.1989(31.01.1989), 1-3,5
no.l, pages 44-52, ISSN:1674-7224, see abstract, materials and methods, results

LIU, Zhongzhu et al, “Studies on Monoclonal Antibodies against Anabaena azollae”,
X FUJIAN JOURNAL OF AGRICULTURAL ACIENCES, 31 DEC.1986(31.12.1986), volL1, 135
no.2, pages 1-7, ISSN: 1008-0384, see the abstract, materials and methods, results

B Further documents are listed in the continuation of Box C.

(X See patent family annex.

* Special categories of cited documents:
“A” document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance
“E” earlier application or patent but published on or after the
international filing date

“L” document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

“0O” document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

“P” document published prior to the international filing date
but later than the priority date claimed

“T” later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

“X” document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to involve
an inventive step when the document is taken alone

“Y” document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such
documents, such combination being obvious to a person
skilled in the art

“& “document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

Date of mailing of the international search report

Haidian District, Beijing 100088, China
Facsimile No. (86-10)62019451

14 June 2012(14.06.2012) 28 June 2012(28.06.2012)
[Name and mailing address of the ISA . .
State Intellectual Property Office of the P. R. China Authorized officer
No. 6, Xitucheng Road, Jimengiao YU, Na

Telephone No. (86-10)62411084

Form PCT/ISA /210 (second sheet) (July 2009)
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International application No.

PCT/CN2012/073120

C (Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Citation of documnent, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

2010(31.03.2010), Vol.20, No.3, pages327-330, ISSN: 1002-0470, see the whole

document

Category*

D.S. RENNIS, “Differences in antigenic reactivity of six types of phycoerythrin to

A monoclonal anti-R-phycoerythrin”, Phycologia, 31 July 1991(31.07.1991), Vol.30, No4, 1-13
pages 329-338, ISSN: 0031-8884, see the whole document

A CN101429507 A (ATOMIC ENERGY USE INST CHINESE ACAD AGRIC SCD, 13 May 1-13
2009(13.05.2009), see the whole document

A KR20040097406A (BODITECHMED INC), 18 Nov. 2004(18.11.2004), see the 1-13
whole document

A JP7089998A (MITSUBISHI YUKA BCL KK), 04 April 1995(04.04.1995) , see the 1-13
whole document
SONG, Limin et al., “Construction, expression and identification of scFv against

A microcystin-LR”, CHINESE HIGH TECHNOLOGY LETTERS, 31 March 1-13

Form PCT/ISA /210 (continuation of second sheet ) (July 2009)
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Patent ].?ocuments referred Publication Date Patent Family Publication Date
in the Report
CN101429507A 13.05.2009 NONE
KR20040097406A 18.11.2004 NONE
JP7089998A 04.04.1995 NONE
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International application No.

PCT/CN2012/073120

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

CI12N 5/12 (2006.01) i
CO07K 16/14 (2006.01) i
CO7K 19/00 (2006.01) i
CI2N 15/13 (2006.01) i
C12N 15/62 (2006.01) i
CI2N 15/63 (2006.01) i
CI2N 15770 (2006.01) i
CO2F 1/50 (2006.01) i
CI12R 1/89 (2006.01) n

Box No.III Observations where unity of invention is lacking:

This International Searching Authority found two groups of inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-8,10 and 12-13

related to a hybridoma cell deposited as CGMCC No.4783 and the monoclonal antibodies secreted by the hybridoma cell; a
mimetic antibody polypeptide which has an ability to recognize and bind to blue algae and its encoding gene, wherein the said
mimetic antibody polypeptide is the antigen-binding fragment of the said monoclonal antibody, or the small molecular
polypeptide designed according to the functional region of the said antigen-binding fragment; the recombinant antibody
polypeptide against blue algae, its encoding gene, the preparing method thereof and the application, wherein the said recombinant
antibody polypeptide against blue algae is constructed by the above mimetic antibody polypeptide having an ability to recognize
and bind to blue algae operably linked to the carboxyl terminus of colicine polypeptide;

2. claims:9and11
related to the gene encoding the recombinant antibody polypeptide against blue algae, and the recombinant expression vector
comprising the gene encoding the recombinant antibody polypeptide against blue algae;

The recombinant antibody polypeptides against blue algae of groups 1 and 2 are different, and do not have same structural unit
between them. That is to say, groups 1 and 2 do not have the same or corresponding special technical feature, and do not linked by
a single general inventive concept. Therefore, they do not meet the requirement of unity of invention in accordance with Rules
13.1,132 and 13.3.

Form PCT/ISA 1210 (extra sheet) (July 2009)
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