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AGENTES FIJADCRES Y EPITOPQOS WISE
[0001] La presente solicitud reivindica el beneficio de la
solicitud provisoria de los Estados Unidos N.° 61/004.037,
presentada el 21 de noviembre de 2007, la cual se incorpora

asi a la presente por referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La fibrosis se define en general como el desarrollo
de tejido conectivo adicional como parte del procesc de
curacidédn e incluye con conjunto diverso de sintomas. La
fibrosis excesiva en un problema gravoso que tiene escasas
opciones terapéuticas.

[0003] Las proteinas que contienen nudo de <cisteina
generalmente son importantes reguladoras de funciones clave
y afectan diversos tipos de células. Wise (USAG-1, SOSTDC1)
es una proteina secretada que contiene nudo de cisteina vy
Sse expresa principalmente en el rifdn, los pulmones y las
células epiteliales. Los ratones WISE KO son fértiles y sus
rificnes tienen funcidén normal. Sin embargo, cuando son
expuestos a desarrollar lesidén renal, sea por obstruccién
ureteral unilateral (UUO) o por inyeccidén del agente
guimiotactico cisplatino, los ratones WISE KO estén
protegidos (Yanagita et al., J. Clin Invest. 2006 Eneroc 4;
116(1): 70-79). En el modelo UUO, hay mucho menos fibrosis
en el rifién afectado en los ratones WISE KO y se expresa
mucho menos aSMAa, un marcador de la activacién de
miofibroblastos y se mantiene la expresidn del marcador de
células epiteliales E-cadherina. En un modelo de cisplatino
de lesidén renal, la delecidén de WISE protegidé al animal
contra la lesién tubular y redujo la mortalidad (Tanaka et

al., publicacién en linea de avanzada internacional socbre
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rifién el 17 de octubre de 2007). Ademas, cuando los ratones
WISE KO (ratones aka USAG-1 KO) se cultivaron con ratones
Colda3 KO, los ratones con doble  knockout  tenian
significativamente menos proteinuria y desarrollaron menos
enfermedad renal de estadio terminal respecto de los
ratones Cold4a3 KO con el gen WT WISE. A las 4 semanas de
edad, los ratones USAG-1+/+, 3(IVv)-/- ya mostraron
proteinuria severa con extensa separacidén de la membrana
basal glomerular (GBM), mientras que los ratones doble KO
mostraron estructura normal de GBM. A las 10 semanas de
edad, los ratones USAG-1+/+, 3(IV) -/~ desarrollaron
enfermedad renal de estadio terminal, mientras que los
ratones doble KO mostraron funcién renal significativamente
conservada con menos cambios histodgicos renales. (Resumen
de la reunidén de ASN TH-FC059 2008).

{0004] Estos datos suglieren que WISE ©podria ser un
regulador de 1la funcién del rifidn adulto. Sin embargo,
estos estudios se limitaron a ratones knock-out carentes de
WISE durante todo su ciclo de desarrcllo, en consecuencia
no se podia predecir si la inhibicién activa de 1la
actividad de WISE mediante el uso de un inhibidor tal como
un anticuerpo podria proporcionar beneficios terapéuticos
para conservar la funcién renal en condiciones patoldgicas
asociadas con diversas enfermedades fibréticas.

[0005] Los presentes inventores demostrarcn que era posible
tratar trastornos de los pulmones y el rifiébn asociados con
el dafic y la reparacién que incluyen fibrosis y disfuncién
organica, mediante el uso de agentes fijadores dirigidos a

WISE.

- BREVE SINTESIS DE LA INVENCION
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[0006] Se describen en la presente composiciones y métodos
gue se pueden usar para prevenir o tratar la fibrosis renal
y pulmonar, asi como para prevenir o tratar el dafo, la
enfermedad y/o la lesidén pulmonar y renal y se pueden usar
para tratar una amplia variedad de enfermedades vy
trastornos descritos en la presente.

[0007] La invencién también se refiere a regiones de WISE
humanc reconocidas por los agentes ligadores descritos en
la presente, métodos para usar estas regiones y métodos
para preparar dichas regiones.

[0008] La invencidén también se refiere a epltopos
especificos de la regién de WISE identificada comc el
dominio de nudo de cisteina y agentes ligadores que se
fijan especificamente a dicha regién.

[0009] La invencidén se refiere a agentes ligadores,; tales
como anticuerpos, que se fijan especificamente a WISE. Los
agentes ligadores se pueden caracterizar por su capacidad
para formar blogqueos cruzados en la fijacién de al menos un
anticuerpo descrito en la presente a WISE y/o para formar
bloqueos cruzados con la fijacién de WISE por al menos uno
de dichos anticuerpos. Los anticuerpos y otros agentes
ligadores de la invencidén también se pueden caracterizar
por su patrédn de fijacidn a los péptidos WISE humancs en un
ensayo de competencia de fijacidén de epitopo de péptido
WISE humano tal como esta descrito en la presente.

[0010] En ciertas formas de realizacién, la invencidén se
refiere a agentes ligadores tales como anticuerpos que
inhiben la actividad de WISE y que pueden reducir el dano
tisular y la fibrosis asociada en tejidos tales como los
rifiones, los pulmones, ia piel, los ojos, el higado y el
corazdn. Ademéas, la invencién se refiere a agentes

ligadores que inhiben la proteinuria gque se asocia con



diversas enfermedades renales mediadas por factores
inmuncldgices y no inmunes tales como en pacientes con
nefropatia. diabética, glomerulonefritis, nefropatia de
membrana, lupus, trasplante y otras enfermedades renales
gue incluyen la manifestacién de incremento de la
proteinuria. Ademas, la invencidén se refiere a agentes
ligadores que mejoran la funcién de los érganos o retrasan
la pérdida de funcién en los o6rganos mencionados con
anterioridad que son impactados debido a fibrosis vy/o
proteinuria inclusc sin limitaciones enfermedades tales
como enfermedades crénicas de rifién, nefropatia crénica por
aloinjerto, fibrosis pulmonar idiopatica, miocardiopatia,
glaucoma (fibrosis del cristalino del ojo) y esclerodermia
(fibrosis de la piel). Ademads, dado gque la metastasis
‘tumoral también usa mecanismos similares a los usados en la
fibrosis de tejido, el agente ligador de WISE también puede
ser Util para retrasar la metdstasis tumoral y/o la
progresidn del céncer.

[0011] En otras formas de realizacidén, 1la invencidn se
refiere a agentes ligadores, tales como anticuerpos,
capaces de bloquear el efecto inhibidor de WISE en un
ensayo celular.

[0012] La invencidén también se refiere en parte a
construcciones de polipéptidos que comprenden dos, tres o
cuatro fragmentos polipeptidicos ligados por al menos un
enlace disulfuro, que representan una regién nuclear del
nudo de cistina de WISE y los anticuerpos capaces de
ligarse especificamente a ella.

[0013] En una forma de realizacidén, la invencidn se refiere
a métodos para obtener epitcopos adecuados para el uso como
inmundgencos para generar, en mamiferos, agentes ligadores,

tales como anticuerpos capaces de fijarse especificamente a

/0
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WISE; en éiertas formas de realizacidén 1los agentes
ligadores generados son capaces de neutralizar la actividad
de WISE in vitro y/o in vivo.

[0014] En otra forma de realizacién, la invencién se
refiere a una composicién para producir un anticuerpo
especifico para WISE cuando la composicidn se administra a
un animal, en donde la composicidén comprende un polipéptido
gue tiene la secuencia de aminodcidos que se selecciona del
grupoc que consiste de SEQ ID NO: 2, 4, 6 y 8.

[0015] En otras formas de realizacidén, la invencidn también
se refiere a una composicidédn para generar un anticuerpo
especifico para WISE cuando la composicidén es administrada
a un animal, en donde la composicidn comprénde al menos un
polipéptido que consiste esencialmente de la secuencia de
aminodcidos de WISE humano, de ratdén, de rata o de
cinomolgus (SEQ ID NO: 2, 4, 6, o 8).

[0016] En una forma especifica de realizacién, la invenciédn
también se refiere a un polipéptido que consiste
esencialmente de una proteina humana WISE con truncaciones
miltiples de SEQ ID NO: 2, en donde los amincacidos 1 a 70,
113 a 126 y 171 a 206 de SEQ ID NO: 2 estan ausentes del
polipéptido: este polipéptidoe se puede obtener por
expresidén recombinante de fragmentos de la proteina,
digestidén por tripsina WISE humana y la proteina se puede
aislar por fraccionamiento por HPLC entre otros métodos.
[0017] En otra forma especifica de realizacién, la
invencién también se refiere a una porcidén inmunogénica del
nudoe de cisteina de WISE humano que comprende los
aminodcidos 71 a 112 y 127 a 170 de SEQ ID NO:2, en donde
la porcidn inmunogénica comprende al menos uno de:

[0018] ' (a) un enlace disulfuro entre los aminoicidos Cl vy

C5;

7]



[0019] (b) un. enlace disulfuro entre los aminocédcidos C2 vy
Cé; y

[0020] (c) un enlace disulfuro entre los aminoacidos C3 vy
C7;

[0021] La porcidn inmunogénica puede tener al menos dos de
estos enlaces disulfuro; y la porcidédn inmunogénica puede
tener los tres enlaces disulfuro.

[0022] En una forma de realizacidn, la invencién se refiere
a un método para generar un anticuerpo capaz de fijarse
especificamente a WISE, que comprende: (a) inmunizar un
animal con una composicidén que comprende un polipéptido que
tiene 1los aminodcidos 24-206 de SEQ ID NO: 2, un
polipéptide que tiene los aminodcidos 24-206 de SEQ ID NO:
4, un polipéptido que tiene los aminodcidos 24-206 de SEQ
ID NO: 6 y un polipéptido qué tiene los aminocdcidos 24-206
de SEQ ID NO: 8; (b) recolectar sueros del animal; y (c)
alslar de los sueros un anticuerpo capaz de fijarse
especificamente e inhibir la actividad bioldgica de WISE.
[0023] En otras formas de realizacién, la invencidn también
se refiere a un método para generar un anticuerpo capaz de
fijarse especificamente a WISE, en donde el método
comprende: (a) inmunizar un animal con una composicidn que
comprende un fragmento de WISE gque contiene un nudo de
cisteina o uno de sus derivados; (b) recolectar sueros del
animal; y (c) aislar de estos sueros un anticuerpo capaz de
fijarse especificamente e inhibir la actividad bioldgica de
WISE, |

[0024] En otras formas de realizacién, la invencidén también

se refiere a un método para detectar un anticuerpo anti-

WISE en una muestra bioldgica, gque comprende las etapas de
(a) poner en contacto la muestra bioldgica «con un

polipéptido que consiste esencialmente de un polipéptido

}2



que tiene los amincacidos 24 a 206 de SEQ ID NO: 2, a
polipéptido que tiene los amincacidos 24 a 206 de SEQ ID
NO: 4, un polipéptido que tiene los aminodcidos 24 a 206 de
SEQ ID NO: 6 y un polipéptido que tiene los aminodcidos 24
a 206 de SEQ ID NO: 8 en condiciones que permiten 1la
formacién de un complejo entre el anticuerpo y el
polipéptido; y (b) detectar la presencia o ausencia del
complejo, en donde la presencia del complejo indica que la
muestra bioldgica contiene un anticuerpo anti-~WISE.

[0025] En otras formas de realizaciédn, la invencidn
comprende un métodc de deteccidn de un anticuerpc anti-WISE
en una muestra bioldgica, que comprende las etapas de(a)
poner en contacto la muestra bicldgica con una composicidn
que comprende un fragmento de WISE que contiene un nudo de
cisteina en condiciones gque permiten que se forme un
complejo entre el anticuerpo y el polipéptido; y (b)
detectar la presencia o ausencia del complejo, en donde la
presencia del complejo indica que la muestra bioclégica
contiene un anticuerpo anti-WISE.

[0026] En ciertas formas de realizacién, la invencidn se
refiere a un agente ligador de WISE, tal como un anticuerpo
para formar bloqueos -cruzados con la fijacién de al menos
uno de los anticuerpos Ab-A, Ab-B, Ab-C, Ab-D, Ab-E, Ab-F,
Ab-G, Ab-H, Ab-I, Ab-J, Ab-K, Ab-L, Ab-M, Ab-N, Ab-0O, Ab-P,
Ab-Q, Ab-R, Ab-S, Ab-T, Ab-U, Ab-V Ab-W y Ab-X con una
proteina WISE. En otras formas de realizacién, la invencidn
se refiere a un agente ligador de WISE, tal como un
anticuerpc para formar bloqueos cruzados con la fijaciodn de
al menos uno de los anticuerpos Ab-1, Ab-13, Ab-16, Ab-18,
Ab-23, Ab-24, Ab-28, BAb-29, Ab-48, Ab-60, Ab-63, Ab-65, Ab-
66, Ab-67, Ab-69, Ab-7, Ab-70, Ab-72, Ab-74, Ab-75, Ab-76 y

Ab-9 con una proteina WISE.



[0027] E1 agente ligador de WISE también puede formar
bloqueos cruzados con la fijacidén de WISE mediante al menos
uno de los anticuerpos Ab-A, Ab-B, Ab-C, Ab-D, Ab-E, Ab-F,
Ab-G, Ab-H, Ab-I, Ab-J, Ab-K, Ab-L, Ab-M, Ab-N, Ab-0, Ab-P,
Ab-Q, Ab-R, Ab-S, Ab-T, Ab-U, Ab-V Ab-W y Ab-X. EIl agente
ligador de WISE también puede formar blogueos cruzados con
la fijacién de WISE mediante . al menos uno de los
anticuerpos Ab-1, Ab-13, Ab-16, Ab-18, Ab-23, Ab-24, Ab-28,
Ab-29, Ab-48, Ab-60, Ab-63, Ab-65, Ab-66, Ab-67, Ab-69, Ab-
7, Ab-70, Ab-72, Ab-74, Ab-75, Ab-76 y Ab-9.

[0028] En estas formas de realizacién, la invencidn también
se refiere a un agente 1ligador de WISE, tal como un
anticuerpo, puede formar blogueos cruzados con la fijacidn
de WISE mediante al menos uno de los anticuerpos Ab-A, Ab-
B, Ab-C, Ab-D, Ab-E, Ab-F, Ab-G, Ab-H, Ab-I, Ab-J, Ab-K,
Ab-L, Ab-M, Ab-N, Ab-0, Ab-P, Ab-Q, Ab-R, Ab-S, Ab-T, Ab-U,
Ab-V Ab-W y BAb-X. En estas formas de realizacidn, la
invencién también se refiere a un agente ligador de WISE,
tal como un anticuerpo, gque puede formar bloqueocs cruzados
con la fijacién de WISE mediante al menos uno de los
anticuerpos Ab-1, Ab-13, Ab-16, Ab-18, Ab-23, Ab-24, Ab-28,
Ab-29, Ab-48, Ab-60, Ab-63, Ab-65, Ab-66, Ab-67, Ab-69, Ab-
7, Ab-70, Ab-72, Ab-74, Ab-75, Ab-76 y Ab-9.

[0029] En aun otras formas de realizacién, la invencidn se
refiere a un agente ligador, tal como un anticuerpo aislado
que exhibe un patrén de unidén similar a los péptidos WISE
humanos en un “ensayo de fijacidén por competencia de
epitopo de péptido WISE humano” como el exhibido por al
menos uno de los anticuerpos Ab-A, Ab-B, Ab-C, Ab-D, Ab-E,
Ab-F, Ab-G, Ab-H, Ab-I, Ab-J, Ab-K, Ab-L, Ab-M, Ab-N, Ab-0,
Ab-P, Ab-Q, Ab-R, Ab-S, Ab-T, Ab-U, Ab-V Ab-W, Ab-X, Ab-1,
Ab-13, Ab-16, Ab-18, Ab-23, Ab-24, Ab-28, Ab-29, Ab-48, Ab-

1Yy



60, Ab-63, Ab-65, Ab-66, Ab-67, Ab-69, Ab-7, Ab-70, Ab-72,
Ab-74, Ab-75, Ab-76 y Ab-9; el anticuerpo aislado, o uno de

sus fragmentos fijadores de antigeno, puede ser un
anticuerpc policlonal, un anticuerpo monoclonal, un
anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano, le) un

anticuerpo quimérico,

[0030] La invencidn también se refiere a un método para
tratar una enfermedad o un trastorno fibrético renal y/o
pulmonar en un sujeto mamifero, el cual comprende proveer a
un sujetc que necesite diche tratamiento una cantidad de un
agente ligador anti-WISE suficiente para reducir los
sintomas asociados con el trastorno, en donde el agente
ligador anti-WISE comprende un anficuerpo, o un fragmento
ligador de WISE correspondiente.

{0031] En la presente se proveen anticuerpos que se fijan
especificamente a WISE humano. Los anticuerpos de 1la
invencidén se caracterizan pof su capacidad para formar
blocgueos cruzados con la fijacién de al mencs un anticuerpo
descrito en la presente con WISE humano y/o formar blogueos
cruzados con la fijacién de WISE humano por al menos un
anticuerpo descrito en la presente. La invencidén también
provee un anticuerpo aislado, o uno de sus fragmentos
fijadores de antigeno correspondientes, que pueden bloquear
el efecto de WISE en un ensayo celular.

[0032] También se provee un  agente ligador, tal como un
anticuerpo, gque se fija especificaﬁente a WISE y comprende
al menos una secuencia de CDR seleccionada de SEQ ID NO:
123, 124, 125, 127, 128, 129, 131, 132, 133, 135, 136, 137,
139, 140, 141, 143, 144, 145, 147, 148, 149, 151, 152, 153,
155, 156, 157, 158, 159, 160, 164, 167, 168, 170, 171, 173,
174, 175, 177, 178, 179, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187,
189, 190, 191, 193, 194, 195, 197, 198, 199, 201, 202, 203,
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205, 206, 207, 209, 210, 211, 213, 214, 215, 217, 218, 219,
221, 222, 223, 225, 226, 227, 229, 230, 231, 233, 234, 235,
237, 238, 239, 241, 242, 243, 245, 246, 247, 249, 250, 251,
253, 254, 255, 257, 258, 259, 281, 262, 263, 273, 274, 275,
277, 278 y 279 y sus variantes correspondientes.

[0033] En otra forma de realizacién, la invencidn contempla
un agente ligador gque comprende tres secuencias de CDR
seleccionadas de los grupos que consisten de: secuencias de
CDR SEQ ID NO: 123, 124 y 125; secuencias de CDR SEQ ID NO:
127, 128 y 129; secuencias de CDR SEQ ID NO: 131, 132 vy
133; secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 vy 137;
secuencias de CDR SEQ ID NO: 139, 140 y 141; secuencias de
CDR SEQ ID NO: 143, 144 v 145; secuencias de CDR SEQ ID NO:
147, 148 y 149; secuencias de CDR SEQ ID NO: 151, 152 y
153; secuencias de CDR SEQ ID NO: 155, 156 vy 157;
secuencias de CDR SEQ ID NO: 158, 159 y 160; secuencias de
CDR SEQ ID NO: 161, 162 y 163; secuencias de CDR SEQ ID NO:
164, 165 y 166; secuencias de CDR SEQ ID NO: 167, 168 vy
169; secuencias de CDR SEQ 1ID NO: 170, 171 y 172;
secuencias de CDR SEQ ID NO: 173, 174 y 175: secuencias de
CDR SEQ ID NO: 177, 178 y 179; secuencias de CDR SEQ ID NO:
181, 182 y 183; secuencias de CDR SEQ ID NO: 185, 186 vy
187; secuencias de CDR SEQ ID NO: 189, 1% vy 191;
secuencias de CDR SEQ ID NO: 193, 194 y 195; secuencias de
CDR SEQ ID NO: 197, 198 y 199; secuencias de CDR SEQ ID NO:
201, 202 y 203; secuencias de CDR SEQ ID NO: 205, 206 vy
207; secuencias de CDR SEQ ID NO: 209, 210 y 211;
secuencias de CDR SEQ ID NO: 213, 214 y 215; secuencias de
CDR SEQ ID NO: 217, 218 y 219; secuencias de CDR SEQ ID NO:
221, 222 y 223; secuencias de CDR SEQ ID NO: 225, 226 y
227; secuencias de CDR SEQ ID NO: 229, 230 y 231;
secuencias de CDR SEQ ID NO: 233, 234 y 235; secuencias de

/6
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CDR SEQ ID NO: 237, 238 y 239; secuencias de CDR SEQ ID NO:
241, 242 y 243; secuencias de CDR SEQ ID NO: 245, 246 vy
247; secuencias de CDR SEQ ID NO: 249, 230 y 251;
secuencias de CDR SEQ ID NO: 253, 254 y 255; secuencias de
CDR SEQ ID NO: 257, 258 y 259; secuencias de CDR SEQ ID NO:
261, 262 y 263; secuencias de CDR SEQ ID NO: 273, 274 vy
275;vo secuencias de CDR SEQ ID NO: 277, 278 y 279.

[0034] En una forma de realizacidén, la invencidén contempla
un agente ligador. que comprende seis secuencias de CDR
seleccionadas de los grupos gue consisten de: SEQ ID NO:
123, 124 y 125 y secuencias ae CDR SEQ ID NO: 127, 128 vy
129; secuencias de CDR SEQ ID NO: 131, 132 vy 133 vy
secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 y 137; secuencias de
CDR SEQ ID NO: 139, 140 y 141 y secuencias de CDR SEQ ID
NO: 143, 144 y 145; secuencias de CDR SEQ ID NO: 147, 148 y
149 y secuencias de CDR SEQ ID NO: 151, 152 vy 153;
secuencias de CDR SEQ ID NO: 155, 156 y 157 y secuencias de
CDR SEQ ID NO: 158, 159 y 160; secuencias de CDR SEQ ID NO:
161, 162 y 163 y secuencias de CDR SEQ ID NO: 164, 165 y
166; secuencias de CDR SEQ ID NO: 167, 168 y 169 vy
secuencias de CDR SEQ ID NO: 170, 171 y 172; secuencias de
CDR SEQ ID NO: 135, 136 y 137 y secuencias de CDR SEQ ID
NO: 173, 174 y 175; secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 y
137 y secuencias de CDR SEQ ID NO: 177, 178 y 179;
secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 y 137 y secuencias de
CDR SEQ ID NO: 181, 182 y 183; secuencias de CDR SEQ ID NO:
135, 136 y 137 y secuencias de CDR SEQ ID NO: 185, 186 y
187; secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 y 137 vy
secuencias de CDR SEQ ID NO: 189, 190 y 191; secuencias de
CDR SEQ ID NO: 135, 136 y 137 y secuencias de CDR SEQ ID
NO: 193, 194 y 195; secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 y
137 y secuencias de CDR SEQ ID NO: 187, 198 y 199;

/7
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secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 y 137 y secuencias de
CDR SEQ ID NC: 201, 202 y 203; secuencias de CDR SEQ ID NO:
135, 136 y 137 y secuencias de CDR SEQ ID NO: 205, 206 vy
207; secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 y 137 vy
secuencias de CDR SEQ ID NO: 209, 210 y 211; secuencias de
CDR SEQ ID NO: 135, 136 y 137 y secuencias de CDR SEQ ID
NO: 213, 214 y 215; secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 y
137 y secuencias de CDR SEQ ID NO: 217, 218 y 219;
secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 y 137 y secuencias de
CDR SEQ ID NO: 221, 222 y 223; secuencilas de CDR SEQ ID NO:
135, 136 y 137 y secuencias de CDR SEQ ID NO: 225, 226 vy
227; secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 y 137 vy
secuencias de CDR SEQ ID NO: 229, 230 y 231; secuencias de
CDR SEQ ID NO: 135, 136 y 137 y secuencias de CDR SEQ ID
NO: 233, 234 y 235; secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 vy
137 y secuencias de CDR SEQ ID NO: 237, 238 vy 239;
secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 y 137 y secuencias de
CDR SEQ ID NO: 241, 242 y 243; secuencias de CDR SEQ ID NO:
135, 136 y 137 y secuencias de CDR SEQ ID NQ: 245, 246 vy
247; secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 y 137 vy
secuencias de CDR SEQ ID NO: 249, 250 y 251; secuencias de
CDR SEQ ID NO: 135, 136 y 137 y secuencias de CDR SEQ ID
NO: 253, 254 y 255; secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 vy
137 y secuencias de CDR SEQ ID NO: 257, 258 y 259;
secuencias de CDR SEQ ID NO: 135, 136 y 137 y secuencias de
CDR SEQ ID NO: 261, 262 y 263; o secuencias de CDR SEQ ID
NO: 273, 274 y 275 y secuencias de CDR SEQ ID NO: 277, 278
y 279.

[0035] También se provee un agente ligador, tal como un
anticuerpo, que se fija especificamente a WISE y que tiene
al menos una secuencia de CDR derivada de SEQ ID NO: 10,

12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 306, 38, 40,

/¥



13

42, 44, 46, 48, 50, o0, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 266 y
268 \% sus variantes correspondientes, en donde el
anticuerpo o el fragmento fijador de antigeno
correspondiente neutraliza WISE in vitro y/o in vivo.

[0036] También se provee un aﬁticuerpo que se fija
especificamente a WISE, en donde la cadena pesada es
seleccionada de Ab-A, Ab-B, Ab-C, Ab-D, Ab-E, Ab-F, Ab-G,
Ab-H, Ab-I, Ab-J, Ab-K, Ab-L, Ab-M, Ab-N, Ab-0O, Ab-P, Ab-Q,
Ab-R, Ab-S, Ab-T, Ab-U, Ab-V Ab-W y Ab-X y la cadena
liviana ha sido identificada mediante barrido, tal comc el
uso de disposicién de fago. Los ejemplos de dichas
secuenclas de cadenas livianas se muestran en SEQ ID NO:
78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104,
106, 108, 110, 112, 114, 116, 118 y 120.

[0037] Estos y otros aspectos de la presente invencidn
seran obvias en referencia a la siguiente descripcién
detallada y los dibujos adjuntos. Todas las referencias
descritas en la presente se incorboran asl a la presente
por referencia en su totalidad, como si cada una fuera

incorporada individualmente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0038] FIG. 1: Bioactividad de anticuerpos para neutralizar
la actividad de WISE en células MC3T3-El SuperTopFlash
(STF). Para cada grupo de columnas, la primera columna
muestra sin tratamiento, la segunda es WISE humano sin
anticuerpo y para cada uno de los cuatro anticuerpos se
mezcla 0,3 ug/ml de WISE humano con el anticuerpo antes de
ser agreqgado a la cavidad de prueba.

[0039] FIG. 2: WISE inhibidé en forma dependiente de la
dosis la expresidén de luciferasa inducida por Wnt en

células MC3T3-E1 STF.
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[0040] FIG. 3: Fijacidn directa de Abs anti-WISE (Ab-C, Ab-
E, Ab-A) a WISE humano.

[0041] FIG. 4: Fijacién directa de Abs anti-WISE (Ab-A, Ab-
B, Ab-G, Ab-I) a WISE humano.

[0042] FIG. 5: Fijacidn directa de Abs anti-WISE (Ab-C, Ab-
P, Ab-J) a WISE humano.

[0043] FIG. 6: Fijacidén directa de Abs anti-WISE (Ab-C, Ab-
J, Ab-N, Ab-0}) a WISE humano. ]

[0044] FIG. 7: Ensayo de competencia gue muestra que la
fijacién de Ab-C puede formar blogqueos cruzados en forma
dependiente de la dosis mediante Ab-C, Ab-J, Ab-N y Ab-0.
[0045] FIG. 8: Biocactividad de diverscs anticuerpos (Ab-C,
Ab-J, Ab-N, Ab-D, Ab-P, Ab-R) en la neutralizacidén de la
actividad de WISE en células MC3T3-El SuperTopFlash (STF).
Para cada grupo de columnas, la primera columna muestra sin
tratamiento, la segunda es WISE humano sin anticuerpo vy
para cada uno de los seis anticuerpos se mezcla 0,5 ug/ml
de WISE humano con el anticuerpo antes de afiadir a la
cavidad de prueba.

[0046) FIG. ©O9A: Ensayo de competencia que mnuestra la
fijacién de los ©péptidos digeridos de WISE humano a
anticuerpos madurcs Ab-A, Ab-C y Ab-E.

[0047] FIG. 9B: Ensayo de competencia que muestra la
fijacién de los péptidos digeridos de WISE humano a
anticuerpo maduro Ab-P.

[0048] FIG. 10: Ensayo de fijacidén que muestra el impacto
de la mutacidén especifica de la proteina WISE humano sobre
la fijacién de cuatro Abs anti-WISE (Ab-A, Ab-C, Bb-E y Ab-
P) a proteina WISE humana de tipo silvestre.

[0049] FIG. 11: Ensayo celular gque muestra el impacto del
cambio de aminoacidos individuales a Ala en cada una de las

posiciones designadas sobre la capacidad de Ab-R para

20
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neutralizar la actividad de la proteina WISE mutante en
células MC3T3-E1 SuperTopFlash (STF). Para cada grupo de
columnas, la primera columna muestra sin tratamiento, la
segunda es 0,5 ug/ml de WISE humanc o WISE mutante sin
anticuerpo y la tercera es 0,5 ug/ml de WISE humano
mezclado con el anticuerpo R (Ab-R) antes de ser agregado a
la cavidad de prueba.

[0050] FIG. 12: Ensayo celular que muestra el impacto del
cambio de aminoacidos individuales a Ala en cada una de las
posiciones designadas sobre la capacidad de Ab-C para
neutralizar la actividad de la proteina mutante WISE en
células MC3T3-El1 SuperTopFlash (STF). Para cada grupo de
columnas, la primera columna muestra sin tratamiento, la
segunda es 0,5 ug/ml de WISE humano o WISE mutante sin
anticuerpo y la tercera es\ 0,5 ug/ml de WISE humano
mezclado con el anticuerpo C (Ab-C) antes de ser agregado a
la cavidad de prueba.

[0051] FIG. 13: Ensayo celular que muestra el impacto del
cambio de amincacidos individuales a Ala en cada una de las
posiciones designadas sobre la capacidad de Ab-A para
neutralizar la actividad de la proteina mutante WISE en
células MC3T3-El SuperTopFlash (STF). Para cada grupo de
columnas, la primera columna muestra sin tratamiento, la
segunda es 0,5 ug/ml de WISE humano o WISE mutante sin
anticuerpo y la tercera es 0,5 ug/ml de WISE humano
mezclado con el anticuerpo A (Ab-A} antes de ser agregado a
la cavidad de prueba.

[0052] FIG. 14: Ensayo celular que muestra el impacto del
cambio de aminoadcidos individuales a Ala en cada una de las
posiciones designadas sobre la capacidad de Ab-E para

neutralizar la actividad de la proteina mutante WISE en

células MC3T3-E1l SuperTopFlash (STF). Para cada grupo de

</
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columnas, la primera columna muestra sin tratamiento, la
segunda es 0,5 ug/ml de WISE humano o WISE mutante sin
anticuerpo y la tercera es 0,5 ug/ml de WISE humano
mezclado con el anticuerpo E (Ab-E) antes de ser agregado a
la cavidad de prueba.

[0053] FIG. 15: Ensayo celular gue muestra el impacto del
cambio de aminodcidos individuales a Ala en cada una de las
posiciones designadas sobre 1la capacidad de Ab-U para

neutralizar la actividad de la proteina mutante WISE en

células MC3T3-El1 SuperTopFlash (STF). Para cada grupo de
columnas, la primera columna muestra sin tratamiento, 1la
segqunda es 0,5 ug/ml de WISE humano o WISE mutante sin
anticuerpo y la tercera es 0,5 ug/ml de WISE humano
mezclade con el anticuerpo U (Ab-U) antes de ser agregado a
la cavidad de prueba.

[0054] FIG. 16: Ensayo celular que muestra el impacto del
cambio de amincacidos individuales a Ala en cada una de las
posiciones designadas sobre la capacidad de Ab-V para
neutralizar la actividad de la proteina mutante WISE en
células MC3T3-El SuperTopFlash (STF). Para cada grupo de
columnas, la primera c¢olumna muestra sin tratamiento, la
segunda es 0,5 ug/ml de WISE humanc o WISE mutante sin
anticuerpo y la tercera es 0,5 ug/ml de WISE humano
mezclado con el anticuerpo V (Ab-V} antes de ser agregado a
la cavidad de prueba.

[0055] FIG. 17: Ensayo celular que muestra el impacto del
cambio de aminodcidos individuales a Ala en cada una de las
posiciones designadas sobre la capacidad de Ab-W para
neutralizar la actividad de la proteina mutante WISE en
ceélulas MC3T3-E1 SuperTopFlash (STF). Para cada grupo de
columnas, la primera columna muestra sin tratamiento, la

segunda es 0,5 ug/ml de WISE humano o WISE mutante sin
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anticuerpc y la tercera es 0,5 wug/ml de WISE humano
mezclado con el anticuerpo W (Ab-W) antes de ser agregado a
la cavidad de prueba,

[0056] FIG. 18: Ensayo celular gque muestra el impacto del
cambic de aminodcidos individuales a Ala en cada una de las
posiciones designadas sobre la capacidad de Ab-T para
neutralizar la actividad de la proteina mutante WISE en
células MC3T3-E1 SuperTopFlash (STF). Para cada grupo de
columnas, la primera cclumna muestra sin tratamiento, la
segunda es 0,5 ug/ml de WISE humano © WISE mutante sin
anticuerpo y la tercera es 0,5 ug/ml de WISE humano
mezclado con el anticuerpo T (Ab-T}) antes de ser agregado a
la cavidad de prueba.

[0057] FIG. 19: Diagrama que muestra la posicién de cada
mutacidén en bucle 1 o bucle 3 de la proteina WISE humana.
[0058] FIG. 20: Ensayo de competencia de fijacién por ELISA
que muestra que la fijacién de Anticuerpo S a WISE humano
puede formar bloqueos cruzados entre si mismo y Ab-P.

[0059] FIG. 21: Ensayo de competencia de fijacién por ELISA
que muestra que la fijacidédn de Anticuerpo C a WISE humano
puede formar blogueos cruzados entre si mismo, Ab-A, Ab-E vy
parcialmente a Ab-P.

[0060] FIG. 22: Ensayo de competencia de fijacién por ELISA
gque muestra que la fijacidén de Anticuerpo E a WISE humano
puede formar blogueos cruzados entre si mismo, Ab-A, Ab-C vy
~parcialmente a Ab-P.

[0061] FIG. 23: Ensayo de competencia de fijacién por ELISA
gque muestra que la fijacidn de Anticuerpo A a WISE humano
puede formar bloqueos cruzados entre si mismo, Ab-C, Ab-E y
parcialmente a Ab-P.

[0062] FIG. 24: Ensayo de competencia de fijacién por ELISA

gue muestra que la fijacidén de Anticuerpo P a WISE humano

<23
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puede formar bloqueos cruzados completamente sélo entre si
mismo y parcialmente a Ab-S.

[0063)] FIG. 25: Ensayo de competencia de fijacién por ELISA
que muestra que la fijacidédn de Anticuerpo T a WISE humanco
puede formar blogueos cruzados entre si mismo, Ab-A, Ab-C,
Ab-P v Ab-S.

[0064] FIG. 26: Ensayo de competencia de fijacidén por ELISA
gue muestra gque la fijacién de Anticuerpo P y C a WISE
humano puede formar bloqueos cruzadoes completamente a Ab-T
o parcialmente respectivamente.

[0065] FIG. 27: El diagrama muestra las potenciales &reas
de epitopo cubiertas por diferentes anticuerpos sobre 1la
base de un ensayo de <competencia y un ensayo de
neutralizacién celular. Las flechas indican los sitios de
escisidén luego de la digestidn con tripsina.

[0066] FIG. 28: El tratamiento preventivo con Mab anti-WISE
redujo la lesidén pulmonar en el modelo de lesidn pulmonar
inducido por bleomicina.

[0067] FIG. 29 El1 tratamiento preventivo con Mab anti-WISE
redujo el depdsito de coladgeno en el modelo de lesiédn
pulmonar inducido por bleomicina.

[0068] FIG. 30: El tratamiento preventivo con Mab anti-WISE
redujo la expresidén de aSMA en el modelc de lesidn pulmonar
inducido por blecomicina.

[0069] FIG. 31: El tratamiento preventivo con Mab anti-~WISE
redujo el nivel sérico de OPN en el modelo de lesidn
pulmonar inducido por bleomicina.

[0070] FIG. 32: El tratamiento preventivo con Mab anti-WISE
redujo la produccién de colédgeno en un modelo murino de

fibrosis pulmonar inducido por bleomicina,
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[0071] FIG. 33: El tratamiento preventivo con Mab anti-WISE
fedujo la expresién de BAL OPN en un modelo murino de
fibrosis pulmonar inducido por bleomicina.

[0072] FIG. 34: Tendencias de analisis histolégico hacia
una reduccidén moderada de lesién pulmonar con Ab WISE.

[0073] FIG. 35: Tendencias de analisis histolégico hacia
una reduccidén moderada en calificacidén Sirius Red con BAb
WISE. .

[0074] FIG. 36: Tendencias de andlisis histoldgice hacia
una reduccidn moderada de la expresidn de FSP1 en marcador
fibrético con Ab WISE.

[0075] FIG. 37: Tendencias de analisis histoldgiceo hacia
una reduccidén moderada en de lé expresidén de aSMA en
marcador fibrético con Ab WISE.

[0076] FIG. 38: El tratamiento con Ab WISE redujo
moderadamente los niveles séricos de OPN.

[0077] FIG. 39: El tratamiento con anticuerpo WISE redujo
la proteina total urinaria de 24 h (UTP) en ratones Col4a3

KO.

DESCRIPCION DETALLADA

[0078] La presente invencién se refiere en parte a regiones
de la proteina WISE gque contiene epitopos reconocidos por
anticuerpos gue también se unen a WISE de longitud total y
métodos para preparar y usar dichos epitopos. La invencién
también provee agentes ligadores ftales como anticuerpos)
que se fijan especificamente a WISE o porciones de WISE y
métodos para usar dichos agentes ligadores. Los agentes
ligadores son uUtiles para bloquear o deteriorar la unién de
WISE humano a uno o mas ligandos y su actividad biolégica.
[0079] Tal como se usa en la presente, el término WISE

humano pretende incluir la proteina de SEQ ID NO: 2 y sus
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variantes alélicas correspondientes. También se describen
los ortdélogos de WISE e incluyen ratdén, rata y cinomolgus
(SEQ ID NO: 4, 6 y 8, respectivamente). SE puede purificar
WISE de células huésped que se pueden transfectar pdr un
gen que codifica WISE por elucidén del sobrenadante filtrado
del liquido del cultivo de células huésped. La preparaciédn
y ulterior purificacidén se describen en los Ejemplos. El
WISE humano se describe en la patente de los Estados Unidos
N.° 5.780.263.

[0080] Un experto en la técnica comprenderd gque hay un alto
grado de 1identidad de secuencia entre los ortélogos de
WISE. En consecuencia, es de esperar gque los agentes
ligadores de WISE humano se fijen a WISE de ratdn, de rata
o de cinomolgus en 1los casos en los cuales el sitio de
~reconocimiento del agente ligador, por ejemplo, un sitio de
fijacidén del anticuerpo tal como un epitopo, estd altamente
conservado y en particular casi o completamente idéntico a
la secuencia humana. En consecuencia, cuando se usa el
términc “fijacidén especifica a WISE”, se entiende que se
incluye la fijacién a multiples especies de WISE en las
cuales estan conservadas las secuencias entre especies.
[0081] Los ejemplos de agentes ligadores de acuerdo con la
invencién incluyen los siguientes anticuerpos: Ab-A, Ab-B,
aAb-C, Ab-D, Ab-E, Ab-F, Ab-G, Ab-H, Ab-I, Ab-J, Ab-K, Ab-L,
Ab-M, Ab-N, Ab-0, Ab-P, Ab-Q, Ab-R, Ab-S, Ab-T, Ab-U, Ab-V
Ab-W, Ab-X, Ab-1, Ab-13, Ab-16, Ab-18, Ab-23, Ab-24, Ab-28,
Ab-29, Ab-48, Ab-60, Ab-63, Ab-65, Ab-66, Ab-67, Ab-69, Ab-
7, Ab-70, Ab-72, Ab-74, Ab-75, Ab-76 y Ab-9.

[06082] Tal como se usa en la presente, Ab-A comprende los
polipéptidos expresados por los nucledtidos mostrados en
SEQ ID NO: 9 y 11. BAb-B comprende los polipéptidos

expresados por los nucledétidos mostrados en SEQ ID NO: 13 y
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15. Ab-C comprende los polipéptidos expresados por los
nucledtidos mostrados en SEQ ID NO: 17 y 19. Ab-D comprende
los polipéptidos expresados por los nuclebdtidos mostrados
en SEQ ID NO: 21 y 23. RAb-E comprende los polipéptidos
expresados por los nucledtidos mostrados en SEQ ID NO: 25 vy
27. Ab-F comprende los polipéptidos expresados por los
nucledétidos mostrados en SEQ ID NO: 29 y 31. Ab-G comprende
los polipéptidos expresados por los nucledétidos mostrados
en SEQ ID NO: 13 y 33. Ab-H comprende los poclipéptidos
expresados por los nucledétidos mostrados en SEQ ID NO: 21 y
35. Ab-I comprende los polipéptidos expresados por los
nucledétidos mostrados en SEQ ID NO: 37 y 39. Ab-J comprende
los polipéptidos expresados por los nucledtidos mostrados
en SEQ ID NO: 41 y 43. Ab-K comprende los polipéptidos
expresados por los nucledétidos mostrados en SEQ ID NO: 45 y
23. Ab-L comprende los polipéptidos expresados por los
nucledtidos mostrados en SEQ ID NO: 45 y 35. Ab-M comprende
los polipéptidos maduros de SEQ ID NO: 271 y 272. Ab-N
comprende los polipéptidos expresados por los nucledtidos
mostrados en SEQ ID NO: 121 y 23. Ab-0O comprende los
polipéptidos expresados por los nucledtidos mostrados en
SEQ ID NO: 41 y 23. Ab-P comprende los polipéptidos
expresados por los nucledtidos mostrados en SEQ ID NO: 49 vy
47. Ab-Q comprende los polipéptidos expresados por los
nucleétidos mostrados en SEQ ID NO: 55 y 57. Ab-R comprende
los polipéptidos expresados por los nuclebdbtidos mostrados
en SEQ ID NO: 53 y 51. Ab-S comprende los polipéptidos
expresados por los nucledtidos mostrados en SEQ ID NO: 61 vy
59. Ab-T comprende los polipéptidos expresados por los
nucledétidos mostrados en SEQ ID NO: 265 y 267. Ab-U
comprende los polipéptidos expresados por los nucledbdtidos

mostrados en SEQ ID NO: 65 y 63. Ab-V comprende 1los
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polipéptidos expresados por los nucledtidos mostrados en
SEQ ID NO: 69 y 67. Ab-W comprende los polipéptidos
expresados por los nucledtidos mostrados en SEQ ID NO: 73 y
71. Ab-X comprende los polipéptidos maduros de SEQ ID NO:
269 y 270.

[0083] Ab-1 comprende los polipéptidos expresados por los
nucledtidos mostrados en SEQ ID NO: 75 vy 23. Ab-13
comprende los polipéptidos expresados por los nucledtidos
mostrados en SEQ ID NO: 77 y 23. BAb-16 comprende los
‘polipéptidos expresados por los nucledtidos mostrados en
SEQ ID NO: 79 vy 23. Ab-18 comprende 1los polipéptidos
expresados por los nucledtidos mostrados en SEQ ID NO: 81 y
23. Ab-23 comprende los polipéptidos expresados por los
nucledtidos mostrados en SEQ ID NO: 83 y 23. BAb-24
comprende los polipéptidos expresados por los nucledtidos
mostrados en SEQ ID NO: 85 y 23. Ab-28 comprende 1los
polipéptidos expresados por los nucledtidos mostrados en
SEQ ID NO: 87 y 23. Ab-29 comprende los polipéptidos
expresados por los nucledtidos mostrados en SEQ ID NO: 89 y
23. Ab-48 comprende los polipéptidos expresados por los
nucleétidos mostrados en SEQ ID NO: 91 y 23. Ab-60
comprende los polipéptidos expresados por los nucledtidos
mostrados en SEQ ID NO: 93 y 23. Ab-62 comprende los
polipéeptidos expresados por los nucledtidos mostrados en
SEQ ID NO: 95 y 23. Ab-63 comprende los polipéptidos
expresados por los nucledtidos mostrados en SEQ ID NO: 97 y
23. Ab-65 comprende lcs polipéptidos expresados por los
nﬁcleétidos mostrados en SEQ ID NO: 99 vy 23. Ab-66
comprende los polipéptidos expresados por los nucledtidos
mostrados en SEQ ID NO: 101 y 23. Ab-67 comprende los
polipéptidos expresados por iés nucledtidos mostrados en

SEQ ID NO: 103 y 23. Ab-69 comprende 1los polipéptidos

2



23

expresados por los nucledtidos mostrados en SEQ ID NO: 105
y 23. Ab-7 comprende los polipéptidos expresados por los
nucleédtidos mostrades en SEQ ID NO: 107 y 23. BAb-70
comprende los polipéptidos expresados por los nucledtidos
mostrados en SEQ ID NO: 109 y 23. Ab-72 comprende los
polipéptidos expresados por los nucledtidos mostrados en
SEQ ID NO: 111 y 23. Ab-74 comprende los polipéptidos
expresados por los nucledétidos mostrados en SEQ ID NO: 113
y 23. Ab-75 comprende los polipéptidos expresados por los
nucledétidos mostrados en SEQ ID NO: 115 y 23. Ab-76
comprende los polipéptidos expresados por 1los nucledtidos
mostrados en SEQ - ID NO: 117 y 23. Ab-9 comprende 1los
polipéptidos expresados por los nucledtidos mostrados en
SEQ ID NO: 119 y 23.

[0084] TLos agentes ligadores del la invencién son
generalmente anticuerpos o sus fragmentos correspondientes,
tal como se define en la presente. El término “anticuerpo”
se refiere a un anticuerpo intacto, o uno de sus fragmentos
de unidén. Un anticuerpo puede comprender una molécula
completa de anticuerpo (incluso versiones policlonales,
monoclonales, gquiméricos, humanizados, o humanos que tienen
cadenas pesadas y/o livianas de - longitud total), 0
comprende uno de sus fragmentos fijadores de antigeno. Los
fragmentos de anticuerpo incluyen los fragmentos F(ab')?2,
Fab, Fab', Fv, Fc y Fd y pueden ser incorporados en
anticuerpos de dominio Unico, anticuerpos de cadena unica,
maxicuerpos, minicuerpos, intracuerpos, diacuerpos,
triacuerpos, tetracuerpos, v-NAR y Dbis-scFv (ver por
ejemplo, Hollinger y Hudson, 2005, Nature Biotechnology,
23, 9, 1126-1136). Los anticuerpos polipeptidicos también
estdn descritos en la patente de los Estados Unidos N.°

6.703.199, incluso monocuerpos de polipéptido fibronectina.
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Otros polipéptidos de anticuerpos estan descritos en la
publicacién de patente de los Estados Unidos N.°
2005/0238646, que son polipéptidos de cadena unica. Tal
como se usa en la presente, el anticuerpo aislade o un
fragmento fijador de antigenc correspondiente puede ser un
anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un
anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano, un anticuerpo
quimérico o similares.

[0085] Los fragmentos fijadores de antigeno derivados de un
anticuerpo se pueden obtener, por ejemplo, por hidrélisis
proteolitica del anticuerpo, por ejemplo, digestidén con
pepsina o papaina de anticuerpos enteros de acuerdo con
métodos convencionales. A modo -de ejemplo, se pueden
producir fragmentos de anticuerpo por escisién enzimatica
de anticuerpos con pepsina para proveer un fragmento 5§
denominado F(ab')2. Este fragmento luego se puede escindir
mediante un agente reductor tiol para obtener fragmentos
monovalentes 3.5S Fab'. Opcionalmente, la reaccidn de
escisidn se puede llevar a cabo mediante el uso de un grupo
blocqueador de los grupos sulfhidrilo que son el resultado
la escisidén de enlaces disulfuro. Como alternativa, una
escisidén enzimatica mediante el uso de papaina produce dos
fragmentos Fab monovalentes y un fragmento Fc directamente.
Estos métodos se describen, por ejemplo, en Goldenberg,
patente de los Estados Unidos N.° 4.331.647, Nisonoff et
al., Arch. Biochem. Biocphys. 89:236, 1960; Porter, Biochem.
J. 73:119, 1959; Edelman et al., en Metods in Enzymology
1:422 (Academic Press 1967); y by Andrews, S. M. y Titus,
J. A. en Current Protocols in Immunology (Coligan J. E., et
al., eds), John Wiley & Sons, Nueva York (2003), péginas
2.8.1-2.8.10 y 2.10A.1-2.10A.5. Otros métodos para escindir

anticuerpos, tales como la separacién de las cadenas
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pesadas para formar fragmentos monovalentes de cadenas
livianas (Fd), también eséinden les fragmentos, ¢ también
se pueden otras técnicas enzimaticas, quimicas, o
genéticas, siempre que los fragmentos se fijen al antigeno
gue es reconccido por el anticuerpo intacto.

[0086] Un fragmento de anticuerpo también puede ser
cualquier proteina obtenida por sintesis o por ingenieria
genética. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo
incluyen fragmentos aislados que consisten de la regidn
variable de la cadena liviana, en donde los fragmentos “EFv”
consisten de las regiones variables de las cadenas pesadas
y livianas, moléculas recombinantes de polipéptidos de
cadenas livianas en las cuales las regiones variables
livianas y pesadas estan conectadas a través de un ligador
peptidico (proteinas scFv).

[0087] Otra forma de un fragmento de anticuerpo es un
péptido que comprende una o mé&s regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de un anticuerpo. Las CDR (también
denominadas “unidades minimas de reconocimiento” o “regidn
hipervariable”) se pueden obtener al construir
polinucleétidos que codifican la CDR de interés. Dichos
pelinucledtidos se preparan, por ejemplo, mediante el uso
de la reaccidn en cadena de polimerasa para sintetizar la
regidn variable mediante el wuso de mARN de células

productoras de anticuerpo como plantilla (ver, por ejemplo,

Larrick et al., Methods: A Companion to Metods 1in
Enzymology 2:106, 1961; Courtenay-Luck, “Genetic
Manipulation of Monoclonal Antibodies”, en Monoclonal
Antibodies. Production, Engineering and Clinical

Application, Ritter et al. (eds.), pagina 166 (Cambridge
University Press 1995} ; y Ward et al., “Genetic

Manipulation and Expression of Antibodies”, en Monoclonal
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Antibodies: Principles and Applications, Birch et al.,
(eds.), pagina 137 (Wiley-Liss, Inc. 1995)).

[0088] En consecuencia, en una forma de realizacién, el
agente ligador comprende al mencs una CDR tal como se
describe en la presente. El agente ligador puede comprender
al menos do¢s, tres, cuatro, cinco o seos CDR tal como se
describe en la presente. El1 agente ligador también puede
comprender al menos un dominio de regidén variable de un
anticuerpo descrito en la presente. El dominio de regidn
variable puede tener cualquier tamafic o© composicidén de
aminoacidos y generalmente comprende al menos una secuencia
de CDR responsable de fijarse al WISE humano, por ejemplo
CDR~-H1, CDR-H2, CDR-H3 vy/o las CDR de <cadena liviana
especificamente descritas en la presente y gue estan es
adyacentes o en marco con una o0 mas secuencias de marco. En
términos generales, el dominio de regién variable (V) puede
estar en cualquier disposicidn adecuada de los dominios de
las cadenas pesada (VH) y/c liviana (VL) de 1la
inmunoglobulina. En consecuencia, por ejemplo, el dominio
de la regidén V puede ser moncomérico y puede ser uno dominio
VH o VL, el cual es capaz de fijar independientemente el
WISE humano con una afinidad al menos igual a 1x107’ M o
menos, tal como se describe mas adelante. Alternativamente,
el dominio de la regidn V puede ser dimérico y contener
dimercs VH-VH, VH-VL, o VL-VL. El dimero de la regién V
comprende al menos una cadena VH y al menos una cadena VL
gue pueden estar asocliadas no covalentemente (en adelante
referidos como FV). Si se desea, las cadenas se pueden
acoplar covalentemente ya sea en forma directa, por ejemplo
a través de un enlace disulfuro entre los dos dominios
variables, o a traves de un ligador, por ejemplo un péptido

ligador, para formar una unica cadena Fv (scFV).
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[0089] E1 dominio de la regidén variable puede ser cualquier
dominio variable que se encuentra en la naturaleza o una de
sus versiones obtenidas por ingenieria. Por versiédn
obtenida por ingenieria se entiende un dominio de regién
variable que ha sido creado al usar técnicas de ingenieria
de ADN. Dichas versiones obtenidas por ingenieria incluyen
las creadas, por ejemplo, a partir de una regidn variable
de un anticuerpo especifico mediante inserciones,
deleciones, o© cambios de las secuencias de aminoacidecs del
anticuerpo especifico. Los ejemplos particulares incluyen
dominiocs de regidn variable obtenidos por ingenieria que
con tienen al menos una CDRV y opcionalmente uno o© mas
amincacidos del marco provenientes de un primer anticuerpo
y el resto del dominio de la regidén variable proviene de un
segundo anticuerpo.

[0090] E1 dominioc de la regidn variable puede estar fijado
covalentemente a un aminoacido C-terminal y a al menos otro
dominio de anticuerpo o uno de sus fragmentos. En
consecuencia, por ejemplo, un dominio VH gue estd presente
en el dominio de la regidn variable puede estar ligado a un
dominio CH1 de una inmunoglcbulina, o© uno de sus
fragmentos. De mecdo similar, un dominic VL puede estar
ligado a un dominio CK o uno de 'sus fragmentos. De esta
manera, por ejemplo, el anticuerpo puede ser un fragmento
Fab en donde el dominico fijador de antigeno contiene
dominios asociados VH y VL ligados covalentemente a sus C-
terminales a un dominio y CK, respectivamente. El dominio
CH1 se puede extender con otros aminodcidos, por ejemplo
para proveer una regién bisagra o una porcién de un dominio
de regidén bisagra tal como se encuentra en un fragmento
Fab', o para proveer otros dominios, tales como 1los

dominios de anticuerpo CH2 y CH3.
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[0091] Tal como se describe en la presente, los agentes
ligadores comprenden al menos una de estas CDR. Por
ejemplo, una o mas CDR se pueden incorporar en regiones
marco de anticuerpo conocidas (IgGl, 1IgG2, etc.), o
conjugar a un vehiculo adecuado para mejorar su vida media.
Los wvehiculos adecuados incluyen, sin limitaciones Fc,
polietilenglicol (PEG), albumina, transferrina y similares.
Estos y otros vehiculos adecuados son conocidos en la
técnica. Dichos péptidos CDR conjugados pueden estar en
forma monomérica, dimérica, tetramérica, u otra forma. En
una forma de realizacidn, uno o mas polimeros hidrosolubles
se fijan en una o mas posiciones especificas, por ejemplo
en la terminal amino, de un agente ligador.

[0092] En ciertas formas de realizacidn, un agente ligador

comprende una o mas fijaciones de polimeros hidrosclubles,

incluso, sin limitaciones, polietilenglicol,
polioxietilenglicol, o) polipropilenglicol. Ver, por
ejemplo, las patentes de los Estados Unidos Nros.

4.640.835. 4.496.689. 4.301.144. 4.670.417. 4.791.192 vy

4.179.337. En ciertas formas de realizacidén, un derivado de

agente ligador comprende uno o mas de
monometoxipolietilenglicol, dextrano, celulosa, u otros
polimeros basados en hidrates de carbono, poli- (N~
vinilpirrolidona)-polietilenglicol, homopolimeros de
propilenglicol, un copolimero de éxido de

peolipropileno/éxido de etileno, polioles polioxietilados
(por ejemplo, glicerol) y alcohol polivinilico, asi como
mezclas de dichos polimeros. En ciertas formas de
realizacidén, uno ¢ mas poclimeros hidrosolubles se fija
aleatoriamente a una © mas cadenas laterales. En ciertas
formas de realizacidén, el PEG puedé actuar para mejorar la

capacidad terapéutica de un agente ligador, tal comoc un
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anticuerpo. Ciertos de dichos métodos se analizan, por
ejemplo, en la patente de los Estados Unidos N.° 6.133.42¢6,
la cual se incorpora asi por referencia en su totalidad
para cualquier fin.

[0093] Sera apreciado por un experto en la técnica que un
agente ligador de 1la presente invencién puede tener al
menocs una sustitucidén de aminodcido, siempre gue el agente
ligador retenga su especificidad de unidn. En consecuencia,
las modificaciones de las estructuras del agente 1ligador
estédn abarcadas dentro del alcance de la invencién. Estas
pueden incluir sustituciones de aminoacidos, las cuales
pueden ser conservadoras o no conservadoras y gue no
destruyan la capacidad de unién. a WISE de un agente
ligador. Las sustituciones conservadoras de aminocécidos
pueden abarcar residuos de aminoacidos gque no se encuentran
en la naturaleza, los cuales generalmente se incorporan por
sintesis peptidica quimica en lugar de por sintesis en
sistemas bioldgicos. Estos incluyen peptidomiméticos vy
otras formas de restos de amincacidos revertidos o
invertidos. Una sustitucidén conservadora de aminoacidos
también puede incluir una sustitucidén de un residuo de
aminoacido nativo con un residuc normativo de manera tal
que haya escaso © nada de efecto sobre la polaridad o la
carga del residuo de aminocadcido en dicha posiciédn.

[0094] Las sustituciones no conservadoras pueden incluir el
intercambio de un miembro de una.clase de aminodcidos o
aminodcido—miméticos por un miembro de otra c<¢lase con
diferentes propiedades fisicas (por ejemplo tamafo,
polaridad, hidrofobicidad, carga) . Dichos residuos
sustituidos se pueden introducir en regiones del anticuerpo
humano que son homdlogas con anticuerpos no humanos, © en

las regicnes no homélogas de la molécula.
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[0095] Ademas, un experto en la técnica puede generar
variantes de prueba que contengan una unica sustitucidn de
aminoacido en cada residuc deseadc de aminodcido. Dichas
pruebas se pueden llevar a cabo sobre el objetivo del
agente ligador tal como se describe mads adelante en los
ejemplos o en el agente ligador terapéutico de la
invencién. Las variantes luego se pueden analizar mediante
ensayos de actividad conocidos por 1los expertos en la
técnica. Dichas variantes se pueden usar para reunir
informacién sobre variantes adecuadas. Por ejemplo, si se
descubriera gque un cambio de un residuo particular de
aminoacido diera por resultado una destruccién, reducciédn
indeseada, o inadecuacidén de la actividad, se deben evitar
las variantes con dicho cambio. En otras palabras, sobre la
base de la informacidédn reunida de dichos experimentos de
rutina, un experto en la técnica puede determinar
facilmente los aminocacidos en los cuales se deben evitar
otras sustituciones ya sean solas o© en combinacién con
otras mutaciones.

[0096] Un experto en la técnica podrd determinar variantes
adecuadas de los polipéptide tal como se establece en la
presente mediante el uso de técnicas bien conocidas. En
ciertas formas de realizacidn, un experto en la técnica
puede identificar areas adecuadas que se pueden cambiar sin
destruir la actividad al dirigirse a regiones que se cree
no son importantes para la actividad. En cilertas formas de
realizacibén, se pueden identificar residuos y porcicnes de
las moléculas que estan conservadas entre polipéptidos
similares. En ciertas formas de realizacidén, 1incluso areas
que pueden ser importantes para la actividad bioclégica o
para 1la estructura pueden ser objeto de sustituciones

conservadoras de amincacidos sin destruir 1la actividad
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bicldgica o sin afectar de modo adverso la estructura del
polipéptido.

[009ﬂ Ademas, un experto en la técnica puede revisar
estudios de estructura-funcién que identifiquen 1los
residuos en polipéptidos similares que son importantes para
la actividad o la estructura. En vista de dicha
comparacién, se puede predecir 1la importancia de los
residuos de aminodcidos en una proteina que corresponden a
residuos de aminodcidos que son importantes para la
actividad o© 1la estructura en proteinas similares. Un
experto en la técnica puede optar por sustituciones de
aminoacidos guimicamente similares para dichos residucs de
amincdcido que se prevén importantes.

[0098] Numerosas publicaciones cientificas se han dedicado
a la prediccidn de la estructura secundaria. Ver Moult J.,
Curr. Op. en Biotech., 7(4):422-427 (1996), Chou et al.,
Biochemistry, 13(2):222-245 (1974); Chou et al.,
Biochemistry, 113(2):211-222 (1974); Chou et al., Adv.
Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol., 47: 45-148 (1978); Chou
et al., Ann. Rev. Biochem., 47:251-276 y Chou et al.,
Biophys. J., 26:367-384 (1979). Ademéds, en la actualidad
hay programas de computadora disponibles para asistir en la
prediccidén de la estructura secundaria. Un método para la
prediccidén de la estructura secundaria se basa en el
modelado por homologia. Por ejemplo, dos polipéptidos o
proteinas que tienen una identidad de secuencia superior al
30%, o una similitud superior al 40% a menudo tiene

topologias estructurales similares. El reciente crecimiento

de la base de datos estructural de las proteinas (PDB) ha
proporcionado mayor predictabilidad de la estructura
secundaria, incluso la cantidad: potencial de plegamientos

dentro de la estructura de un polipéptido o una proteina.
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Ver Holm et al., Nucl. Acid. Res., 27(1):244-247 (1999). Se
ha sugerido (Brenner et al., Curr. Op. Struct. Biol.,
7(3):369-376 (1997)) qgue hay una cantidad limitada de
plegamientos en determinado polipéptido o proteina y que
una vez resuelta la cantidad critica de estructures, la
pre&iccién estructural se hace notablemente mas exacta.
[0099] Otros métodos de prediccién de la  estructura
secundaria incluyen el “enroscado” (Jones, D., Curr. Opin.
Struct. Biol., 7(3):377-87 (1997); Sippl et al., Structure,
4{1):15-19 (1996})), “el andlisis del perfil “(Bowie et al.,
Science, 253:164-170 (1991); Gribskov et al., Met. Enzym.,
183:146-159 (1990); Gribskov et al., Proc. Nat. Acad. Sci.,
84(13):4355-4358 (1987)) y ™“la fijacidén evolutiva” (Ver
Holm, supra (1999) y Brenner, supra (1997)). |

[00100] En ciertas formas de realizacién, las variantes de
agentes ligadores incluyen variantes de glucosilacidén en
donde la cantidad y/o el tipoc del sitio de glucosilacidén ha
sido alterado en comparacidén con las secuencias de
aminoacidos de un polipéptido original. En ciertas formas
de realizacién, las variantes comprenden una mayor O mMenor
cantidad de sitios de glucosilacidén 1ligados a N gque la
proteina nativa. Un sitio de glucosilacién ligado a N se
caracteriza por la secuencia: Asn-X-Ser o Asn—-X-Thr, en
donde el residuo de aminodcido designado como X puede ser
cualquier residuo de amincidcidoc excepto prolina. La
sustitucidén de residuos de amincdcidos para crear esta
secuencia provee un potencial sitio nuevo para la adicién
de una cadena de hidrato de carbono ligada a N.
Alternativamente, las sustituciones que eliminan esta
secuencia extraen una cadena de hidrato de carbono ligada a
N existente. También se provee un reordenamiento de cadenas

de hidrato de carbono ligadas a N en donde uno o mas sitios
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de glucosilacidén ligados a N (generalmente los que se
encuentran en la naturaleza) son eliminados y Se crean uno
o mas sitios ligados a N nuevos. Otras variantes preferidas
de anticuerpo adicionales incluyen variantes de cisteina en
donde uno o m&s residuos de cisteina son eliminados o
sustituidos de otros aminodcidos (por ejemplo, serina)
comparado con 1la secuencia de aminoacidos original. Las
variantes de <cisteina ©pueden ser utiles cuando los

anticuerpos deben ser replegados en una conformacidn

biclégicamente activa tal come después del aislamiento de
cuerpos de inclusidén insolubles. Las variantes de cisteina
generalmente tienen menosr'residuos de cisteina que la
proteina nativa y generalmente tienen una cantidad par para
minimizar las interacciones que son el resultado de las
cisteinas no apareadas.

[00101] Las sustituciocnes de aminoédcidos deseadas (sean
conservadoras o© no conservaderas) pueden ser determinadas
por los expertos en la técnica en el momento que se desean
tales sustituciones. En ciertas formas de realizacidn, las
sustituciocnes de aminoacidos se pueden usar para
identificar importantes residuos de anticuerpos en WISE, o
para incrementar o reducir la afinidad de los anticuerpos
para WISE descritos en la presente.

[00102] De acuerdo con ciertas formas de realizacidn, las
sustituciones de aminodcidos preferidas son aquellas gque:
(1) reducen la susceptibilidad a la protedlisis, (2)
reducen la susceptibilidad a la oxidacién, (3) alteran la
afinidad de unién para formar complejos de proteinas, (4)
alteran las afinidades de unidén, vy/o (4) confieren o
modifican otras propiedades fisicogquimicas o funcionales de
dichos polipéptidos. De acuerdo Icon cliertas formas de

realizacién, las sustituciones de aminocacidos simples o
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maltiples (en ciertas formas de realizacidén, sustituciones
conservadoras de aminoacidos) se pueden hacer en la
secuencia gue se encuentra en la naturaleza {en ciertas
formas de realizacidn, en la porcidn del polipéptide fuera
de los dominios gue forman contactos intermoleculares). En
ciertas formas de realizacidn, una sustitucidn conservadora
de aminocacidos generalmente no cambia sustancialmente las
caracteristicas estructurales de la secuencia original (por
ejemplo, un aminoacido de reemplazo no deberia tender a
romper una hélice que aparece en la secuencia original, o
alterar otros tipos de estructura secundaria gue
caracteriza la secuencia original). Los ejemplos de
estructuras secundarias y terciarias de ©polipéptidos
reconocidas en la técnica se describen en Proteins,
Structures and Molecular Principles (Creighton, Ed., W. H.

Freeman vy Company, Nueva York (1984)); Introduction to

Protein Structure (C. Branden y J. Tooze, eds., Garland
Publishing, Nueva York, N.Y. (1991)); y Thornton et al.
Nature 354:105 (1991), que se incorporan cada una en 1la

presente por referencia.

[00103] En ciertas formas de realizacién, los agentes
ligadores de la invencidén pueden estar ligados guimicamente
con polimeros, lipidos u otros restos.

[00104] Los agentes ligadores pueden comprender al menos
una de las CDR descritas en la presente incorporada en una
estructura de marco bioccompatible. En un ejemplo, 1la
estructura de marco biocompatible comprende un polipéptido
o una de sus porciones que es suficiente para formar un
soporte estructural de conformaciédn estable, o marco, o
soporte, el cual es capaz de mostrar una © mas secuencias
de amincdcidos que se fijan al antigeno (por ejemplo, CDR,

una regidén variable, etc.) en una regién de superficie
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localizada. Dichas estructuras pueden ser un polipéptido o
pelipéptido “plegado” que se encuentra en la naturaleza {(un
motivo estructural), e} puede tener una o} mas
modificaciones, tales Como adiciones, deleciones o
sustituciones de amincacidos, respecto de un polipéptido o
plegado que se encuentra en la naturaleza. Estos soportes
pueden ser derivados de un polipéptido de éualquier especie
(o0 de mé&s de una especie), tales como un humano, otro
mamifero, otros vertebrados, invertebrados, plantas,
bacterias o virus.

[00105] Generalmente las estructuras de marcos
biocompatibles se basan en soportes proteicos o esgueletos
distintos de los dominios de inmunoglobulinas. Por ejemplo,
se pueden usar los basades en dominios de fibronectina,
ankirina, lipocalina, neocarzinostaina, citocromo b, dedo
de zinc CP1, PST1, arrollamientoc arrollado, LACl1-D1,
dominio Z y tendramisato (Ver por ejemplo, Nygren y Uhlen,
1997, Current Opinion in Structural Biology, 7, 463-469).
[00106] En formas de realizacidn preferidas, se apreciaré
que los agentes ligadores de la. invencién incluyen los
anticuerpos humanizados descritos en la presente. Los
anticuerpos humanizados tales como los descritos en la
presente se pueden producir mediante el uso de técnicas
conocidas por los expertos en la técnica (Zhang, W., et
al., Molecular Immunology. 42(12): 1445-1451, 2005; Hwang
W. et al., Methods. 36(1):35-42, 2005; Dall'Acqua W F, et
al., Methods 36(1):43-60, 2005; y Clark, M., Immunology
Today. 21(8):397-402, 2000).

[00107] Ademés, un experto en la técnica reconocerd que los
agentes ligadores adecuados 1incluyen porciones de estos
anticuerpos, tales como unc o mas de CDR-H1, CDR-HZ2, CDR-

H3, CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 tal como esta especificamente

4)
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descrito en la presente. Al menos una de las regiones de
CDR-H1, CDR~-HZ2, CDR-H3, CDR~L1l, CDR-LZ y CDR-L3 puede tener
al menos una sustitucidén de aminodcido, siempre que el
agente ligador retenga la especificidad de unién de la CDR
no sustituida. La porcidén no CDR del agente ligador puede
ser una molécula no proteica, en donde el agente ligador
ferma bloquecs cruzados con la fijacién de un anticuerpo
descrito en la presente para WISE y/o neutraliza WISE. La
porcion no CDR del agente ligador puede ser una melécula no
proteica en la cual el agente ligador exhibe un patrén de
unién similar a los péptidos WISE humanos en un “ensayo de
fijacién por competencia de epitopo de péptido WISE humano”
tal como el exhibido por al menos uno de los anticuerpos
Ab-A, Ab-B, Ab-C, Ab-D, Ab-E, Ab-F, Ab-G, Ab-H, Ab-I, Ab-J,
Ab-K, Ab-L, Ab-M, Ab-N, Ab-0, Ab-P, Ab-Q, Ab-R, Ab-S, Ab-T,
Ab-U, Ab-V Ab-W, Ab-X, Ab-1, Ab-13, Ab-16, Ab-18, Ab-23,
Ab-24, Ab-28, Ab-29, Ab-48, Ab-60, Ab-63, Ab-65, Ab-66, Ab-
67, Ab-69, Ab-7, Ab-70, Ab-72, Ab-74, Ab-75, Ab-76 y Ab-9
y/o neutraliza WISE. La porcidén no CDR del agente ligador
puede estar compuesta por amincacidos, en donde el agente
ligador es una proteina fijadora recombinante o un péptido
sintético vy la proteina fijadora recombinante forma
bloqueos cruzados con la fijacién de un anticuerpo descrito
en la presente a WISE y/o neutraliza WISE. La porcién no
CDR del agente ligador puede estar compuesta  por
aminodcidos, en donde el agente ligador es una proteina
fijadora recombinante y la proteina fijadora recombinante
exhibe un patrén de unidén similar a los péptidos WISE
humanos en el ensayo de fijacidén por competencia de epitopo
de péptide WISE humano (descrito méds adelante en 1la
presente} como el‘ exhibido por al menos uno de los

anticuerpos Ab-A, Ab-B, Ab-C, Ab-D, Ab-E, Ab-F, Ab-G, Ab-H,
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Ab-I, Ab-J, Ab-K, Ab-L, Ab-M, Ab-N, Ab-0, Ab-P, BAb—-Q, Ab-R,
Ab-S, Ab-T, Ab-U, Ab-V Ab-W, Ab-X, Ab-1, Ab-13, Ab-16, Ab-
18, Ab-23, Ab-24, Ab-28, Ab-29, Ab-48, Ab-60, Ab-63, Ab-65,
Ab-66, Ab-67, Ab-69, Ab-7, Ab-70, Ab-72, Ab-74, Ab-75, Ab-
76 y Ab-9, y/o neutraliza WISE.

[00108] En uné forma de realizacién, se contempla gue se
puede usar la cadena pesada del anticuerpo como ‘cebo’ en
una pantalla de biblioteca en la cual la biblioteca se
compone de cadenas livianas de anticuerpo humano, a fin de
identificar cadenas 1livianas complementarias humanas en
donde el anticuerpc reconstituide se fija a WISE. En esta
forma de realizacidn, la cadena pesada proviene de un
anticuerpo especifico de WISE y es de ratén, quimérico o
humanizado. Se usd la cadena pesada Ab-K para este tipo de
pantalla y se identificaron varias contrapartidas de
cadenas livianas que restablecieron la afinidad por WISE y
de modo importante también la actividad inhibitoria que se
hallé en el anticuerpo murino original. Dichas cadenas
livianas se encuentran en los ejemplos siguientes, en los
cuales la cadena pesada mostrada en SEQ ID NO: 24 se usd
como cebo y estas cadenas livianas se muestran en SEQ ID
NO: 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100,
102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120 y 122.
[00109] Cuando un anticuerpo comprende uno o mas de CDR-HI1,
CDR-H2, CDR-H3, CDR-L1l, CDR-1L2 y CDR-L3 tal como se
describié con anterioridad, se puede obtener por la
expresién de una c¢élula huésped que contiene el ADN
codificador de estas secuencias. Un ADN que codifica cada
una de estas secuencilia de CDR se puede determinar scbre la
base de la secuencia de aminodcidos de la CDR y sintetizar
junto con cualquier secuencia deseada de marco de regidn

variable del anticuerpoc y 1las secuencias del ADN de la
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regidén constante usando técnicas de sintesis de
oligonucledétidos, mutagénesis dirigida a sitio y reaccidn

en cadena de polimerasa (PCR) segun corresponda. El ADN que

codifica los marcos de regién variable y las regiones

constantes esta ampliamente disponible para los expertos en
la técnica a partir de Dbases de datos de secuencias
genéticas tales como GenBank.RTM. Cada una de las CDR antes
mencionadas generalmente estd ubicada en un marco de regién
variable en las posiciones 31-35 (CDR-H1), 50-65 (CDR-H2) vy
95-102 (CDR-H3) de la cadena pesada y las posiciones 24-34
(CDR-L1), 50-56 (CDR-L2) y 89-97 (CDR-L3) de 1la cadena
liviana de acuerdo con el sistema de numeracidén de Kabat
(Kabat et al., 1987 en Sequences of proteins of
Immunological Interest, U. S. Department de Health and
Human Services, NIH, EE.UU.).

[00110] Una vez sintetizado, el ADN gque codifica un
anticuerpo de la invencidén o su fragmento correspondiente
se puede propagar y expresar de aéuerdo con cualquiera de
una variedad de procedimientos bien conocidos para la
extraccién de Acidos nucleicos, ligacién, transformacién y
transfeccidén mediante el uso de cualqﬁier cantidad de
vectores de expresidén conocidos. En consecuencia, en
ciertas formas de realizacién se puede preferir 1la
expresidén de un fragmento de anticuerpo en un huésped
procarionte, tal como Escherichia coli (ver, por ejemplo,
Pluckthun et al., 1989 Methods Enzymol. 178:497-515). En
ciertas otras formas de realizacidn, 1la expresidn del
anticuerpo © uno de sus fragmentos puede ser preferida en
una células huésped eucarionte, incluso levaduras (por
ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe y Pichia pastoris), células énimales {incluso células

de mamiferos) o células vegetales. Los ejemplos de células
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animales -adecuadas 1incluyen, sin limitaciones, células de
mieloma (tales como una linea NSO de ratdn), COS, CHO, o
hibridoma. Los ejemplos de células vegetales incluyen
células de tabaco, mailz, poroto de soja y arroz.

[00111] Se pueden preparar uno o mas vectores de expresidn
replicables gque contienen ADN que codifica 1la regidn
variable y/o constante de un anticuerpo y usarlo para
transformar una linea celular apropiada, por ejemplo, una
linea celular de mieloma no productora, tal como una linea
NSO murina o una bacteria, tal como E. coli, en la cual
ocurrira la produccidn del anticuerpo. A fin de obtener una
eficiente transcripcidn y traduccién, la secuencia de ADN
en cada vector deberia incluir apropiadas secuencias
regulatorias, particularmente un promotor y una secuencia
guia 1ligada operativamente a 1la secuencia de dominio
variable. Los métodos particulares para produéir
anticuerpos de esta manera son en general bien conocidos y
usados de rutina. Por ejemplo, los procedimientos basicos
de biologia molecular se describen en Maniatis et al.
(Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2° ed., Cold
Spring Harbor Laboratory, Nueva York, 1989; ver también
Maniatis et -al, 3rd ed., Cold Spring Harbor Laboratory,
Nueva York, (2001)). La determinacién de la secuencia de
ADN se puede llevar a cabo tal como se describe en Sanger
et al. (PNAS 74:5463, (1977)) vy el.manual de determinacidn
de secuencias de plc de Amersham International y se puede
realizar la mutagénesis dirigida a sitio de acuerdo con
métodos conocidos en la técnica (Kramer et al., Nucleic
Acids Res. i2:9441, (1984); Kunkel Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82:488-92 (1985); Kunkel et al., Methods in Enzymol.
154:367-82 (1987):; el manual Anglian Biotechnology Ltd.).

Ademéas, numerosas publicaciones describen técnicas

$§



40

adecuadas para la preparacién de anticuerpos por
manipulacidén de ADN, creacidn de vectores de expresidn y
transformacién y cultivo de las células apropiadas
(Mountain A y Adair, J R en Biotechnology and Genetic
Engineering Reviews {ed. Tombs, M P, 10, Capitulo 1, 1952,
Intercept, Andover, Reino Unido}; “Current Protocols in
Molecular Biology”, 1999, F. M. Ausubel (ed.), Wiley
Interscience, Nueva York).

[00112] Cuando se desea mejorar la afinidad de los
anticuerpos de acuerdo con la invencidn que contienen una o
mas de las CDR antes mencionadas se pueden obtener las CDR
antes menciocnadas por numerosos protocolos de maduracién
por afinidad que incluyen mantener las CDR (Yang et al., J.
Mol. Biol., 254, 39%2-403, 1995), alternancia de <cadena
(Marks et al., Bio/Technology, 10, 779-783, 1992), uso de
cepas mutadas de E. coli. (Low et al., J. Mol. Biol., 250,
350-368, 1996}, alternancia de ADN (Patten et al., Curr.
Opin. Biotechnol., 8, 724-733, 1997), presentacidén de fago
(Thompson et al., J. Mol. Biol., 256, 7-88, 19%96) y PCR
sexual (Crameri, et al., Nature, 391, 288-291, 1998). Todos
estos métodos de maduracién por afinidad se describen en
Vaughan et al. (Nature Biotechnology, 16, 535-539, 1998).
[00113] Otros anticuerpos de acuerdo con la invencidn se
pueden obtener por procedimientos convencionales de
inmunizacién y fusidn celular tal como se describe en la
presente y se conoce en la técnica. Los anticuerpos
monoclonales de la invencidn se pueden generar mediante el
uso de diversas técnicas conocidas. En general, los
anticuerpos monoclconales que se fijan a antigenos
especificos se pueden obtener por métodos conocidos por los
expertos en la técnica (ver, por ejemplo, Kohler et al.,

Nature 256:495, 1875; Cocligan et al. {eds.), Current

Yo
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Protocols in Immunology, 1:2.5.12.6.7 (John Wiley & Sons
1991); las patentes de los Estados. Unidos Nros. RE 32.011,
4.502.614, 4.543.439 y 4.411.993; Monoclonal Antibodies,
Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses, Plenum
Press, Kennett, McKearn y Bechtol (eds.) (1980} ; 3%
Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow y Lane (eds.), Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1988); Picksley et al.,

“Production of monoclonal antibodies against proteins

expressed in E. «coli”, en DNA Cloning 2: Expression
systems, 2° edicién, Glover et al. (eds.), pagina 93
(Oxford University Press 1995)). Los fragmentos de

anticuerpo se pueden derivar de alli mediante el uso de
cualquier técnica estandar adecuada tal comoc digestidn
proteolitica, o opcionalmente, por digestidén proteolitica
(por ejemplo, mediante el uso de papaina o pepsina) seguido
de reduccién suave de los de enlaces disulfuro vy
algqulacidén. Alternativamente, dichos fragmentos también se
puede generar mediante técnicas de ingenieria genética
recombinantes tal como se describe en la presente.

[00114] Los anticuerpos monoclonales se pueden obtener al
inyectar un animal, por ejemplc, una rata, un hamster, un
conejo, o con preferencia un ratdn, incluso por ejemplo uno
transgénico o knock-out, tal como es conocido en 1la
técnica, con un inmunégeno que comprende WISE humano de SEQ
ID NO: 2, o uno de sus fragmentos, de acuerdo con métodos
conocidos en la técnica y descritos en la presente. La
presencia de la produccién de anticuerpos especificos se
puede monitorear después de la . inyeccién inicial vy/o
después de una inyeccién de refuerzo al obtener una muestra
de suero y detectar la presencia de un anticuerpo que se
fija a WISE humano o péptido mediante el uso de uno

cualquiera de varios métodos de inmunodeteccidén conocidos
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en la técnica y descritos en la presente. De los animales
productores de los anticuerpcs deseados se extraen células
linfoides, mads cominmente células provenientes del bazo o
los ganglios linféaticos, para cobtener linfocitos B. Los
linfocitos B luego se fusionan con una contrapartida de
fusién de células de mieloma sensibilizadas al farmaco, con
preferencia uno que sea singénico con el animal inmunizado
y que opcionalmente tiene otras propiedades deseables (por
ejemplo, incapacidad para expresar productos enddgenos de
gen de Ig, por ejemplo, P3X63-Ag 8.653 (ATCC N.° CRL 1580);
NSO, SP20) para producir hibridomas, los cuales son lineas
celulares eucariontes inmortales. Las c¢élulas linfoides
(por ejemplo, de bazo) y las células de mieloma se pueden
combinar durante unos pocos minutos con un agente promotor
de fusién de membrana, tal comc polietilenglicol o un
detergente no idnico y luego se plaguean en baja densidad
en un medio selectivo que sostiene el crecimiento de
células de hibridoma pero no de las células de mieloma no
fusionadas. Un medio de seleccidén preferido es  HAT
(hipoxantina, aminopterina, timidina). Después de un tiempo
suficiente, usualmente alrededor de una a dos semanas, se
observan colonias de células. Las colonias separadas se
aislan y los anticuerpos producidos por las células se
pueden analizar respecto de su actividad de fijacidén a WISE
humano, mediante el wuso de uno cualquiera de diversos
inmunoensayos conocidos en la técnica y descritos en la
presente. Los hibridomas se «c¢lonan (por ejemplo, por
clonacién de dilucidén limitada o aislamiento en placa de
agar blandoc}) y se seleccionan y cultivan 1los clones
positivos que producen un anticuerpo especifico para WISE.
Los anticuerpos monoclonales provenientes de cultivos del

hibridoma se pueden aislar de los sobrenadantes de los

pt's
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cultives de hibridema. Un método alternativo para la
produccién de un anticuerpo monoclonal murino consiste en
inyectar las células del hibridoma en la cavidad peritoneal
de un ratén singénico, por ejemplo, un ratdédn que ha sido
tratado {(por ejemplo, cebado con pfistano) para promover la
formacién de de liquido ascitico que contiene el anticuerpo
monoclonal. Los anticuerpos monoclconales se pueden aislar vy
purificar mediante diversas técnicas bien establecidas.
Dichas técnicas de aislamiento incluyen cromatografia por
afinidad con sefarosa de proteina-A, cromatografia por
exclusidén de tamafio y cromatografia por intercambio 1dénico
(ver, por ejemplo, Coligan en las péginas 2.7.1-2.7.12 vy
las paginas 2.9.1-2.9.3; Baines et al., "“Purification of
Immunoglcbulin G (IgG)”, en Methods in Molecular Biology,
Vol. 10, paginas 79-104 (The Humana Press, Inc. 1%92)). Los
anticuerpos monoclonales se pueden purificar por
cromatografia por afinidad usando un ligando apropiado
basado en propiedades particularés del anticuerpo (por
ejemplo, isotipo de la cadena pesada o liviana,
especificidad de unidén, etc.). Los ejemplos de ligando
adecuado, 1inmovilizado en un soporte sdélido, incluyen
proteina A, proteina G, un anticuerpo de regién
anticonstante (cadena liviana o cadena pesada), un
anticuerpo antiidiotipo y una proteina fijadora de TGF-
beta, © uno de sus fragmentos o variantes.

[00115] Un anticuerpe de la presente invencidn también
puede ser un anticuerpo monoclonal humano. Los anticuerpos
monoclonales humanos se pueden generar por cualguier
cantidad de técnicas conocidas por los expertos en la
técnica. Dichos métodos incluyen, sin 1limitaciones, la

transformacién por virus Epstein Barr (EBV) de células de

sangre periférica humana (por ejemplo, gque contiene
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linfocitos B), inmunizacidén in vitro de células B humanas,
fusién de células esplénicas provenientes de ratones
transgénicos portadores de genes insertadocs de
inmunoglobulina humana, aislamiento de bibliotecas de fago
de regién \Y de inmunoglobulina humana, u otros
procedimientos concocidos en la técnica y basados en la
descripcidén en la presente. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales humanos se pueden obtener de ratones
transgénicos que han sido sometidos a ingenieria genética
para producir anticuerpos humanos especificos en respuesta
a una exposicidén antigénica. Los métodos para obtener
anticuerpos humanos de ratones transgénicos se describen,
por ejemplo, en Green et al., Nafure Genet. 7:13, 1994;
Lonberg et al., Nature 368:856, 1994; Taylor et al., Int.
Immun. 6:579, 1994; la patente de los Estados Unidos N.°
5.877.397; Bruggemann et al., 1997 Curr. Opin. Biotechnol.
8:455-58; Jakobovits et al., 1995 Ann. N. Y Acad. Sci.
764:525-35. En esta técnica, los elementos del sitio de la
cadena pesada y liviana humana sin introducidos en cepas de
ratones derivados de lineas celulares de células madre
embrionarias que contienen disrupciones dirigidas de los
sitios de las cadenas pesadas y las cadenas livianas
endégenas (ver también Bruggemann et al., Curr. Opin.
Biotechnol. 8:455-58 (1997)). Por ejemplo, los transgenes
de inmunoglobulina humana pueden ser construcciones de
minigenes, o sitios transgénicos eh cromosomas de levadura
artificiales, los cuales son sometidos a reordenamiento de
ADN especifico de células B e hipermutacidén en el tejido
linfoide de ratén. Los anticuerpos monoclonales humanos se
pueden obtener por inmunizacién de los ratones
transgénicos, los cuales luego pueden produéir anticuerpos

humanos especificos para WISE. Las células linfoides de los

TO
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ratones transgénicos inmunizados se pueden usar para
producir hibridomas secretores de anticuerpos humanos de
acuerdeo con los métodos descritos en la presente. Los
sueros policlonales gque contienen anticuerpos humanos
también se pueden obtener de la sangre de 1los animales
inmunizados.

[00116] Otro método para generar anticuerpos humanos de la
invencién incluye inmortalizar «células de la sangre
periférica humana por transformacidén por EBV. Ver, por
ejemplo, la patente de los Estados Unidos N.° 4.464.456,
Dicha linea de células B inmortalizadas (o linea celular
linfoblastolde) productora de un anticuerpo monoclonal que
se fija especificamente a WISE se puede identificar por
" métodos de inmunodeteccidn provistos en la presente, por
ejemplo, un ELISA y luego aislarlos por técnicas estéﬁdar
de clonacién. La estabilidad de 1la 1linea de células
linfoblastoides productoras de un anticuerpo anti-WISE se
pueden mejorar al fusionar la linea de células
transformadas con un mieloma murino para producir una linea
celular hibrida ratéon-humano de acuerdo con métodos
conocidos en la técnica (ver, por ejemp;o, Glasky et al.,
Hybridoma 8:377-89 (1989)). AGn otro método para generar
anticuerpos monoclonales humanos es wuna inmunizacidén in
vitro, la <cual 1incluye imprimar células B esplénicas
humanas con WISE humano, seguide de la fusién de células B
imprimadas con una con tripartida de fusién heterohibrida.
Ver, por ejemplo, Boerner et al., 1991 J. Immunol. 147:86-
95,

[00117] En ciertas formas de realizacién, una célula B que
produce un anticuerpo anti-WISE humano se selecciona y se

clonan las regiones variables de las cadenas pesadas y las

cadenas livianas a partir de la célula B de acuerdo con
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técnicas de biologia molecular conocidas en la técnica
(documento WO 92/02551; patente de los Estados Unidos N.°
5.627.052; Babcook et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93:7843-48 (1996)) y descritos en la presente, Las células
B provenientes de un animal inmunizado se pueden aislar del
bazo, los ganglios 1linféaticos, o© una muestra de sangre
periférica al seleccionar una célula productora de un
anticuerpo que se une especificamente a WISE. Las células B
~también se pueden aislar de humanos, por ejemplo, de una
muestra de sangre periférica. Los métodos para detectar
células B aisladas que producen un anticuerpo con la
especificidad deseada son bien conocidos en la técnica, por
ejemplo, por formacidn de placa, clasificacidon celular
activada por fluorescencia, estimulacidén din vitro seguida
de deteccidén de anticuerpc especifico, y similares. Los
métodos para la seleccién de células B especificas
productoras de anticuerpo incluyen, por ejemplo, la
preparacién de una suspensidén de célula Gnica de células B
en agar blando gque contiene WISE humano. La unién del
anticuerpo especifico producido por la célula B al antigeno
da por resultado la formacidén de un complejo, el cual puede
ser visible como inmunoprecipitado. Después de seleccionar
las células B productoras del anticuerpo deseado, los genes
de anticuerpo especifico se pueden clonar para aislar vy
amplificar ADN o mRNA de acuerdo con métodos conocidos en
la técnica y descritos en la presente.

[00118] Un método adicional para obtener anticuerpos de la
invencidén es por presentacidén de fago. Ver, por ejemplo,
Winter et al., 1994 Annu. Rev. Immunol. 12:433-55; Burton
et al., 1994 Adv. Immunol. 57:191-280. Se pueden crear
bibliotecas combinatcorias de genes de regidn variable de

inmunoglobulina humana o murina en vectores fagos gque se
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pueden analizar para seleccionar fragmentos de Ig (Fab, Fv,
sFv, o sus multimeros <correspondientes} que se unen
especificamente a la proteina fijadora TGF-beta o su
variante o fragmento correspondiente. Ver, por ejemplo, la
patente de los Estados Unidos N.©® 5.223.409; Huse et al.,
1989 Science 246:1275-81; Sastry et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86:5728-32 (1989); Alting~Meeé et al., Strategies
en Molecular Bioclogy 3:1-9 (1990); Kang ét al., 1991 Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88:4363-66; Hoogenboom et al., 1992 J.
Molec. Biol. 227:381-388; Schlebusch et al., 1997 Hybridoma
16:47-52 y las referencias citadas alli. Por ejemplo, se
puede insertar una biblioteca que contiene una pluralidad
de secuencias de polinucledtido que codifican fragmentos de
regién variable de Ig en el genoma de un bacteridéfago
filamentoso, tales como MI13 o una de sus varilantes
correspondientes, en marcco con la secuencia que codifica
una proteina de cubierta de fago. Una preoteina de fusidn
puede ser una fusién de la proteina de cubierta con el
dominio de cadena liviana de la regidn variable y/o con el
dominio de la cadena pesada de la regidn variable. De
acuerdo con ciertas formas de realizacién, los fragmentos
Fab de inmuncglobulina también se pueden presentar en una
particula de fago (ver, por ejemplo, la patente de los
Estados Unidos N.° 5.698.426).

[00119] Las biblictecas de expresién de <cADN de cadenas
pesadas y livianas de inmunoglobulina también se pueden
preparar en fago lambda, por ejemplo, mediante el uso de
vectores lambda ImmunoZap TM (H) y lambda ImmunoZap TM (L)
(Stratagene, La Jolla, Calif.). Brevemente, se aisla mRNA
de una poblacién de células B y se usa para crear
bibliotecas de expresién de cADN de cadenas pesadas vy

livianas de inmunoglobulina en los vectores lambda
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ImmunoZap(H) vy lambda ImmunoZap(L). Estos vectores se
pueden analizar individualmente o coexpresar para formar
fragmentes Fab o anticuerpds (ver Huse et al., supra; ver
también Sastry et al., supra). Las placas positivas luego
se pueden convertir en un plésmido no litico que permite un
elevado nivel de expresidén de fragmentos de anticuerpo
monoclonal provenientes de E. coli.

[00120] En una forma de realizacidn, se amplifican en un
hibridoma las regiones variables de un gen gue expresa un
anticuerpo moncclonal de interés mediante el wuso de
cebadores de nucledétides. Restos cebadores pueden ser
sintetizados por un experto en la técnica, o pueden ser
adquirides de fuentes comercialmente disponibles. (Ver, por
ejemplo, Stratagene (La Jeclla, Calif.), que vende cebadores
para regiones variables humanas y murinas inclusc, entre
otros, cebadores para VHa, VHb, VHc, VHd, CHI, VL y CL
regiones.) Estos cebadores se pueden usar para amplificar
regiones variables de cadenas pesadas y cadenas livianas,
las cuales luego se pueden insertar en vectores tales como
lImmunoZAP ™ H o) ImmunoZAP T™ {(Stratagene),
respectivamente. Estos vectores luego se pueden introducir
en sistemas de E. coli, levaduras, o de base mamifero para
su expresidén. Se pueden producir grandes cantidades de una
proteina monccatenaria que contienen una fusidén de los
dominios VH y VL mediante el uso de estos métodos (ver Bird
et al., Science 242:423-426, 1988).

[00121] Una vez obtenidas 1las células productoras de
anticuerpos de acuerdo con la invencién mediante el uso de
cualquiera de las técnicas antes descritas de inmunizacidn
y otras, se pueden clonar los genes de anticuerpo
especificos por aislamiento y amplificacidén del ADN o mARN

obtenido de acuerdo con procedimientos estandar descritos
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en la presente. De los anticuerpos asi producidos se pueden
obtener las secuencias y las CDR identificadas y el ADN
codificador de las CDR se pueden manipular tal como se
describidé previamente para generar otros anticuerpos de
acuerdo con la invencion.

[00122] Con preferencia los agentes ligadores se fijan
especificamente a WISE. Al igual que en todos los agentes
ligadores y los ensayos de fijacidén, un experto en esta
técnica reconocerd que los diversos restos a los cuales un
agente ligador no deberia unirse en forma detectable a fin
de ser terapéuticamente efectivo y adecuado representarian
una lista exhaustiva e impractica. En consecuencia, para un
agente ligador descritoc en la presente, el término “unido
especificamente” se refiere a la capacidad de un agente
ligador para unirse a WISE, con preferencia WISE humano,
con mayor afinidad que se fija a una proteina de control no
relacionada. Con preferencia la proteina control es
lisozima de clara de huevo. Con preferencia los agentes
ligadores se unen a WISE con una afinidad que es al menos,
50, 100, 250, 500, 1000, o 10.000 wveces superior a la
afinidad por una proteina control. Un agente ligador puede
tener una afinidad de unidén por WISE humano inferior o
igual a 1x1077 M, inferior o iqual a 1x10™® M, inferior o
igual a 1x10™° M, inferior o igual a 1x107!°® M, inferior o
igual a 1x107** M, o inferior o igual a 1x107'% M.

[00123] La afinidad se puede determinar mediante un ensayo
de afinidad por ELISA. En ciertas formas de realizacién, se
puede determinar la afinidad mediante un ensayo BIAcore. En
ciertas formas de realizacién, la afinidad se puede
determinar por un H@todo cinético. En ciertas formas de

realizacién, la afinidad se puede determinar por un método
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de equilibrio/solucidn. Dichés métodos estén descritos con
mayor detalle en la presente o son conocidos en la técnica.
[00124] Los agentes ligadores de WISE de la presente
invencidén con preferencia modulan la funcién de WISE en el
ensayo celular descrito en la presente y/o el ensayoc in
vivo descrito en la presente y/o se fijan a uno o més de
los epitopos descritos en la presente y/o forman blogueos
cruzados de la fijacidn de uno de los anticuerpos descritos
en la presente solicitud y/o forman blogqueos cruzados con
al fijacién de WISE por uno de los anticuerpos descritos en
la presente solicitud. En consecuencia, dichos agentes
ligadores se pueden identificar mediante el uso de los
ensayos descritos en la presente.

[00125] En ciertas formas de realizacién, los agentes
ligadores son generados al identificar primero los
anticuerpos que se unen a uno mas de los epitopos provistos
en la presente y/o se neutralizan en los ensayos celulares
y/o en vivo descritos en la presente y/o forman bloqueos
cruzados con los anticuerpcs descritos en la presente
solicitud y/o forman bloqueos cruzados con la unién de WISE
por uno de los anticuerpos descritos en la presente
solicitud. Las regiones CDR de estos anticuerpos luego se
usan para insertarlos dentro de marcos biocompatibles
apropiados para genera agentes ligadores de WISE. La
porcidn no CDR del agente ligador puede estar compuesta por
aminoacidos, o puede ser una molécula no proteica. Los
ensayos descritos en la presente permiten la
caracterizacidn de los agentes ligadores. Con preferencia
los agentes ligadores de la presente invencidén son
anticuerpos tal como se definen en la presente.

[00126] Un experto en la técnica comprenderd gque algunas

proteinas tales como los anticuerpos, pueden ser sometidas
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a diversas modificacicones posteriores a la traduccidn
durante la expresidén y la secrecidén de células huésped. E1
tipo y el grado de estas modificaéiones a menudo dependen
de la linea de células huésped usada para expresar la
proteina, asi comc las condiciones de cultivo. Dichas
modificaciones pueden incluir variaciones en la
glucosilaciodn, oxidacién de metionina o triptdéfanc,
formacion de dicetopiperizina, isomerizacidén de aspartato y
desamidacién de asparagina. Una modificacién frecuente
consiste en la pérdida de un residuo basico carboxiterminal
(tal como lisina o arginina) debido a la accién de
carboxipeptidasas (tal como las descritas en Harris, RJ.
Journal of Chromatography 705:129-134, 1995). Una vez que
las proteinas se han expresado y procesado estan en forma
‘madura’. Por lo tanto se entiende que la invencién incluye
los anticuerpos maduros gue se obtienen de la expresidn de
los ADN de la invencidn.

[00127] Los anticuerpos descritos en la presente se unen a
regiones de WISE humano gque son importantes para la
actividad in vivo de la proteina para inhibir la actividad
de WISE. La unién de un anticuerpo a WISE se puede
correlacionar con cambios de los biomarcadores asociados
con la funcién renal, por ejemplo los niveles urinarios de
albimina o 24 horas de excrecidén total de proteina
urinaria. Los métodos para construir y expresar anticuerpos
y sus fragmentos correspondientes que comprenden CDR de la
presente invencidén son conocidos por los expertos en la
técnica.

[00128] Un oligopéptido o polipéptido estd dentro del
alcance de la invencidn si tiene una secuencia de
aminodcidos que tiene al menos 75%, 76%, 77%, 78%, 79%,

80%, 81%, 82%, 83%, B84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
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92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad con al
menos una de las CDR representadas en la Tabla 1; y/o a una
CDR de un agente Iigador de WISE que forma blogueos
cruzados con la fijacidn de al menos uno de los anticuerpos
Ab-A, Ab-B, Ab-C, Ab-D, Ab-E, Ab-F, Ab-G, Ab-H, Ab-I, Ab-J,
Ab-K, Ab-1, Ab-M, Ab-N, Ab-0, Ab-P, Ab-Q, Ab-R, Ab-S, Ab-T,
Ab-U, Ab-V Ab-W, Ab-X, Ab-1, Ab-13, Ab-16, Ab-18, Ab-23,
Ab-24, Ab-28, Ab-29, Ab-48, Ab-60, Ab-63, Ab-65, Ab-66, Ab-
67, Ab-69, Ab-7, Ab-70, Ab-72, Ab-74, Ab-75, Ab-76 y Ab-9
con WISE, y/o forma bloéueos cruzados con la fijacién de
WISE por al menos unc de los anticuerpos Ab-A, Ab-B, 'Ab-C,
Ab-D, Ab-E, Ab-F, Ab-G, Ab-H, Ab-I, Ab-J, Ab-K, Ab-L, Ab-M,
Ab-N, Ab-0, Ab-P, Ab-Q, Ab-R, Ab-S, Ab-T, BAb-U, Ab-V Ab-W,
Ab-X, Ab-1, Ab-13, Ab-16, Ab-18, Ab-23, Ab-24, Ab-28, Ab-
29, Ab-48, Ab-60, Ab-63, Ab-65, Ab-66, Ab-67, Ab-695, Ab-7,
Ab-70, Ab-72, Ab-74, Ab-75, Ab-76 y Ab-9; y/o a una CDR de
un agente ligador de WISE en donde el agente ligador puede
bloquear el efecto inhibidor de WISE en un ensayo celular
{(es decir un agente ligador que neutraliza WISE); y/o a una
CDR de un agente ligador de WISE que se fija a un epitomo
de dominio de nudo de cisteina.

[00129] Los polipéptidos y anticuerpos de agente ligador de
WISE estan dentro del alcance de la invencién si tienen
secuencias de aminodcidos que tienen al menos 85%, 86%,
87%, 88%, -89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%
o 99% de identidad con una regién variable de al menos uno
de los anticuerpos Ab-A, Ab-B, Ab-C, Ab-D, Ab-E, Ab-F, Ab-
G, Ab-H, Ab-I, Ab-J, A&b-K, Ab-L, Ab-M, Ab-N, Ab-0, Ab-P,
Ab-Q, Ab-R, Ab-S, Ab-T, Ab-U, Ab-V Ab-W, Ab-X, Ab-1l, Ab-13,
Ab-16, hb—lS, Ab-23, Ab-24, Ab-28, Ab-29, Ab-48, Ab-60, Ab-
63, Ab-65, Ab-66, Ab-67, Ab-69, Ab-7, Ab~70, Ab-72, Ab-74,

Ab-75, Ab-76 y Ab-9 y forma blogqueos cruzados con la unién
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de al menos uno de los anticuerpos Ab-A, Ab-B, Ab-C, Ab-D,
Ab-E, Ab-F, Ab-G, Ab-H, Ab-I, Ab-J, Ab-K, Ab-L, Ab-M, Ab-N,
Ab-0, Ab-P, Ab-Q, Ab-R, Ab-S, Ab-T, Ab-U, Ab-V Ab-W, Ab-X,
Ab-1, Ab-13, Ab-16, Ab-18, Ab-23, Ab-24, Ab-28, Ab-29, Ab-
48, Ab-60, Ab-63, Ab-65, Ab-66, Ab-67, Ab-69, Ab—?,va—70,
Ab-72, Ab-74, BAb-75, BAb-76 y Ab-9 a WISE, vy/o forman
bloqueos cruzados con la fijacién de WISE por al menos uno
de los anticuerpos Ab-A, Ab-B, Ab-C, Ab-D, Ab-E, Ab-F, Ab-
G, Ab-H, Ab-I, Ab-J, Ab-K, Ab-L, Ab-M, Ab-N, Ab-0, Ab-P,
Ab-Q, Ab-R, Ab-S, Ab-T, Ab-U, Ab-V Ab-W, Ab-X, Ab-1, Ab-13,
Ab-16, Ab-18, RAb-23, Ab-24, Ab-28, Ab-29, Ab-48, Ab-60, Ab-
63, Ab-65, Ab-66, Ab-67, Ab-69, Ab-7, Ab-70, Ab-72, Ab-74,
Ab-75, Ab-76 y Ab-9; y/o puede bloquear el efecto inhibidos
de WISE en un ensayo celular (es decir un neutralizador de
agente ligador de WISE); y/o fijarse a un epitopo de
dominio de nudo de cisteina.

[00130] Los peclinucledtidos que codifican agentes ligadores
de WISE estdn dentro del alcance de la invencidén si tienen
secuencias de polinuclebétidos que tienen al menos 85%, 86%,
87%, B88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%
o 99% de identidad con un polinucledétido que codifica una
regidén variable de al menos uno de los anticuerpos Ab-A,
Ab-B y Ab-C y en donde los agentes ligadores de WISE
codificados forman bloqueos cruzados con la fijacién de al
menos uno de los anticuerpos Ab-A, Ab-B, Ab-C, Ab-D, Ab-E,
Ab-F, Ab-G, Ab-H, Ab-I, Ab-J, Ab-K, Ab-L, Ab-M, Ab-N, Ab-0,
Ab-P, Ab-Q, Ab-R, Ab-S, Ab-T, Ab-U, Ab-V Ab-W, Ab-X, BAb-1,
Ab-13, Ab-16, Ab-18, Ab-23, Ab-24, Ab-28, Ab-29, Ab-48, Ab-
60, Ab-63, Ab-65, Ab-66, Ab-67, Ab-69, Ab-7, Ab-70, Ab-72,
Ab-74, BAb-75, BAb-76 y Ab-9 a WISE, y/o forman blogueos
cruzados con la fijacién de WISE por al menos uno de los

anticuerpos Ab-A, Ab-B, Ab~C, Ab-D, Ab-E, Ab-F, Ab-G, Ab-H,
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Ab-I, Ab~J, Ab-K, Ab-L, Ab-M, Ab-N, Ab-O, Ab-P, Ab-Q, Ab-R,
Ab-S, Ab-T, Ab-U, Ab-V Ab-W, Ab-X, BAb-1, Ab-13, Ab-16, Ab-
18, Ab-23, Ab-24, Ab-28, Ab-29, Ab-48, Ab-60, Ab-63, Ab—-65,
Ab-66, Ab-67, Ab-69, Ab-7, Ab-70, Ab-72, Ab-74, Ab-75, Ab-
76 y Ab-9; y/o puede bloguear el efectc inhibidor de WISE
en un ensayo celular (es decir un neutralizader de agente
ligador de WISE); y/o fijarse a un epitopo de dominio de
nudo de cisteina.

[00131] La afinidad de wun agente ligador tal «como un
anticuerpo o contrapartida de unién, asi como el grado al
cual un agente ligador (tal como un anticuerpo} inhibe la
unidén, pueden ser determinados por un experto en la técnica
mediante técnicas convencionales, por ejemplc las descritas
por Scatchard et al. (Ann. N. Y. Acad. Sci. 51:660-672
(1949)) o por resonancia de plasmén de superficie (SPR;
BIAcore, Biosensor, Piscataway, N. J.). Para la resonancia
de plasmén de superficie, las moléculas objetive se
inmovilizan en una fase sélida y se expconen a ligandos en
una fase mévil que transcurre a lo largo de una célula de
flujo. Si se produce la fijacién del ligando al objetivo
inmovilizado, se modifica el indice de refraccidén local, lo
cual conduce a un cambic del angulc SPR, lo cual puede ser
monitoreado en tiempo real por la deteccidn de cambios en
la intensidad de la luz reflejada. Las tasas de cambio de
la serfial SPR se pueden analizar para obtener las constantes
aparentes de velocidad para las fases de asociacidén y 1la
disociacién de la reaccidn de unidén. La relacidén entre
estos valores provee la constante de equilibrio aparente
(afinidad) (ver, por ejemplo, Wolff et al., Cancer Res.
53:2560-65 (1993)).

[00132] Un anticuerpo de acuerdo con la presente invencién

puede pertenecer a cualquier clase de inmuncglobina, por
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ejemplo IgG, IgE, 1IgM, IgD o IgA. Se puede obtener o
derivar de wun animal, por ejemplo, aves (por ejemplo,
pcllos) y mamiferos, los cuales incluyen sin limitaciones
un ratén, una rata, un hamster, un conejo, u otro roedor,
una vaca, un caballo, una oveja, una cabra, un camello, un
humano, u otro primate. FEl puede ser un anticuerpo
internalizado. La produccidén de anticuerpos se describe en
general en la publicacién de patente de los Estados Unidos

N.° 2004/0146888 Al.

Ensayos de caracterizacién

{00133] En los métodos descritos en la presente para
generar anticuerpos de acuerdo con la invencidn, incluso la
manipulacién de las CDR especificas de Ab-A, Ab-B, Ab-C,
&Ab-D, Ab-E, Ab-F, Ab-G, Ab-H, Ab-I, Ab-J, Ab-K, Ab-L, Ab-M,
Ab-N, Ab-0, Ab-P, Ab-Q, Ab-R, Ab-S, BAb-T, Ab-U, Ab-V Ab-W,
Ab-X, Ab-1, Ab-13, Ab-16, Ab-18, Ab-23, Ab-24, Ab-28, Ab-
29, Ab-48, Ab-60, Ab-63, Ab-65, Ab-66, Ab-67, Ab-69, Ab-7,
Ab-70, Ab-72, Ab-74, Ab-75, Ab-76 y Ab-9 en nuevos marcos
y/0 regiones constantes, se dispone de ensayos apropiados
para seleccionar los anticuerpos o agentes 1ligadores
deseados (por ejemplo los ensayos para determinar la
afinidad de wunién a WISE; ensayos para formar blogueos
cruzados; “ensayo de fijacidn por competencia de epitopo de
péptido WISE humano” basado en Biacore; ensayo celular

MC3T3-El; ensayos in vivo).

Ensaycs de fijacidn de epitopo

[00134] El1 WISE humano no procesado tiene 206 amincdcidos
con el péptido sefial y la forma madura del WISE humano es
una glucoproteina de 183 aminoAcidos que contiene un motivo

de nudo de cistina. Debido a la conservacidén de residuos de
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aminodcidos claves, particularmente las cisteinas, se cree
que WISE tiene una estructura similar a las proteinas de
nudo de c¢isteina previamente descritas. Esta estructura
incluye, ademés del motivo de nudo de cistina, tres bucles
designados Bucle 1, Bucle 2 y Bucle 3. Tal como se usa en
la presente, las posiciones de los bucles se definen como
aproximadamente en los aminocdcidos 75 a 104 de SEQ ID NO: 2
para el Bucle 1; Bucle 2 estd aproximadamente en los
aminocacidos 105 a 132; y el Bucle 3 estd aproximadamente en
los aminoédcidos 134 a 170 de SEQ ID NO:2. Se entiende que
las posicicones aproximadas significan que las posiciones
relativas pueden ser de mads o© menos 2 aminoacidos
carboxiterminales o aminoterminales de las posiciones
establecidas.

[00135] E1 WISE humano fue sometido a digestidn
proteclitica para producir los fragmentos. Brevemente,
mediante el uso de diferentes proteasas, incluso tripsina,
aspN y lysC, se generaron fragmentos con diversos sitios de
escisidén y tamancs. Se determinaron las secuencias y la
masa para diversos péptidos de WISE humano. Se evalud la
proteccién de anticuerpo para determinar el efecto sobre la
accesibilidad para la protedlisis, incluso el
enmascaramiento de sitio recortado y la variacién
peptidica. Finalmente, se realizd un “ensayo de competencia
de epitopo de péptido WISE humano” basado en BIAcore.

[00136] Unoc de dichos fragmentos, denominado T49, consiste
esencialmente de una proteina WISE humana con mualtiples
truncaciones de SEQ ID NO:2, en donde los amincacidos 1 a
70, 113 a 126 y 171 a 206 de SEQ ID NO:2 estan ausentes del
polipéptido; este polipéptido se puede obtener por
digestién con tripsina de WISE humano y la proteina se

puede aislar por fraccionamiento por HPLC. Este fragmento
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es una porcidn inmunogénica del nudo de cisteina de WISE
humano gue comprende los aminodcidos 71 a 112 y 127 a 170
de SEQ ID NO:2, en donde la porcidén inmunogénica comprende
al menos uno de: (a) un enlace disulfuro entre los
aminodcidos Cl y C5; (b) un enlace disulfuro entre 1los
aminoacidos C2 y C6; y (c) un enlace disulfuro entre los
aminodcidos C3 y C7; la porcidédn inmunogénica puede tener al
menos dos de estos enlaces disulfuro; vy 1la porcién
inmunogénica puede tener los tres enlaces disulfuro.

[00137] Otro fragmento, denominado T56.1, consiste
esencialmente de consiéte esencialmente de una proteina con
truncaciones multiples WISE humana de SEQ ID NO: 2, en
donde los aminodcidos 1 a 70, 122 a 126 y 171 a 206 de SEQ
ID NO: 2 estan ausentes del polipéptido; este polipéptido
se puede obtener por digestidédn con tripsina de WISE humano
y la proteina se puede aislar por fraccionamientoc por HPLC.
Este fragmento es una porcidédn inmunogénica del nudo de
cisteina de WISE humano que comprende los amincacidos 71 a
121 y 127 a 170 de SEQ ID NO: 2, en donde la porciédn
inmunogénica comprende al menos une de: (a) un enlace
disulfuro entre los aminodcidos Cl y C5; (b) un enlace
disulfurc entre los aminodcidos C2 y C6; y (c) un enlace
disulfuro entre los aminodcidos C3 y C7; la porcién
inmuncogénica puede tener al menos dos de estos enlaces
disulfuro; y la pcrcidén inmuncgénica puede tener los tres
enlaces disulfuro.

[00138] Un grupo de anticuerpos exhibe un patrdén especifico
de fijacién a cilertos epitopos tal como se evidencia
mediante el “ensayo de competencia de epitopo de péptido
WISE humano” basado en BIAcore”. Brevemente, el anticuerpo
es preincubado con el epitopo que se desea estudiar, en

concentraciones que saturardn los sitios de fijacidén del
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epitomoc en el anticuerpo. El anticuerpo luego se expone a
WISE 1ligade a wuna superficie de chip. Después de 1la
adecuada incubacién y los procedimientos de lavado, se
establece un patrdn de fijacidn competitiva.

[00139] Ensayos de formacidn de bloqueos cruzados

[00140] Los términos “formar bloqueos cruzados”, “blogueocs
cruzados formados” y “formacidén de bloqueos cruzados” se
usan 1indistintamente en la presente para significar 1la
capacidad de un anticuerpo u otro agente ligador para
interferir con la fijacién de otros anticuerpos o agentés
ligadores a WISE.

[00141] E1 grade hasta el cual un anticuerpo u otro agente
ligador es capaz de interferir con la fijacién de otro a
WISE vy, en consecuencia, si se puede decir que forma
bloqueos cruzados de acuerdo con la invencién, se puede
determinar mediante ensayos de fijacidén competitiva. Un
ensayc cuantitativo particularmente adecuado usa una
maguina Biacore que puede medir el gradoe de las
interacciones mediante el uso de tecnologia de rescnancia
de plasmédn de superficie. Otro ensayo cuantitativo adecuado
para la formacidén de bloqueos cruzados usa un enfoque
basadc en ELISA para medir la competencia entre anticuerpos
u otros agentes ligadores en términos de su fijacidén a

WISE.

Ensayoc Biacore para la formacién de bloqueos cruzados

[00142] Lo siguiente describe en general un ensayo adecuado
por Biacore para determinar si un anticuerpo u otro agente
ligador forma blogqueos cruzados o es capaz de formar
bloqueos cruzados de acuerdo con la invenciédn. Por
conveniencia se hace referencia a dos anticuerpos, pero se

apreciard que el ensayo se puede usar con cualquiera de los
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agentes ligadores de WISE descritos en la presente, La
maquina Biacore (por ejemplo Biacore 3000) se opera en
linea con las recomendaciones del fabricante.

[00143] Asi, en un ensayo de formacién de bloqgueos
cruzados, se acopla WISE a un chip CMS BRiacore usando
quimica estindar de acople de amina para Jgenerar una
éuperficie recubierta de WISE. Generalmente se acoplan 200-
800 unidades de resonancia de WISE al chip {(una cantidad
gue provee niveles facilmente medibles de fijacidn, pero
que se satura facilmente mediante las concentracicnes de
reactivo de prueba usados).

[00144] Los dos anticuerpos (denominados A* y B*) que se
desean evaluar en su capacidad para formar Dblogqueos
cruzados se mezclan en una relacién uno a uno molar de
sitios de fijacidén en un buffer adecuado para crear la
mezcla de prueba. Cuando se calculan las concentraciones
sobre una base de sitios de fijacidén, se supone gue el peso
molecular de un anticuerpo es el peso molecular total del
anticuerpo dividido por la cantidad de sitios de unidén de
WISE en dicho anticuerpo.

[00145] La concentracién de cada anticuerpo en la mezcla de
prueba deberia ser suficientemente elevada para saturar
facilmente los sitios de unién para dichc anticuerpo en las
moléculas de WISE capturadas en el chip Biacore. Los
anticuerpos de la mezcla estdn en la misma concentracién
molar (en base de fijaciédn) y dicha concentraciédn
generalmente es de entre 1,00 y 1,5 micromolar {(en base de
sitios de fijaciédn).

[00146] También se preparan soluciones separadas que

contienen anticuerpo A* solo y anticuerpo B* solo. E1

anticuerpo A* y el anticuerpo B* en estas soluciones deben
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tener el mismo buffer y la misma concentracidén que en la
mezcla de prueba.

[00147] La mezcla de prueba se pasa sobre el chip de
Biacore recubierto por WISE y se registra la cantidad total
de fijacidén. Luego se trata el chip de manera tal que se
extraen los anticuerpos fijados sin dafiar el WISE ligado al
chip. Generalmente esto se hace por tratamiento del chip
con 30 mM de HCl durante 60 segundos.

[00148] La solucidén de anticuerpo A* sola luego se pasa

sobre la superficie recubierta de WISE y se registra la
cantidad de fijacién. Nuevamente se trata el chip de manera
tal que se extraen los anticuerpos fijados sin dafiar el
WISE ligado al chip.

[00149] La solucidén de anticuerpo B* sola luego se pasa
sobre la superficie recubierta de WISE y se registra la
cantidad de fijacidn.

[00150] 2 continuacién se calcula la maxima £fijacidn
tedérica de la mezcla de anticuerpo A* y anticuerpo B* y es
la suma de la fijacidén de cada anticuerpo cuando se pasa
solo sobre la superficie de WISE. Si la fijacidén real de la
mezcla es inferior a este maximo tedrico, entonces los dos
anticuerpos forman bloqueos cruzados entre si.

[00151] Por lo tanto, en general, un anticuerpo u otro
agente ligador de acuerdo con la invencidén que forma
bloqueos cruzados es uno que se fija a WISE en el ensayo
anterior de Biacore sobre formacidén de blogueos cruzados de
manera tal que durante el ensayo y en presencia de un
segundo anticuerpo u otro agente ligador de la invencién la
fijacién registrada es entre 80% y 0,1% (por ejemplo B0% a
4%) de la méxima fijacidén tedrica, especificamente entre
75% y 0,1% (por ejemplo 75% a 4%) de la maxima fijacidn

tedérica y mas especificamente entre 70% y 0,1% (por ejemplo
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70% a 4%) de la maxima fijacidén tedrica (tal como se
definidé con anterioridad) de los dos anticuerpos o agentes
ligadores en combinacién.

[00152] El ensayo Biacore descrito con anterioridad es un
ensayo utilizado para determinar si los anticuerpos u otros
agentes forman blcogqueos cruzados entre si de acuerdo con la
invencidén. En raras ocasiones los anticuerpos u otros
agentes ligadores particulares pueden no unirse a WISE
acoplado por quimica de amina a un chip de CM5 Biacore
(esto suele ocurrir cuando el sitio de unidén relevante de
WISE est& enmascarado o destruide por el acoplamiento al
chip). En tales casos se puede determinar la formacién de
blogqueos cruzados mediante una versidén rotulada de WISE,
por ejemplo WISE con rdétule His N-terminal. En este formato
particular, un anticuerpo anti-His se acopla al chip de
Biacore y 1luego se pasa el WISE con roétulo His sobre la
superficie del chip y es capturado por el anticuerpo anti-
His. El andlisis de bloqueo cruzado se realiza
esencialmente tal como se describidé con anterioridad,
excepto que después de cada ciclo de regeneracidén del chip,
se debe volver a cargar nuevo WISE con rétulo His sobre la
superficie recubierta con anticuerpo anti-His. Ademas del
ejemplo dado usande WISE con rdtulo His N-terminal, se
puede usar como alternativa WISE con rétulo His C-terminal.
Ademas, se pueden usar diversos otros rdotulos Y
combinaciones de proteinas fijadas a rétulos gque son
conocidos en la técnica para un analisis de formacién de
blogueos cruzados (por ejemplo rdétulo HA con anticuerpos
anti-HA; rdétuleo FLAG con anticuerpcs anti-FLAG; rdétulo de

biotina con estreptavidina).

.Ensayo por ELISA de formacién de bloqueos cruzados
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[00153] Lo siguiente describe en general un ensayo por
ELISA para determinar si un anticuerpo anti-WISE u otro
agente ligador de WISE forma bloqueos. cruzados o es capaz
de e formar bloqueos cruzados de acuerdo con la invencién.
Por conveniencia, se hace referencia a dos anticuerpos,
pero se apreciard que el ensayo se pueden usar con
cualquiera de los agentes ligadores de WISE descritos en la
presente.

[00154] El1 principic general del ensayo consiste en tener
un anticuerpc anti-WISE recubierto sobre las cavidades de
una placa de ELISA. Se afiade una cantidad en exceso de un
segundo anticuerpo anti-WISE potencialmente capaz de formar
bloqueos cruzados en solucidén (es decir no ligado a las
placas de ELISA). Luego se afade una cantidad limitada de
WISE a las cavidades. El anticuerpo de cubierta y el
anticuerpo en solucidén compiten por la unidén a la cantidad
limitada de moléculas de WISE. La placa se lava para
extraer el WISE que no ha sido ligado por el anticuerpo de
cubierta y también para extraer la segunda fase en solucién
de anticuerpo, asi como cualquier complejo formado entre la
segunda fase en soclucidén de anticuerpo y WISE. Luego se
mide la cantidad de WISE ligado. mediante un adecuado
reactivo de deteccidén de WISE. Un anticuerpo en solucidn
capaz de formar Dblogueocs cruzados con el anticuerpo de
cubierta podrd causar una disminucidén de la cantidad de
moléculas de de WISE que el anticuerpo de cubierta puede
fijar respecto de la cantidad de moléculas de WISE que el
anticuerpo de cubierta puede fijar en ausencia de la
segunda fase en solucidén de anticuerpo.

[00155] Este ensayo se describe c¢con mds detalle mas
adelante para Ab-A, Ab-C y Ab-E. En el caso de que se elija

Ab-A como anticuerpc inmovilizado, se recubre sobre las
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cavidades de una placa de ELISA, tras lo cual se bloquean
las placas con una solucién de bloqueo adecuada, a fin de
minimizar la fijacién no especifica de los reactivos que se
afladen a continuacién. Luego se agrega una cantidad en
exceso de Ab-C a la placa de ELISA de manera tal que los
moles de sitios de unién de WISE en Ab-C por cavidad sean
al menos 10 veces superiores a los moles dé sitios de
fijacidén de WISE a Ab-A que se usaron por cavidad durante
la cubierta de la placa de ELISA.

[00156] Luego se afiade WISE de manera tal que los moles de
WISE anadidos por cavidad sean al menos 25 veces inferiores
a los moles de sitios de unidén de WISE en Ab-A usados para
recubrir cada cavidad. Después de un periodo de incubacién
adecuado se lava la placa de ELISA y se afiade un reactivo
de deteccién de WISE para medir la cantidad de WISE ligado
especificamente al anticuerpo anti-WISE de cubierta (en
este casc Ab-A). La seflal de fondo para el ensayo se define
como la sefial obtenida en las cavidades con el anticuerpo
de cubierta (en este caso Ab-A), el segundo anticuerpo de
fase de solucidn (en este caso Ab-B), sb6lo buffer de WISE
(es decir sin WISE) y reactivos de deteccidén de WISE. La
sefial de control positivo para el ensayo se define como 1la
sefial obtenida en 1las cavidades con el anticuerpo de
cubierta (en este caso Bb-A), el buffer solo de la segunda
solucidén de fase de anticuerpo (es decir sin segunda
solucién de fase de anticuerpo), WISE y reactivos de
deteccidén de WISE. El ensayo de ELISA debe ser corrido de
manera tal que la sefial de control positivo debe ser al
menos 3 veces la serial de fondo.

[00157] Para evitar cualquier artefacto (poxr ejemplo
afinidades significativamente diferentes entre Ab-A y Ab-B

para WISE) gue resulten de la eleccidédn del anticuerpo usado
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como anticuerpo de cubierta vy .del segunda anticuerpo
(competidor), el anterior ensayo de formacidén de bloqueos
cruzados debe ser corrido en dos formatos: 1) el formato 1
es aquel donde el primer anticuerpo es el anticuerpo que
recubre la placa de ELISA y el segundo anticuerpoc es el
anticuerpo competidor gque estd en solucidén y 2) el formato
2 es donde el primer y el segundo anticuerpo estan

revertidos en la cubierta y la solucién.

Ensayo de neutralizacidén celular

[00158] Se usan células MC3T3-El SuperTopFlash {STF)
informadoras para determinar si la proteina WISE puede
modular las sefales Wnt. La activacidén de las senales
dependientes de TCF en células 7MC3T3—E1 STF se puede
disparar mediante el uso de sefiales enddgenas Wnt inducidas
al cambiar el medio de cultivo por medio de diferenciacidn
o por el agregadc de Wnt exdgenoc tal como Wnt3a. La
proteina WISE recombinante derivada de E. coli o célula de
mamirero puede inhibir Wnt en forma dependiente de la dosis
en células MC3T3-E1 STF.

[00159] Ensayo de luciferasa: un vial de células MC3T3-
E1/STF se plaquea en un frasco de cultivo en medio de
expansién. Cuando las células confluyen se someten a
tripsinizacién y las células en medio de expansidén se
plaquean en cada cavidad de una placa de 96 cavidades. Al
dia siguiente se extrae el medic de expansidn y se
reemplaza con 100 ul de medio dé diferenciacién recién
preparado.

[00160] La mitad del medio de diferenciacidén (50 ul) se
reemplaza con medio de diferenciacidén recién preparado
durante los cuatro dias siguientes. Después de cinco dias

de diferenciacidn, se reemplaza todo el medio por muestras
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de prueba en el medio de diferenciacidén fresco en un
volumen de 100 wul. Las placas luego se dejan incubar
durante 24 horas antes de medir la senal de luciferasa. La
sefial de luciferasa se mide luego de extraer el medio de
las placas de prueba y de la adicién de 20 ul de 1x de
buffer de 1lisis gue ha sido equilibrado a temperatura
ambiente. Las placas se sellan y se giran durante 30
minutos a temperatura ambiente y se afiaden 100 ul de
reactive de ensayo de luciferasa a cada cavidad y la senal,
se captura mediante el uso de un lumindémetro (LMAX,
Molecular Device) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

Ensayo de neutralizacidén in vivo

[00161] Los incrementos de diversos pardmetros asociados o
resultantes de la proteccidén renal o proteccidn pulmonar se
pueden medir como un resultado del anédlisis in vivo de los
agentes de unidén WISE a fin de identificar los agentes de
unién que son capaces de neutralizar WISE y proporcionar un
beneficio terapéutico. Dichos parametros incluyen varios
marcadores renales/pulmonares. 3% marcadores
histomorfométricos de salud renal/pulmonar. Un agente de de
unién neutralizante de WISE se define como unc capaz de
causar un aumento estadisticamente significativo, en
comparacién con los animales tratados con vehiculo, en
cualquier  parametro asociado o resultante de la
estimulacidén de la proteccidén renal / pulmonar. Dicho
andlisis in vivo se puede realizar en cualquier mamifero

adecuado (por ejemplo, ratdn, rata, mono).

Formulacién y administracidén de agentes terapéuticos




66

[00162] Se proporcionan composiciones farmacéuticas, que
comprenden uno de los agentes de unién descriptos
anteriormente tales comc al menos un énticuerpo Ab-A, Ab-B,
Ab-C, Ab-D, Ab-E, Ab-F, Ab-G, Ab-H, Ab-I, Ab-J, Ab-K, Ab-L,
Ab-M, Ab-N, Ab-0, Ab-P, Ab-Q, Ab-R, Ab-S, Ab-T, Ab-U, Ab-V
Ab-W, Ab-X, Ab-1, Ab-13, Ab-16, Ab-18, Ab-23, Ab-24, Ab-28,
Ab-29, Ab-48, Ab-60, Ab-63, Ab-65, Ab-66, Ab-67, Ab-69, Ab-
7, Ab-70, Ab-72, BAb-74, Ab-75, Ab-76 y Ab-9 para WISE
humano, Jjunto con un portador, excipiente o diluyente
farmacéutica o fisioldgicamente aceptable.

[00163] E1 desarrollo de la dosificacidén y regimenes de

tratamientos adecuados para el uso de las composiciones
particulares descriptas en la presente en una variedad de
regimenes de tratamiento, que 1incluyen por ejemplo,
administracién y formulacién subcutanea, oral, parenteral,
intravenosa, intranasal e intramuscular, es bien conocido
en la técnica, algunos de los cuales se describen
brevemente a continuacién  para fines generales de
ilustracién.

[00164] En ciertas aplicaciones, las composiciones
farmacéuticas descriptas en la presente se pueden
administra por medio de administracién oral a un animal.
Como tales, estas composiciones se pueden formular con un
diluyente inerte o con un portador comestible asimilable o
se pueden intrcducir cépsulas de gelatina duras o blandas o
se pueden comprimir en comprimidos © se pueden incorporar
directamente con la comida de la dieta.

[00165] En ciertas circunstancias sera conveniente
administrar las composiciones farmacéuticas descriptas en
la presente por via subcutdnea, _parenteral, intravenosa,
intramuscular ¢ incluso intraperitoneal. Dichos métodos son

bien conocidos por los profesionales expertos, algunocs e
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los cuales se describen adicionalmente, por ejemplo, en las
Patente U. S. N.° 5.543.158; Patente U. S. N.° 5.641.515 y
Patente U. S. N.° 5.399.363. En ciertas formas de
realizacién, las soluciones de los compuestos activos como
base libre o sales farmaccldgicamente aceptables se pueden
preparar en agua mezcladas adecuadamente con un
tensiocactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. También se
pueden preparar dispersicnes en glicerol,
polietilenglicoles liquidos y sus mezclas y en aceites. En
condiciones ordinarias de almacenamientc y uso, estas
preparaciones deneralmente contendran un conservante para
evitar el crecimiento de microorganismos.

[00166] Las formas farmacéuticas ilustrativas adecuadas
para uso 1inyectable incluyen soluciones o dispersiones
acucsas estériles y polvos estériles para la preparacién
extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables
estériles (por ejemplo, ver Patente U. S. N.° 5.466.468).
En todos los casos la forma debe ser estéril y debe ser
fluida en la medida gue exista una inyectabilidad sencilla.
Debe ser estable en las condiciones de fabricacidn vy
almacenamiento y se debe preservar contra la accidn
contaminante de microorganismos, tales como bacterias vy
hongos. El1 portador puede ser un solvente o medio de
dispersidén gue contiene, por ejempio, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol
liquido y similares), mezclas adecuadas de estocs, y/o
aceltes vegetales. Se puede mantener una fluidez apropiada,
por ejemplo, por el uso de una cubierta, tal como lecitina,
por el mantenimiento del tamafio de particula requerido en
el caso de dispersién y/o por el uso de tensiocactivos. La
prevencién de la accién de microorganismos se puede

facilitar con varios agentes antibacterianos y
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antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanocl, fenol,
dcido sérbico, timerosal y similares. En muchos casos, seré
preferible incluir agentes isotdnicos, por ejemplo,
azlcares o cloruro de sodio. La absorcidén prolongada de las
.composiciones inyectables se puede producir por el uso en
las composiciones de agentes retardadores de la absorcidn,
por ejemplo, monoestearato de aluminioc y gelatina

[00167] En una forma de realizacidn, para la administraciodn
parenteral en una solucidén acuosa, la solucidn se debe
tamponar adecuadamente si es necesario y el diluyente
liquido primero se volvid isotdnico con suficiente solucidn
salina o glucosa. Estas scluciones acuosas particulares son
especialmente adecuadas para la administracién intravenosa,
intramuscular, subcutdnea e intraperitconeal. En este
aspecto, se puede emplear un medioc acuoso estéril que seré
conocido por los expertos a la luz de la -presente
descripcidén. Por ejemplo, una dosis se puede disolver en 1
ml.de solucidon de NaCl isotdbnica y agregarse a 1000 ml de
fluido de hipodermoclisis o© inyectarse en el sitio de
infusidén propuesto (ver, por ejemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, 15va ed., pp. 1035-1038 y 1570-
1580} . Alguna variacién de la dosis se producira
necesariamente segun la condicién del sujeto tratado. Mas
aun, para la administracién humana, obviamente las
preparaciones con preferencia cumplirdn los estandares de
esterilidad, pirogenicidad y seguridad y pureza requeridos
por la Oficina de FDA de estandares bioldégicos.

[00168] En otra forma de realizacidén de la invencidn, las
composiciones descriptas en la presente se pueden formular
en forma neutra o sal. Las sales farmacéuticamente
aceptables ilustrativas incluyen las sales de formacién de

acidos (formadas <con los grupos amino libres de la
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proteina) y gque se forman con A&cidos inorgédnicos tales
como, por ejemplo, &acidos clorhidrico o fosférico, o acidos
organicos tales como acético, oxalico, tartarico, mandélico
y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo
libres también se pueden derivar de bases inorgénicas tales
como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio,
calcio, o férrico V% bases organicas tales como
isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina 3%
similares. Después de la formulacién, las soluciones se
administrardn de una manera compatible con la formulacidn
de la dosis y en una cantidad tal gque sea terapéuticamente
efectiva.

[00169] Los portadores ademds pueden comprender alguno y

todos los solventes, medios de dispersién, vehiculos,

cubiertas, diluyentes, agentes antibacterianos Y%
antifingicos, agentes isoténicos y retardadores de
absorcién, buffer, soluciones portadores, suspensiones,

colecides v similares. El uso de tales medios y agéntes para
las sustancias activas farmacéuticas es bien conocido en la
técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o
agente convencional sea incompatible con el ingrediente
activo, se contempla su usc en las composiciones
terapéuticas. Locs ingredientes activos suplementarios
también se pueden incorporar en las composiciones. La frase
“farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades
moleculares y composiciones gque no producen una reaccidn

alérgica o no deseada similar cuando se administra a un ser

humano.
[00170] En ciertas formas de realizacidn, se usan
liposomas, nanocéapsulas, © microparticulas, particulas

lipidicas, vesiculas y similares, para la introduccion de

las composiciones de la presente invencidn en células
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huésped/organismos adecuadas. En particular, las

composiciones de la presente invencidn se pueden formular

para la administracién, ya sea encapsuladas en una
particula lipidica, un liposoma, una vesicula, una
nancesfera o© una nanoparticula o similares. En forma

alternativa, las composiciones de la presente invencidn se
pueden unir, en forma covalente © no covalente, a la
superficie de tales vehiculos portadores.

[00171] La formacidén y el uso de lipocsomas y preparaciones
tipo liposoma como portadores potenciales del farmaco son
generalmente conocidos por los expertos en la técnica (ver
por ejemplo, Lasic, Trends Biotechnol. 16(7):307-21, 1998;
Takakura, Nippon Rinsho 56(3):691-95, 1998; Chandran et
al., Indian J. Exp. Biol. 35(8):801-09, 1997; Margalit,
Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 12(2-3):233-61, 1995;
Patente U. S. N.° 5.567.434; Patente U. S. N.° 5.552.137;
Patente U. S. N.° 5.565.213; Patente U. S. N.° 5.738.868 y
Patente U. S. N.° 5.795.587, cada una incorporada
especificamente en la presente como referencia en su
totalidad). El uso de 1los -liposomas no parece estar
asociado con 1las respuestés autoinmunes o toxicidad
inaceptable después de la administracién sistémica. En
ciertas formas de realizacién, los liposomas se forman a
partir de fosfolipidos gque estén dispersos en un medio
acuoso y forman espontaneamente vesiculas bicapa
concéntricas multilaminares (también denominadas vesiculas
multilaminares (MLV)}.

[00172] En forma alternativa en otras formas de
realizacidn, la invencién proporciona formulaciones en
nanocapsulas farmacéuticamente aceptables de las

composiciones de la presente invencidén. Las nanocapsulas

generalmente pueden capturar compuestos de una manera
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estable vy reproducible (ver, por ejemplo, Quintanar;
Guerrero et al., Drug Dev. Ind. Pharm. 24(12):1113-28,
1998). Para evitar los efectos secundarios debido a la
sobrecarga poclimérica intracelular, dichas particulas
ultrafinas (tamano alrededor de 0,1 um) se pueden disenar
usando polimeros capaces de degradarse in vivo. Dichas
particulas se pueden obtener como se describe, por ejemplo,
en Couvreur et al., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst.
5(1):1-20, 1988; zur Muhlen et al., Eur. J. Pharm.
Biopharm. 45(2):149-55, 1998; Zambaux et al., J Controlled
Release 50(1-3):31-40, 1998:; y Patente U. S. N.° 5.145.684.
[00173] Ademas, las composicicnes farmacéuticas de la
presente invencién se puede colocar dentro de los
recipientes, junto con el material de envase que
proporciona las instrucciones respecto del uso de tales
composiciones farmacéuticas. " Generalmente, dichas
instrucciones incluiran una expresidn tangible que describe
la concentracidén de reactivo, asl también como en ciertas
formas de realizaciédn, las cantidades relativas de
ingredientes o diluyentes excipientes (por ejemplo, agua,
solucidén salina o PBS) que puedeﬁ ser necesarlias para
reconstituir la composicién farmacéutica.

[00174] La dosis administrada puede variar de 0,01 mg/kg a
200 mg/kg de peso corporal. Las dosis tipicas estan entre
30 mg/kg vy 75 mg/kg. Sin embargo, como serd evidente para
los expertos en la técnica, la cantidad y la frecuencia de
la administracién dependerd, obviamente, de factores tales
como la naturaleza y la gravedad de la indicacidn tratada,
la respuesta deseada, la afeccién del paciente y demés.
Normalmente, las composiciones se pueden administrar por

una variedad de técnicas, como se indicd anteriormente.
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Método de tratamientc usando agentes de unidén a WISE

[00175] “Tratamientoc” es una intervencidén realizada con la
intencién de prevenir el desarrcllo o alterar la patologia
de un trastorno. Por consiguilente, “tratamiento” se refiere
tanto al tratamiento terapéutico como las medidas
profilacticas o preventivas. Los que necesitan tratamiento
incluyen los gue ya padecen el trastorno asi como aquellos
en los gue previene el trastorno.

[00176] “Mamifero” a los fines del tratamiento se refiere a
cualquier animal <clasificado c¢omo mamifero, que incluye
seres humanos, animales domésticos-y de granja y zooldgico,
animales de deporte\ 0 mascotas, tales <como perros,
caballos, gatos, vacas, etc. Con preferencia, el mamifero
es un ser humano.

[00177] Como se wusa en el contexto del tratamiento de
trastornos o enfermedades renales, la frase “cantidad
terapéuticamente efectiva” se refiere:a una cantidad de
anticuerpo WISE terapéutica o profilidctica gque proporciona
una reduccién en dario o deterioro renal o que proporciona
una reduccién de la gravedad o progresién de los sintomas
asociados con la enfermedad renal, tales como fibrosis y
proteinuria (es decir, que proporciona “eficacia
terapéutica”). Como se usa en el contexto del tratamiento
de fibrosis la frase “cantidad tefapéuticamente efectiva”
se refiere a una cantidad de anticuerpo WISE terapéutica o
profilactica que proporciona una reduccidén en elementos
fibroides o sus precursofes, y/0 que proporciona una

reduccidédn de la gravedad o progresién de sintomas asociados

con enfermedad fibrética (es decir, que proporcicna
“eficacia terapéutica”), por ejemplo, enfermedad glomerular
proteinurica.

7§



73

[00178] En una forma de realizacidn, se contemplan
composiciones de la invencidén que son Utiles para tratar,
reducir y/o prevenir la disfuncién renal que incluye las
seleccionadas del grupo que consiste en enfermedad
glomerular ©proteinurica, enfermedad  renal en etapa
terminal, enfermedad renal crénica, nefropatia Igh,
sindrome de Bartter, sindrome de Gitelman, nefrolitiasis,

amilcoidosis renal, hipertensidén, aldosteronismo primario,

enfermedad de Addison; insuficiencia renal;
glomerulonefritis vy glomerulonefritis c¢rénica: nefritis
tubulointersticial; trastornos quisticos del rifAdén vy
malformaciones displasicas tales como enfermedad

poliquistica, displasias renales y dquistes corticales o

medulares; enfermedades renales poliquisticas hereditarias

(PRD), tales comoc PRD recesiva y dominante autosdémica;
enfermedad quistica medular; rifidn en esponja medular vy
displasia tubular; sindrome de Alport; canceres no renales
gque afectan la fisioclogila renal, tales como tumores
broncogénicos de los pulmones o tumores de la region basal
del cerebro; mieloma multiple; adenocarcinomas del rifidén;
carcinoma renal metastasico; ademés, los trastornos
nefrotéxicos incluyen cualquier darfio funcional o)
morfoldégico en el rindn producido por cualguier agente
farmacéutico, quimico, o bioldgico que se ingiere, inyecta,
inhala o absorbe. Algunas categorias amplias de agentes
nefrotéxicos comunes incluyen pero sin limitacidn
supresores inmunes, tales como inhibidores de calcineurina,
metales pesados, todas las <clases de antibidticos,
analgésicos, solventes, agentes inductores de oxalosis,
farmacos anticancer, herbicidas vy ©pesticidas, agentes

botdnicos y biocldgicos y antiepilépticos.
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[00179] La frase “actividad reductora fibrdética” se refiere
a la capacidad de inhibir, en forma completa o parcial, la
formacién de fibroide o eliminar o reducir la fibrosis
existente. En consecuencia, en una forma de realizacidn se
contemplan las composiciones de la presente invenciédn
utiles para tratar enfermedades fibréticas, gque incluyen
fibrosis o cicatrizaciédn patoldgica (gue incluye esclerosis
endocardica), fibrosis intersticial idiopatica, fibrosis
pulmenar intersticial, fibrosis perimuscular, fibrosis de
Symmers, fibrosis pericentral, hepatitis, dermatofibroma,
cirrosis biliar, <cirrosis alcohélica, fibrosis pulmonar

aguda, fibrosis pulmonar idiopdtica, sindrome de distrés

respiratorio agudo, fibrosis ‘renal/glomerulonefritis,
fibrosis renal/nefropatia diabética,
esclerodermia/sistémica, esclerodermia/local, quelcides,
cicatrices hipertréficas, adhesiones articulares
severas/artritis, mielofibrosis, cicatrices corneanas,
fibrosis quistica, distrofia muscular (Duchenne), fibrosis
cardiaca, fibrosis muscular/separacién retiniana,

constriccidén esofédgica y enfermedad de Peyronie. Otros
trastornos fibréticos pueden ser inducidos o iniciados por
la cirugia, que incluye la revisidén de cicatrices/cirugias
plasticas, glaucoma, fibrosis por catarata, cicatrizacidn
corneana, adhesiones articulares, enfermedad injerto versus
huésped {por ejemplo, en pacientes trasplantados), cirugia
de tendones, atrapamiento nervioso, contractura de
Dupuytren, adhesiones/fibrosis OB/GYN, adhesiones pélvicas,
fibrosis peridural, restenosis. También se contempla que
las afecciones fibréticas en las que el depdsito de
fibronectina es el factor causante se pueden tratar de
acuerdo con la invencidén. La fibrosis pulmonar idiopéatica,

inducida por bleomicina en pulmén, fibrosis quistica vy
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nefropatia glomerular, que incluye la enfermedad
caracterizada por los depdsitos de fibronectina en 1los
rifiones finalmente 1llevan a la insuficiencia renal son
ejemplos de afecciones que también se pueden tratar de
acuerdo con la presente invencidn.

[00180] La invencién también contempla un anticuerpo gue
tiene una afinidad de al menos de 1x107' M para WISE e
inhibe la actividad de WISE adecuado para usar en un método
para tratar una afeccidén médica asociada con la fibrosis,
donde la fibrosis puede estar asociada con una enfermedad
descripta anteriormente gque incluye enfermedad pulmonar o
enfermedad renal. Por otra parte, también se contempla un
anticuerpo que tiene una afinidad de al menos 1x107' M para
WISE e inhibe la actividad de WISE adecuado para usar éen un
método para tratar wuwna afeccidén médica asociada con
proteinuria.

[00181] La invencidén también proporcicna terapias de
combinacién donde las composiciones de la invencidn se
administran a un paciente que los necesita con agentes
terapeuticos adicionales que tratan la enfermedad
subyacente o reducen los sintomas asociades con la
enfermedad tratada. Estas terapias adicionales se pueden
administrar en forma simultanea, antes o después de la
administraciéon de la composicidén de la presente invencidn.,
Las terapias adicionales para uso en combinacidén con las
composicicnes de la présente invencién incluyen inhibidores
de ACE, blogueo del receptor de angiotensina {(ARB),
eritropoyetina (por ejemplo, Aranesp® (darbepoetina},
Epogen® (eritropoyetina alfa), inhibidores de calcineurina,
esteroides, bloqueantes beta y similares.,

[00182] La invencién también proporciona un kit diagnéstico

gue comprende al menos un agente de unidén anti-WISE de

§1




76

acuerdo con la presente invencidén. El agente de unién puede
ser un anticuerpo. Ademds, dicho kit opcionalmente puede
comprender uno © mas de los siguiéntes: (1) instrucciones
para usar unc o mas agentes de unidén para anélisis,
diagndstico, prognosis, control terapéutico o cualquier
combinacién de estas aplicaciones; (2) un compafiero de
unién marcadc para 1los agentes de unidn anti-WISE; (3) una
fase sdélida (tales como una tira reactiva) sobre la cual se
inmovilizan el/los agentes de unién anti-WISE; y (4) una
etiqueta © prospecto que indica la aprobacidn reguladora
para deteccidén, usc diagnéstico, prondstico o terapéutico o
cualquiera de sus combinaciones. Si no se proporciona
companero de unidén marcado para el agente de unién, el

agente de unidén mismo se puede marcar <con uno O Mmas

marcadores detectables, por ejemplo, un residuo
quimioluminiscente, enzimatico, fluorescente, o)
radiocactivo.

[00183] Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de

ilustracidén y no a modo de limitaciédn.

EJEMPLOS

[00184] Se usd un clon de WISE humano como molde para PCR
para generar el casete de expresidén de huWise-MYC por PCR.
El producto resultante se ensambld en un vector después de
confirmar la secuencia, el fragmento del clon se clond
posteriormente en un vector pCDNA3.1. Se wusd huWise-
MYC/pCDNA3.1 como molde para generar el casete de expresidn
de huWise usando PCR. La secuencia producto del PCR se
confirmé y posteriormente se cortd y luego se subclond en

un vector de expresidén. La secuencia de ADN de huWise se
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representa en la SEQ ID NO:1. La secuencia de polipéptidos
de WISE humano se representa en la SEQ ID NO:2

Clonacién de WISE de ratdn, rata y cynomolgus

[00185] Se usd WISE de ratdén como molde para PCR usando
cebadores para generar un constructo de expresidén de NSP-
mWise (NSP - péptido sefial nativo). El producto de PCR se
cloné en el vector para la confirmacién de la secuencia, el
-fragmento de ADN con la secuencia correcta luego se clond
en un vector de expresidén del gen. La secuencia de ADN de
mWISE se representa en la SEQ ID NO:3. La secuencia de
polipéptidos de WISE de ratén/pTTS-se representa en la SEQ
ID NO:4, Se clond WISE de rata usandec PCR y se clond
directamente en un vector. La secuencia de ADN de Wise de
rata se representa en la SEQ ID NO:5. La secuencia de
polipéptidos de WISE de rata se representa en la SEQ 1ID
NO:6. También se clondé WISE de cynomolgous y se insertd en
un vector de expresidén. La secuencia de ADN del Wise de
cyno se representa en la SEQ ID NO:7. La secuencia de
polipéptidos del WISE de cyno se representa en la SEQ ID
NO:8.

Expresién y purificacién de proteinas de WISE de ratdén y

humana en E. coli

[00186] Las células que se transférmado con un vector de
expresidén de WISE se cultivaron hasta una densidad optica
de 8 a 11 a 600 nm y luego se indujeron y recolectaron por
centrifugacién seis horas mas tarde. La pasta de células
congeladas se descongeld y se resuspendidé en buffer con un
homogenizador hasta gque la suspensidén fue homogénea. La
suspensién celular luego se homogenizd para abrir las
células y liberar los cuerpos de inclusién. El homogenizado

resultante luego se centrifuga a 5.000 x g durante una hora
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a 5 °C para recolectar los cuerpos de inclusidén como un
pellet, dejando los contaminantes citoplasmicos en el

sobrenadante descartado. El citoplasma residual se lava de

los cuerpos de inclusién por resuspensién homogénea del’

pellet al volumen de homogenizado original usando agua
enfriada y un homogenizador de alta velocidad seguido por
la centrifugacidén como antes. El pellet resultante, cuerpos
de inclusidén lavados (WIBS), luego se congela a -80 °C.
[00187] Una cantidad suficiente de WIBS y clorhidrato de
guanidina (GnHCl) se wusan en medio de solubilizacién
reductor para producir aproximadamente 1 mg/ml de producto
reducido Y% 0,18 M de concentraciones finales. La
solubilizacidén luego se afiadié con agitacidn a la sclucidn
de replegamiento. E1l replegamiento se dejd agitar
suavemente y oxidar al aire durante 72 horas a 6 °C. La
precipitacién se extrajo por filtracidén 0,45 um dejando el
filtrado (AP). El AP luegc se ajustd con 20 mM de Tris a pH
8,5 wusando 1 M de Tris HCl para generar un segundo
precipitado ligerc que se extrae por centrifugacién a 5 K x
g durante 1 hora a 5 °C.

[00188] Para la purificacidén de WISE de ratén, se equilibré
una columna de HPLC de fase inversa y se cargd con el
sobrenadante de la etapa de precipitacién acido-base
seguido por una etapa de lavado con buffer de equilibrio
hasta que se obtuvo una traza de ultravioleta basal (UV).
El producto se eluyd y se recolectaron las fracciones y la
mezcla posterior se determind por SDS-PAGE (electroforesis
en dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida) de las
fracciones.

[00189] Después del replegamiento de la proteina de WISE
humano se purificé usando cromatografia en columna. Los

procesos de purificacién se llevaron a cabo a temperatura
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ambiente. El esquema de purificacién usd cromatografia de
intercambio catidénico seguido por cromatografia en fase
inversa. Las fracciones luegc se analizaron por SDS-PAGE
tefiildo «con Coomassie para identificar fracciones que
contienen un polipéptido que migra en el tamafio predicho de
WISE. Las fracciones apropiadas de la columna se combinaron
para formar la mezcla de SPHP. Después de la purificacién,
el WISE se formuld en PBS por didlisis. Después de la
formulaciédn, la preparacidn se filtrd é través de un filtro

estéril de 0,2 um vy se almacend a 4 °C o se congeld.

Expresién y purificacién de WISE de ratén y humano en
células de mamifero

[00190] Un vial de cultivo patrén se inoculdé en 10 ml de
medio de cultivo en matraz de agitacidén (125 ml, Plastic},
el cultivo continudé durante 2-3 dias; luego el cultivo se
expandidé a partir de 10 mL a un matraz de agitacién de 100
mL y nuevamente desde 100 ml en un volumen de cultivo de
500 ml. Para la transfeccidn, se sembrarcn en un litro de
medio de cultivo y se cultivaron hasta una densidad celular
apropiada.

[00191] Se preparé la mezcla de transfeccién, las células
se transfectaron usando técnicas esténdares y 24 horas pos-—
transfeccidén se afiadidé una alimentacidn a las células. EI
cultivo luege continudé durante otras 48 horas y se
recolectd medio acondicionado por centrifugacidén a 4000 rpm
durante 30 minutos y luego se filtrd a través de un filtro
de 0,2 uM. Luego se tomdé una peguefia muestra (1 ml) para la
transferencia Western y el resto se congeld para la
purificacién. El liquido de cultivo celular huésped (CCF)
se centrifugdé para eliminar los desechos celulares. El

sobrenadante del CCF luego se filtré.
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[00192] Se cargd una columna de heparina con proteina,
luego se lavd con PBS hasta que la absorbancia a 280 nm del
flujo volvidé al valor basal. La proteina de WISE luego se
eluyd de la columna usandc un gradiente lineal de 150 mM a
2 M de cloruro de sodio en PBS y se recolectaron las
fracciones. Las fracciones luego se analizaron por SDS-PAGE
teflidos con Coomassie para identificar fracciones que
contienen un polipéptido gque migra al tamafio prediche de
WISE. Las fracciones apropiadas de la columna se combinaron
para formar la mezcla de heparina.

[00193] La proteina de WISE eluida de 1la columna de
heparina se purificdé adicionalmente por cromatografia en
fase inversa. La mezcla de heparina estaba compuesta de 22%
de etanol y se ajustdé a pH 5,0 con acido acético. La mezcla
se filtrd. La mezcla de heparina filtrada luego se cargd en
una columna equilibrada. Después de la carga, la columna se
lavé hasta que la absorbancia a 280 nm del flujo volvid al
valor basal. La proteina de WISE luego se eluyd de la
"columna.

[00194] Después de la purificacidén, WISE se formuld en PBS

por didlisis. Después de la formulacidén se filtrd WISE a

través de un filtro estéril de 0,2 um y se conservd a 4 °C

o se congeld.

Biocactividad in vitro de la proteina de WISE recombinante

[00195] Las células indicadoras MC3T3-El1 STF se usaron para
determinar si la proteina de WISE puede modular Ila
sefializacién de Wnt. La activacién de la senalizacidn
dependiente de TCF en las células MC3T3-El STF se puede
desencadenar usando la serfializacién de Wnt enddgena
inducida por el cambio de medic de cultivo a medio de

diferenciacién o por el afadido de Wnt exégeno tal como

4



81

Wnt3a. La proteina de WISE recombinante derivada de E coli
o célula de mamifero puede inhibir en forma dependiente de
la dosis la sefalizacién de Wnt en las células MC3T3-El STF
(Figura 2).

[00196] Ensayo de 1luciferasa: un vial de células MC3T3-
E1/STF se sembré en un matraz de cultivo en medio de
expansién. Cuando las células fueron confluentes se
tripsinizaron y las células se sembraron en 100 ul de medio
de expansidén en cada pocillo en placas de 96 pocillos. Al
dia siguiente se extrajo todé el medio de expansidén y se
reemplazd con 100 ul de medio de diferenciacidén recién
preparado.

[00197] La mitad del medio de diferenciacidédn (50 ul) se
reemplazd con medic de diferenciacidn recién preparado cada
dia durante los siguientes cuatro dias. Después de cinco
dias de diferenciacidén, todo el medio se reemplazd con
muestras de ensayo en el medio de diferenciacién fresco en
100 ul de volumen total. Las placas luego se dejaron
incubar durante 24 horas antes de medir la senal de
luciferasa. La sefial de luciferasa se midid después de la
extraccion del medic de las placas de ensayo y la adicidn
de 20 ul de buffer de 1lisis 1lx que ha sido equilibrado a
temperatura ambiente. La placa se selld y se sacudid
durante 30 minutos a temperatura ambiente y se afiadieron
100 ul de reactivo de ensayo de luciferasa a cada pocillo y
la sefal se capturdé usando un lumindémetro (LMAX, Molecular

Device) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Generacidén y caracterizacidén de anﬁicuerpos monoclonales
[00198] La proteina de WISE murina y humana proveniente de
fuentes bacterianas asi como de bacterias se conjugd a un

péptido de PADRE. El1 1ligador de entrecruzamiento sin
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reaccicnar se extrajo por medio de didlisis segquido por la
adicién del péptido de PADRE en cantidades molares iguales
a la cantidad.de ligador de entrecruzamiento afiadido. Este
antigeno derivado WISE-PADRE se emulsioné usando varias
combinaciones de adyuvantes, luego se inmunizd por via
subcutadnea e intraperitoneal en C57BL/6 normales, BDF1l vy
129x%x BL/6 Fl1 de ratén (Jackson Labs). Ademas, también se
usé la rata Brown Norway para la inmunizacidn tanto con los
conjugados de PADRE-WISE como con la proteina de WISE
murina nativa. La inmunizacién se produjo al menos cada 2
semanas.

[00199] Cuatro dias antes de la fusidén, a cada ratdn se le
administrdé un refuerzo por via intraperitoneal con antigeno
WISE-PADRE en PBS. En el dia de fusidén, se extirpd
sépticamente el bazo y el érgano se procesé en una sola
suspensién celular. Después del lavado, las células se
suspendieron en buffer de fusién y esta mezcla cargada en
las camaras de fusidén luego se sometid a las condiciones de
electrofusidn.

[00200] ILas supresiones celulares se extrajeron de las
cdmaras y se suspendieron en medic de crecimiento celular.
Se sembraron 20 pl por pocillo de esta suspensidn celular
en placas de cultivo de 384 pocillos y se incubd toda la
noche en un incubador. El1 dia siguiente, 20 .pl del medio de
crecimiento mencicnado anteriormente gque contiene 2X HAT
(Sigma) se afiadié a cada pocillos de 1las placas. Los
cultivos se incubaron durante 7 dias, luego se aspird el
medio de crecimiento fuera de los pocillos y se intercambid
por medio de crecimiento fresco. La seleccidén de los
sobrenadantes del hibridoma comenzé 2-3 después del cambio

del medio.
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[00201] Las placas de poliestireno transparentes de alta
unién de 384 pocillos se recubrieron con 25 pl/pocillo de
una solucién de 1 ug/ml que consiste en IgG anti-ratédn de
cabra, pAb especifico de Fc (Pierce) en PBS. Las placas se
incubaron con solucién de recubrimiento durante la noche a
4 °C luego se lavd una vez en un lavador de placa
automadtico usando PBS +0,05% de Tween 20 (Sigma). La
solucidén de bloqueo se afadidé a cada pocillo y se incubd
durante la noche a 4° C. Se transfirieron 5 pl del
sobrenadante del hibridoma a cada pocillo de la placa ELISA
y se deid incubar durante 60 min a temperatura ambiente.
Las placas luego se 1lavaron 2 veces usando el método
descrito anteriormente. 20 nl/pocillo de una solucidén 20
ng/ml de proteina de WISE biotinilada diluida en solucién
de blogqueo que se habia premezclado con un diluciédn
1:10.000 de neutravidina-HRP (Pierce) luego se afadidé a
cada pocille de la placa.

[00202] Después de la adicidén del antigeno WISE, las placas
ELISA se dejaron incubar durante 60 min a TA. Ellos se
lavaron posteriormente. Finalmente, se afnadieron 20
pl/pocillo de TMB (Pierce) a cada pocillo vy las placas se
leyeron en un lector de placa de absorbancia. Las células
de los pocillos del hibridoma positivos para ELISA se
expandieron posteriormente en cultive celular para los
estudios de caracterizacién posterior.

[00203] Las células individuales de los pocillos del
hibridoma positivos para ELISA se aislaron usando
separacién FACS y se colocaron en placas de 384 pocilleos (1
célula por pocillo). Estas células se dejaron crecer

durante 3 dias. Una vez que se alcanzdé la masa celular, se

recolectd el sobrenadante de cada. pocillo y se reanalizd
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para determinar la capacidad de unidén al antigeno (ver
deteccidn) .

[00204] De cada placa de 384 pocillos, se identificaron dos
clones con la mayor actividad de unidén al antigeno y se
expandieron posteriormente en placas de 96 pocillos
(Falcon) con 150 ul de medio de crecimiento del hibridoma
por pocillo. Después de 3 dias, las células de las placas
de 96 pocillos se transfirieron a placas de 24 pocillos con
medio y se dejaron crecer durante 3 dias adicionales. Una
vez que las placas de 24 pocillos fueron confluentes, las
células se transfirieron a placas de 6 pocillos. Después de
5 dias de incubacién, una porcién de las células se
congelaron. El1 resto de laé células se transfiridé a un
matraz y se dejd expandir. Una vez gue los matraces fueron
confluentes, la mitad de las células se congelaron (3
viales por clon) para respaldo adicional. La otra mitad se
dejé expandir adicionalmente en matraces con medio para la
produccidn de anticuerpos.

[00205] Los isotipos se determinaron usando metodologias
adicionales. Los anticuerpos WISE monoclonales (mAb) se
purificaron a partir del cultivo celular del hibridoma de
la siguiente manera. Todos los procesos de purificacidn se
realizaron a 4 °C. Se usdé un esquema de purificaciédn para
purificar los diversos mAb y se usd6 cromatografia de
afinidad.

[00206) E1 fluido de cultivo de las células huésped (CCF)
se centrifugdé para eliminar desechos <celulares. El
sobrenadante de CCF luego se filtréd, diluyd y luego se
cargé en un medio de cromatografia de Proteina G en la
forma de una columna, Proteina G de alfo rendimiento (GE

Healthcare) y se equilibré.

70



85

[00207] Después de cargar, se lavé la columna de la
proteina G hasta la absorbancia a 280 nm del flujo volvid a
valores basales., El mAb de WISE luego se eluyé de 1la
columna usando glicina, pH 2.5 ¥ se neutralizd
inmediatamente por el afladido de 50 ulL de una solucidn
patrén de 1 M de Tris Base por mL de volumen de elucién. La
absorbancia a 280 nm del eluato se contreold y se
recolectaron las fracciones que contienen proteina para
componer la mezcla de proteina G.

[00208] Después de 1la purificacién, los mAb de WISE se
formularon en PBS por dialisis usando membranas 10.000 MWCO
(Pierce Slide-A-Lyzer o tuberia de diédlisis). Después de la
formulacidn se filtrarcon los mAb de WISE.

[00209] Entre el CM de hibridoma 140 superior, 40 mostraron
buena unidén a proteina de WISE murina recombinante. Estos
clones del hibridoma se seleccionaron para la expansién y
purificacién. Para analizar los clones del hibridoma que
producen anticuerpos neutralizantes contra WISE de ratédn,
se analizdé la capacidad del hibridoma CM para revertir la
inhibicién de la sefializacidén de 1luciferasa TCF por 300
ng/ml de proteina de WISE recombinante.

[00210] Las proteinas de WISE de ratdn, rata, cyno y humano
inhibieron senal de luciferasa inducida por Wnt-TCEF con
potencia similar (IC50~200 ng/ml). 300 ng/ml de muWISE
inhibe en forma constante aproximadamente 60% de la senal
inducida por la diferenciacién. La proteina de WISE sola o
la proteina de mWISE y la mezcla preincubada del hibridoma
CM (dilucién 1:1) se afadidé al cultivo que han sido
diferenciado durante 5 dias y luego la sefial de luciferasa
se midié a 24 horas de pos-tratamiento. Entre los 40
anticuerpos de unidn superiores analizados en ensayo basado

en células, los anticuerpos maduros Ab-A, Ab-C y Ab-E
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mostraron potentes actividades neutralizantes contra el
WISE de ratdn.

[00211] El resultado también se confirmé usando anticuerpos
purificados de los CM de los clones del hibridoma
superiores. En este caso, la proteina de Wise se mezclé con
cantidades diferentes de los anticuerpos purificados o PBS
durante una hora a 37 °C antes de afadir al cultivo gque se
han diferenciado durante 5 dias y la sefal de luciferasa se
mididé 24 horas ma&s tarde. Estos anticuerpos también
neutralizaron la actividad de WISE humano, rato V%
cynomolgus en el ensayo MC3T3-E1 STF-Luciferasa y 1los
resultados de la actividad humana se muestran en las
Figuras 1. Los resultados comparables se observaron en

ensayos de rata y cynomolgus.

Competicién cruzada ELISA

[00212] Las placas de poliestireno transparente (Corning
#3708) se recubrieron con 25 pl/pocillo de una solucién de
Mab 2 wug/ml en PBS gque consisten en uno de los 40
anticuerpos anti-WISE de ratén. Las placas se incubaron con

solucién de recubrimiento durante la noche 4 °C, luego se
lavaron una vez en un lavador de placa automatica usando
PBS + 0,05% de Tween 20 (Sigma). Se anadieron 50 pl de
solucidén de blogueo que consiste en PBS + 1% de BSA + 1% de
suero de cabra normal +0,5% de Tween 20 (Sigma) a cada
pocillo y se incubaron durante la noche a 4 °C. Luego se
afadieron 25 ul de anticuerpos competitivos en solucidn de
bloqueo a partir de 30 ug/ml y luege dilucién seriada 3
veces a cada pocillo de la placa seguida por la adicidn de
25 pl/pocillo de una solucién de 1 ng/ml de proteina de
WISE biotinilada premezclada con neutravidina-HRP (Pierce)

en solucidén de bloqueo.
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[00213] Después de la adicién de la mezcla antigeno-
anticuerpo, las placas de ELISA se dejaron incubar para
alcanzar el equilibrio durante la noche a 4 °C. Luego se
lavaron 4X con PBS +0,05% de Tween 20. Finalmente, se
afladieron 25 pl/pocillo de sustrato luminiscente (Pierce) a
cada pocillo y las placas se leyeron en un lector de placa
de luminiscencia. Sobre la base de un conjunto de datos
completos, existen multiples anticuerpos bin. Los ejemplos

de los datos se muestran en las Figuras 20-26.

Mapeo de epitopos

[00214] Para determinar si los anticuerpos WISE se unen a
epitopos lineales o conformacionales, se analizdé la
capacidad de los anticuerpos seleccionados de unirse al
antigeno reducide o no reducido wusando transferencia
Western. Si el anticuerpo se une a un epitopo lineal, se
unira a la proteina de WISE se haya reducido o no. Por otra
parte, esta es la unidén a un epitopo conformacional. En
breves palabras, las proteinas de WISE humana (1 ug/ul) vy
de ratdén (0,25 ug/ul) obtenidas de las células mamiferas se
desnaturalizan en condiciones reductoras o no reductoras
(65 °C durante 10 minutos con o sin b-ME respectivamente).
[00215] Para cada calle se cargaron. 100 ng de las proteinas
desnaturalizadas en buffer de muestra Laemmli en gel NuPAGE
Bis-Tris 4-12% y se sometieron a electroforesis en gel de
SDS-poliacrilamida y transferencia Western usando membrana
de nitrocelulosa. Después del Dblogqueo, cada anticuerpo de
andlisis a 120 ng/ml se incubd en PBS y 0,05% de Tween con
la membrana durante 1 hora a TA con agitacidédn suave.

[00216] E1 anticuerpo unido se detectd usando anticuerpo
secundario marcado con HRP contra IgG-Fc de ratdén (Cat #

31439, PIERCE) usado en una dilucidén 1:10000 durante 1 hora
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a temperatura ambiente. La senal se detectd usando 1los
sustratos ECL y se expuso sobre la pelicula. Entre 1los
anticuerpos analizados, todos los anticuerpos son de unién
8 epitopo conformacional.

{00217} Para determinar el &epitopo de los diferentes
anticuerpos, se compard el perfil de HPLC de péptidos
tripticos derivados de 1la digestidén con tripsina de la
proteina de WISE tanto en presencia o ausencia de los
anticuerpos 1individuales. La proteina WISE recombinante
humana derivada de 1las células de mamiferc (10 ug) se
mezcld con el anticuerpo individual (32 wug) con una
relacidén molar de aprox. 1:1 en 200 ul de 0,1 M de buffer
Tris-HC1l (pH 7.5). La mezcla se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se afiadidé tripsina (Roche) (2 ug) vy
la digestién se dejd proceder durante 24 horas a 37 °C. En
estas condiciones, el anticuerpo contra WISE humano es
comparativamente estable contra la digestién proteolitica,
en particular la digestidén con -tripsina. Las muestras
tratadas con tripsina se sometieron directamente a HPLC
fase inversa usando el sistema de TFA-acetonitrilo. Se usd
una columna HPLC de fase inversa para la separacidn de los
péptidos. Los péptidos se eluyeron con un gradiente lineal
desde 2% de solvente B a 35% de solvente B durante 30 min
con una velocidad de flujo de 0,25 ml/min, controlado a 215
nm de absorbancia. Usando este método se halld que varios
grupos de anticuerpos generaron el perfil de peéptidos
tripticos similar que incluye las formas maduras de Ab-A,
Ab-C y Ab-E.

[00218] Para obtener la identidad de secuencia de péptidos
individuales derivados de 1los digestos tripticos, la
proteina de WISE (100 ug) se digiridé con tripsina (Roche)

(2 ug) durante 24 horas a 37 °C y la digestidn se dejo
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proceder 24 horas adicionales después de la adicién de 2 ug
de tripsina a fin de completar la protedlisis. Los péptidos
se purificaron por HPLC de fase inversa. Se usaron las
siguientes condiciones de gradiente lineal: una columna se
equilibrd con 2% de solvente B. Después de la inyeccidn de
la nmuestra, se realizd un gradiente lineal de 2% de
solvente B a 35% de solvente B durante 60 min con una
velocidad de flujo de 0,25 ml/min. Los picos de péptido de
HPLC se recolectaron manualmente y se secaron. Después de
la reconstitucidén que se describid anteriocrmente, las
muestras'(0,7—1 ul) se sometieron a espectrometria de masa
MALDI (Micromass, Waters) y la muestra restante se mantuvo
para el andlisis de secuencia. Una alicuota de la muestra
se cargd en una placa de acero inoxidable MALDI con una
matriz de de &cido alfa-ciano 4-hidroxi cinamico (4-HCCA).
También se determindé la secuencia de péptidos.

[00219] Para identificar que péptidos compiten con WISE por
la unidén a los anticuerpos de la 1invencidn, rhuWise se
inmovilizd en una superficie de CM5 con alta densidad. Se
preincubaron 3 nM de anticuerpos Ab-A, Ab-C y Ab-E maduros
con y sin 30 nM de péptidos y huWise {(como control), luego
se inyectaron sobre las superficies huWise. Como se muestra
en la Figura 9A y B, los péptidos T49 y T56.1 bloquearon la
union de los anticuerpos a huWISE. Ya que estos anticuerpos
se unen al epitopo conformaciocnal demostrado por
transferencia Western, se postula que estos sitios de unidn
al anticuerpo involucran los dominios formados por el bucle

1 y/o bucle 3 asi como los residuos del nudo de cistina.

Medicién de afinidad de anticuerpos seleccionados
[00220] La unidén de muBAb con rhuWise y rmuWise se

analizaron sobre KinExA. Las perlas azlactona (Plerce) se
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pre-recubrid con rhuWise/rmuWise a pH 9,0 y se bloqued con
etanolamina, luego se lavd adicionalmente con buffer de
muestra (0,1 mg/mL de heparina en solucién BSA/P20/PBS). Se
incubaron 10 pM y 100 pM de Ab-A, Ab-C y Ab-E con varias
concentraciones (0,1 pM - 3 nM) de rhuWise/rmuWise a
temperatura ambiente durante al menos 10 horas antes de
correr a través de las microesferas recubiertas con
rhuWise/rmuWise. |

[00221] La cantidad de los muAb unidos a microesferas por
anticuerpo IgG anti-ratdén de cabra (B+L) marcado
fluorescente (Cy5) (Jackson Immuno Research). La sefial de
unidén es proporcional a la concentracién de los mulAb libres
en el equilibrioc de unidén. Se obtuvo la constante de
disociacidén en equilibrio (Kd) de la regresidén lineal de
las curvas de competicién wusando un modelo de unidn

homogénea de un sitio de dos curvas {(programa de

computacién KinExA™ Pro). Los anticuerpos Ab-A, Ab-C y Ab-E

maduros tienen afinidad similar por WISE de ratdn y humano
y la medicién de Kd para WISE humano es aproximadamente 2
pM  para Ab-A, aproximadamente 4 pM para Ab-C Y
aproximadamente 18 pM para Ab-E. |

[00222] A partir de lo anterior, si bilen se han descrito
formas de realizacién de la invencidn especificas para
fines de ilustracion, se pueden realizar varias
modificaciones sin desviarse del espiritu y alcance de la
invencién. Por consiguiente, la invencidén no estd limitada
excepto por las reivindicaciones adjuntas. Todas las
publicaciones, solicitudes de patente publicadas y
documentos de patente descriptos en la presente se
incorporan por referencia.

[00223] Humanizacién de Ab-A, Ab-C, Ab-E, Ab-P y Ab-T

7¢
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[00224] Cada uno de los dominios variables de Ab-A y Ab-C

se clonaron en un dominio constante de IgG2 humana para
obtener anticuerpos quiméricos (Ab-I y Ab-J) y se
injertaron las regiones de CDR apropiadas de las SEQ 1ID
Nros: 10, 12, 18 y 20 en las cadenas livianas kappa humana
(CDR de las SEQ ID Nros :10 y 18) o una estructura de IgG2
humana (CDR de las SEQ ID Nros: 12 y 20) para dar 1los
anticuerpos Ab-B, Ab-D y Ab-G, Ab-H, Ab-K, Ab-L, Ab-N y Ab-
O.

[00225] Cada uno de los dominios variables de Ab-P y BAb-T
se clonaron en un dominio constante de IgG2 humana para
obtener anticuerpos quiméricos (Ab—-Q y Ab-X) y se
injertaron las regiones de CDR apropiadas de las SEQ Nros:
48, 50, 266, 268 en las cadenas livianas kappa humana (CDR
de la SEQ ID NO: 50) o cadena lambda (CDR de la SEQ ID NO:
266) respectivamente; o o© una estructura de IgG2 humana
(CDR de las SEQ ID Nros: 48, 268) para dar origen a los
anticuerpos Ab-R y Ab-M humanizados.

[00226] Se determind la capacidad de los anticuerpos para
unir al WISE humano usando el siguiente ensayo de unién.
Las placas de 96 pocillos se recubrieron con 50 pl/pocillo
de una solucidn 2 pg/ml de cada anticuerpo de ensayo en
buffer de recubrimiento durante dos horas a temperatura
ambiente. Las placas luego se lavaron una vez usando PBS
+0,05% de Tween 20 (Sigma). Se afiadié la solucidén de
blogueo a cada pocillo y se incubd durante la noche a 4 °C.
Una dilucién seriada de proteina de WISE humana biotinilada
a partir de 30 ng/ml o 100 ng/ml en la solucidén de bloqueo
que habia sido premezclado con una solucidén 1:10.000 de
neutravidina-HRP (Pierce) luego se afiadidé a cada pocillo de
la placa y se incubdé durante la noche a 4 °C. Después se

lavaron las placas de incubacién. Finalmente, se afadieron
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50 pl/pocillo de TMB (Pierce) a cada pocillo y las placas
se leyeron en un lector de placa de absorbancia. Los datos
se graficaron con el programa de computacidén PRISM. Los
datos se muestran en las Figuras 3, 4 y 5, 6.

[00227] Se determindé la capacidad de los anticuerpos
humanizados para bloquear en forma cruzada la unién de Ab-C
al WISE usande un ensayo de unidén por competicidn. Las
placas de 96 pocillos se recubrieron con 50 ul/pociilo de 1
pg/ml de solucidén de anticuerpo C  (Bb-C) en buffer de
recubrimiento durante dos horas a temperatura ambiente. Las
placas luego se lavaron una vez usando PBS +0,05% de Tween
20 (Sigma). Se afadié solucién de bloqueo a cada pocillo vy
se incubé durante la noche a 4 °C. Se anfnadié una dilucién
seriada de dos veces de los anticuerpcs de ensayo Ab-C, Ab-
J, Bb-N y Ab-0, a cada pocillo junto con una proteina de
WISE humano biotinilada a ! ng/ml en solucidn de blogueo
que habia sido premezclada con una dilucidén 1:10.000Q de
neutravidina-HRP (Pierce), luegc se anadié a cada pocillo
de la placa y se incubd durante la noche a 4 °C. Después se
lavaron las placas de incubacién. Finalmente, se afadiercn
50 pl/pocillo de TMB (Pierce) a cada pocillo y las placas
se leyeron en un lector de placa de absorbancia. Los datos
se graficaron con el programa de computacién PRISM. Los
datos se muestran en la Figura 7.

[00228] Se determindé la capacidad de 1los anticuerpos
guimérices o humanizados para neutralizar la actividad de
WISE respecto de 1los anticuerpos de roedores originales
usando un ensayo basado en células con las células MC3T3-El
SuperTopFlash (STF). Las células se diferenciaron primero
durante cinco dias de acuerdo con los procedimientos
detallados descriptos en esta invencidén y luego se trataron

con PBS solo o proteina de WISE humana solo a 0,5 ug/ml o

e
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0,5 wg/ml de proteinas de WISE humanas gque ha sido
premezclado con una dilucidédn seriada dos veces de 1los
anticuerpos de ensayo a 5 ug/ml. Se determind veinticuatro
horas después de la sefial de luciferasa usando el
lumindémetro (LMAX, Molecular Device) de acuerdo con la
instruccioéon del fabricante. Los datos se graficaron con el
programa de computacidn PRISM. Los datos se muestran en la

Figura 8.

[00229] Clonacién de los anticuerpos anti-WISE humanizados:
[00230] Estos anticuerpos _ anti-WISE son anticuerpos
humanizado que se generaron por el injerto de la regidn
determinante de complementariedad (CDR) de CDR de ratdn o
rata en las secuencias de la estructura- aceptora de linea
germinal humana.

[00231] Los ADNc de roedores de longitud completa que
codifican las cadenas livianas y pesadas del anticuerpo se
aislaron las células .Unicas clonadas del hibridoma celular
usando RACE seguido por PCR. Los ADNc para las regiones
variables de los anticuerpos murinos candidatos principales
elegidos Ab-C, Ab-A y anticuerpo de rata Ab-P y Ab-T, se
usaron como moldes de disefio para el injerto de CDR.

[00232] E1 anticuerpo C se humanizé por injerto de CDR vy
mutagénesis para generar varias variantes de cadena liviana
y pesada. La cadena liviana representada en la SEQ ID NO:
22, wvariante 1, se generd por injerto de las CDR de 1la
cadena liviana de Ab-C en estructuras aceptoras de linea
germinal humana VK1 02 y JK2. El residuo 22 (numeracidén de
Kabat) se mantuvo como el residuo de serina murino.

[00233] La cadena liviana representada en la SEQ ID NO: 46,
variante de la cadena liviana 2, se generd por el injerto

de las CDR de 1la cadena liviana Ab-C en las estructuras
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aceptoras de linea germinal humana VK4 B3 y JK2. El residuo
22 (numeracidén de Kabat) se mantuvc nuevamente como en el
residuc de serina murino.

[00234] La cadena liviana representada en la SEQ ID NO:
122, wvariante de la cadena liviana 3, se generd por la
realizacién de las mutacicnes Y36F, Y87F en la SEQ ID NO:
22.

[00235] La cadena pesada representada en la SEQ ID NO: 24,
variante de cadena pesada 1, se generd por el injerto de
las CDR de la cadena pesada murina en las estructuras
aceptoras de linea germinal humana VH1 1-69 y JH4. La
cadena pesada representada en la SEQ ID NO: 36, variante de
cadena pesada 2, se generd por el injerto de las CDR de la
cadena pesada murina en las estructuras. aceptoras de la
linea germinal humana VH1 1-69 y JH4 y se muta de nuevo los
siguientes residuos de CDR2 seleccionados en sus residuos
murinos originales: MA8I, G49A, R66K, V67A, .T68Q y I69L.
[00236] E1 anticuerpo A (SEQ ID NO: 10 y 12) se humanizd
por injerto de CDR y mutagénesis para dgenerar una cadena
liviana humanizada y diversas variantes de cadena pesada
humanizadas.

[00237] La variante de la cadena liviana 1 humanizaba
representada en la SEQ ID NO: 14 se generd por el injerto
de CDR en las CDR de la cadena liviana murina en la
estructura aceptora de linea germinal humana VK2 Al7 para
" la estructura 1 y las estructuras aceptoras de linea
germinal humana VK2 Al19 y JK4 para las estructuras 2, 3 y 4
para mantener tanta homclogia como sea posible entre las
versiones murinas y humanizadas. El aminocdcido de 1la
posicidén de Kabat 87 se mantuvo como la fenilalanina murina

debido a su proximidad con CDR3 y el potencial compromiso

VioYe)
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en la estructura del bucle y la unidén al antigeno {(SEQ ID
NO:14) .

[00238] La variante de cadena pesada humanizada 1
representada en la SEQ ID NO: 16 se generd por el injerto
de la CDR de la cadena pesada murina en la estructura
aceptora de linea germinal humana VH1 1-02 para las
estructuras 1 y 2 y la secuencia aceptora de linea germinal
humana VH7 7-4.1 y JH4 para las estructuras 3 y 4. E1
residuo de cisteina natural de la posicién 82a se reemplazd
con una Serina para evitar la formacién de un enlace
disulfuroc heterogénec (SEQ ID NO: 16).

[00239] La variante de cadena pesada humanizada 2
representada en la SEQ ID NO: 34 se generd por la inversién
de los residucs proximales CDR2 y CDR3: R38K, Y91F y AS3V
(SEQ ID NO: 34).

[00240] E1 anticuerpo P se humanizdé por injerto de CDR. La
cadena liviana representada en la SEQ ID NO: 54 se generd
por injerto de las CDR de la cadena liviana de rata en la
estructura aceptora de la linea germinal humana VK3 L2 vy
JK4 (SEQ ID NO: 54).

[00241] La cadena pesada representada en la SEQ ID NO: 52
se generd por injerto de las CDR de la cadena pesada de
rata en la estructura aceptora de la linea germinal humana
VH3 3-33 y JH4. Los residuos murinos que se mantuvieron en
el lugar debido a la proximidad a las CDR 1 y 3 incluyeron
prolina 28 (P28), treonina 93 (T923) y serina 94 (S94) (SEQ
ID NO: 52).

[00242] E1 anticuerpo T se humanizdé por injerto de CDR. La
cadena liviana representada en la SEQ ID NO: 271 se diseqid
por injerto de las CDR de la cadena liviana de rata en la
estructura aceptora de la linea germinal humana VL6 6a vy

JL2. Los residuos de rata que se mantuvieron debido a su

/0]
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importancia como residuos canénicos o interfaciales
incluyercon glutamina 1 (Q1), wvalina 2 (V2), acido glutémico
40 (E40), arginina 42 (R42) vy feniialanina 87 (F87).

[00243] ILa cadena pesada representada en la SEQ ID NO: 272
se disefi¢ por injerto de las CDR de la cadena pesada de
rata en la estructura aceptora de la linea germinal humana
VH4 4-59 y JH3. Los residucs de rata gque se mantuvieron
debido a la proximidad a las CDR 1 y 3 o su importancia
como residuos canédnicos o interfaciales incluyeron
fenilalanina 27 (F27), leucina 29 (L29), treonina 30 (T30},
valina 37 (V37), arginina 71 (R71} y wvalina 93 (v93).

[00244] Cadena liviana Ab-C anti-Wise derivada de fago
[00245] Parte 1. Construccidn de la biblioteca de

transposicidén LC

[00246] Se usaron 3,5 x10'' pfu (diéz veces del tamafio de la
biblioteca) de la biblioteca 310Fab (Dyax) y 4x10'! pfu de
la biblioteca TQ (Target Quest) para infectar 2 L de
cultivo TGl en fase log (D0O600 a 0,6) a 37 °C durante 30
minutos. Las células infectadas se centrifugarcn, se
resuspendieron y se sembraron en 10 placas de 2XYT-CG 245
mm cuadrados, Después de incubar durante la noche a 37 °C,
las células se rasparon y se centrifugaron. Los pellet
celulares se usaron para la megapreparacién de pléasmidos de
fagémidos de bibliotecas.

[00247] Los plasmidos de fagémidos de biblioteca 310Fab vy
la biblioteca TQ se digirieron con Sfil y NotlI. Las
muestras digeridas se corrieron en gel de agarosa 0,5%
preparativo para separar 1la mezclé de fragmentos VH-CH1 vy
la mezcla de fragmentos pCES1-LC. Las bandas del fragmento
vector grande-LC (5242 bp para la biblioteca TQ y 4517 bp

102
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para la biblioteca 310Fab)} se escindieron y el ADN eluyd
usando el kit de extraccidén en gel QIAguick (Qiagen).

[00248] El1 fragmento de VH-CH1l de Ab-C anti-WISE humanizado
se amplificdé con los cebadores 5104-91 (CCG TTC GTG GCC CAG
CCG GCC TCT GCT CAG GTT CAG CTG GTG CAG TCT G; SEQ ID NO:
281) y 5104-93 (GTG ATG GTG ATG ATG ATG TGC GGC CGC ACA TTT
GCG CTC AAC TGT CTT GTC; SEQ ID NO: 282) usando la cadena
gamma IgG2 de Ab-C anti-WISE humanizado (SEQ ID NO: 24)
como el molde. El1 fragmento de VH-CH1 de la cadena pesada
Ab-C humanizado amplificado {676 bp) se digiridé con Sfil y
NotIl y se purificé usando el kit de purificacidén PCR de
Qiagen.

[00249] E1 fragmento VH-CH1 Sfil/NotlI de Ab-C humanizado se
ligd con la mezcla de fragmentos pCESI-LC SfiI/NoctI en una
relacidén 4:1 y 3:1, respectivamente. El1 ADN ligado se lavd
con extraccién con cloroformo fenol y precipitacidén con
etanol. Se usaron 20 ug de ADN ligado de la bibiioteca TQ y
93 ug de ADN ligado de la biblioteca 310Fab para
transformar las células TGl electrocompetentes (Stratagene,
#200123) a 500 ng de ADN por 100 ul de células y 300
ul/cubeta por electroporacibdn en BioRad Gene Pulser usando
cubetas de 0,22 CM (BiocRad, Catalogo #1652086) a 25 uF, 200
ohm, 2500 V. Las células electroporadas se diluyeron 3X con
SOC y se incubdé a 37 °C durante 1 hora. Las células
transformadas se titularon y sembraron en placas de 245 mm
cuadrados 2XY-CG y se incubaron durante la noche a 37 °C.
Las células de 1las colonias transformantes se rasparon ¥y
usaron para el rescate del fago. El tamafio de la biblioteca
de la biblioteca de transposicidén TQ-LC construida fue 6,6
x 106 y el tamafio de la biblioteca de 1la bibliocteca de

transposicién 310 Fab-LC construida fue 2,1 x 1009.
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[00250] Los fagos fagémidos se reacataron de la biblioteca
de transposicidén LC en forma separada. Se inocularon los
medios 2XYT-CG con indculos de tamafio de biblioteca 10X de
las bibliotecas de transposicién LC, respectivamente, a
DO600 0,1. Los cultivos crecieron a DO600 0,5, luego se
infectaron con fago auxiliar KO7 (Invitrogen) a MOI de 20.
Después de 30 minutos de incubacién a 37 °C, las células se
centrifugaron, se resuspendieron en 2XY-CK y se incubaron a
30 °C durante la noche. Las células se centrifugaron por
centrifugacidén. Los sobrenadantes del fago se transfirieron
a tubos frescos. Se anadidé 1/5 de volumen de 20% de PEG/1,5
M de NaCl al sobrenadante del fago para precipitar el fago.
La mezcla se incubd en hielo durante 1-3 hcras. El1 fago
precipitado se centrifugd por centrifugacidén a 14K durante
30 minutos. El pellet de fago se resuspendidé en 1 ml de PBS
y se centrifugd a 14 K durante 10 minutos para eliminar los
desechos celulares. La precipitacién del fago se repitiéd
como se describié anteriormente. E1 pellet final se
resuspendid en 1 ml de PBS/1% de BSA.

[00251] Parte 2. Purificacidn de LC-biblicteca de
transposicidén

[00252] Se wusaron 1x10'' pfu del fago rescatado de la
biblioteca de transposicién TQ-LC y 1x10'? pfu del fago
rescatadoc de la biblioteca de transposicidn 310Fab-LC para
la purificacién frente a hu-WISE biotinilado recubierto en
Dynabeads estreptavidina M-280 (Dynal Biotech, # 112.06).
Los procedimientos de purificacidén son: tres selecciones
negativas de 30 minutos con FGF23 recubierto en Dynabeads
estreptavidina biotinilada, seguido por seleccidén positiva
por 60 minutos, luego las microesferas se lavan 6x con 3%
de BSA/3% de MPBT (0,1% de Tween-20), 6X con PBST y 2x con

PBS y finalmente elucién de los fagos unidos con 1 ml de

J0Y
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0,1 M de TEA seguido por la neutralizacién con 0,5 ml de 1M
de Tris HCl. Para cada ronda, la purificacidédn se realizd a
dos concentraciones de recubrimientce de antigeno y una
reduccién 10 6 20 veces de concentraciones de recubrimiento
en las rondas posteriores excepto para RD4 como se muestran
a continuacién: RD1A (3,3 ug/ml); RD2B (0,33 ug/ml); RD3D
{0,015 ug/ml); RD4D (0,015 ug/ml) y RD1B (0,33 ug/ml); RD2C
{0,033 ug/ml); RD3E (0,0033 ug/ml); RD4E (0,0033 ug/ml).
Para la purificacién RD3, se implementaron dos protococlos
de lavado. Ademds del lavado regular, se realizaron etapas
de lavados durante la noche adicionales para un conjunto
separado de purificacién RD3.

[00253] Parte 3: Analisis clonal de fagémidos y seleccidn
de ciones '

[00254] Los clones de fagémidos RD2, RD3 y RD4 eluidos se
analizaron en ELISA de fagos en placas de neutravidina
recubiertas con WISE humano biotinilado a 3,3 ug/ml y 0,33
ug/ml. Se analizaron los clones individuales de cada mezcla
eluida de RD2, RD3 y RD4 en una placa de 96 pocillos. Los
clones gue mostraron sefiales de unién similares en ambas
concentraciones de antigeno se seleccionaron cuidadosamente
y se secuenciaron. Se identificdé un total de 77 clones de
fagémide unicos. Dos de ellos se sacaron debido a la
presencia de un coddén ambar en la estructura. Todos los
restantes se convirtiercn a IgG2 en los correspondientes
vectores pTT5 con la secuencia del péptido sefial Vk1l|012-02
(MDMRVPAQLLGLLLLWLRGARC; aminocé&cidos 1-22 de la SEQ ID NO:
58) por la insercidén de la regidén variable de HC y lambda
LC como los fragmentos BssHII/Bambi y la regidén variable de
kappa LC como los fragmentos BssHII/BwilI.

[00255] Parte 4: Transfeccidn transitoria de IgG2 mutante

de LC

oAy
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[00256] Se wusaron cantidades iguales del vector de la
cadena gamma IgGZ de Ab-C anti-WISE humanizado y el vector
de la cadena liviana a una concentracién final de 0,5 ug/ml
para transfectar 50 ml de células 293 6E a 1x10° células/ml
usando PELI comc transfectante. Se anadid tristona en el dia
2 de la transfeccidn. Se recolectd medio acondicionado en
el dia 7. Los polipéptidos de las cadenas 1livianas
identificados en este ejemplo son: L1 (SEQ ID NO: 76), L13
(SEQ ID NO: 78), Ll1l6 (SEQ ID NO: 80), L18 (SEQ ID NO: 82),
L23 (SEQ ID NO: 84), L24 (SEQ 1D NO: 86), L28 (SEQ ID NO:
88), L29, (SEQ ID NO: 90), L48 (SEQ ID NO: 92), Le0 (SEQ ID
NO: 94), L62 (SEQ ID NO: 96), L63 (SEQ ID NO: 98), L65 (SEQ
ID NC: 100), Lé6 (SEQ ID NO: 102), Le6 (SEQ ID NO: 104),
L67 (SEQ ID NO: 106), L1L69 (SEQ ID NO: 108), L7 (SEQ ID NO:
110), L70 (SEQ ID NO: 112), L72 (SEQ ID NO: 114), L74 (SEQ
ID NO: 116), L75 ({(SEQ ID NO: 118), L76 (SEQ ID NO: 120) vy
L9 (SEQ ID NO: 122) y cuando se aparearon con la cadena
pesada representada en la SEQ ID NO: 24 son activos en la
unién de la proteina de WISE y la inhibicidén de la
actividad de WISE en varios ensayos que incluyen el ensayo

MC3T3-El1 SuperTopFlash (STF).

[00257] Mapeo fino de epitopo por mutagénesis

[00258] Se utilizé el barrido de alanina para determinar
los puntos de contacto de los anticuerpos con la proteina
de WISE. Las mutaciones de aminodcidos Unicos dirigidas al
sitio en el primer y el tercer bucle de la proteina de WISE
se introdujeron usando PCR con el kit de mutagénesis
dirigida al sitio Stratagene QuikChange. Se confirmaron las
secuencias de los constructos de ADN y se transfectaron en
las células 293 para la produccidén transitoria de las

proteinas mutadas. Se halldé que el efecto de la mutacidn de

(04
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amincdcido uUnica no tiene efecto para la expresién de 1la
proteina. Los sobrenadantes y las proteinas purificadas se
analizaron y todas las mutantes 'retuvieron su capacidad
para inhibir la sefializacién de Wnt como la proteina tipo
salvaje en la linea celular indicadora MC3T3-El STF.

[00259] Se compararon la captura relativa de las proteinas
mutantes de WISE individuales o las proteinas tipc salvaje
por la neutralizacidén de anticuerpos tales como Ab-C, Ab-E,
Ab-A o Ab-P o anticuerpo no neutralizante Ab-S para evaluar
si alguna de estas mutacicnes afecta la unién de los
anticuerpos a las proteinas de WISE. Las proteinas de WISE
unidas luego se detectaron usando anticuerpcs policlonales
purificados por afinidad conjugados a HRP contra WISE.
[00260] Las proteinas mutantes individuales se analizaron
en cuanto a la actividad funcional para evaluar si alguno
de los residuos requeridos para larunién también es critica
para la actividad de 1la proteina de WISE. Los mutantes
Unicos retuvieron la actividad de inhibir la expresidn de
TCF-Luc en el ensayo celular basado en células descrito
antericrmente.

[00261] La actividad neutralizante relativa de los
anticuerpos individuales se obtuvo por la comparacidén de la
capacidad de analizar el anticuerpo para revertir la
inhibicién de la actividad de TCF-Luc ya sea por WISE
humanc tipo salvaje o las proteinas de WISE mutantes. Los
datos se muestran en las Figuras 11-18 para Ab-R, Ab-C, Ab-
A, Ab-E, Ab-U, Ab-V, Ab-W y Ab-T.

[00262] Actividades in vivo de Mab anti-WISE en un modelo
de ratén de fibrosis pulmonar indudida peor bleomicina
[00263] Se evalué el efecto de la inhibicién de WISE sobre
la progresidén de la enfermedad y la fibrosis usando un

modelo de ratén de fibrosis pulmonar inducida por

/0%
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bleomicina. Los ratones hembra C57Bl/6 de 8-10 semanas
(Jackson Lab) se pretrataron dos veces (DPias -5 y -3} con
inyecciones de Ab WISE, sTGF-receptor beta-muFc, e isotipo
control mIgGZb por via intraperitoneal. En el aia 0, se
administrdé wuna dosis unica de bleomicina intratraqueal
(3,75 u/kg o solucidén salina control) a cada ratdén seguido
, por un régimen de dosis M,W,F, de cada tratamiento durante
2 semanas. Dos semanas (dia 14) pos-bleomicina, los ratones
se anestesiaron usando Avertin y se recolectarcn
sangre/tejidos de la siguiente manera: Los pulmones
derechos se congelaron inmediatamente para el ensayo de
coldgeno Sircel, el pulmdn izquierde de cada ratdn se infld
y luego se colocd en 10% de formalina tamponada neutra en
la preparacidén para microscopia optica. Las secciones de
pulmén se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) vy
colorantes rojo Sirius (demostracién de colageno) y por
métodos inmunohistoquimicos para demostrar actina de
masculo liso alfa {aSMA) y proteina especifica de
fibroblasto 1 (FSP-1 o Al00S4) y se examind por microscopia
dptica de rutina. Ademds se recolectd suero o fluido del
lavado broncoalveolar de cada ratédn para la medicidén del
nivel de osteopontina usando ELISA (sistema R&D).

[00264] Las secciones de tejido tefildas «con H&E se
calificaron por la cantidad de tejido pulmonar que fue
caracterizado como colapso/consolidacién alveolar en una
escala semicuantitativa donde 0 = no presente, 1 = £ 10% de
pulmén afectado, 2 = 11%-33% de pulmdén afectado, 3 = 34%-
67% de pulmédn afectado y 4 = >67% de pulmdn afectado.
Adicionalmente, se <calificé la gravedad de los cambios
alveolares e intersticiales en las &areas de pulmdn no

afectadas por.colapso/consolidacién alveolar por gravedad

de acuerdo con una escala semicuantitativa donde 0 = no
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presente, 1 = minima, 2 = leve, 3 = moderada, 4 = grave. La
puntuacién de H&E total representdé la suma de estas 2
puntuaciones. Todos los portaobjetos se examinaron sin el
conocimiento del grupo de tratamiento en 2 ocasiones
separadas por al menos 2 dias. La puntuacidédn de H&E £final
se tomé como el promedio de las puntuaciones determinadas
en estos 2 dias.

[00265] Las secciones de pulmdn tefiidas con rojo Sirius vy
por métodes inmunohistoquimicos para demostrar oSMA o FSP-1

se evaluaron por el grado de tincidén especifica y se

asignaron puntuaciones de acuerdo con una escala
semicuantitativa donde 0 = no presente, 1 = minima, 2 =
leve, 3 = moderada, 4 = grave. Todos los portaobjetos se

examinaron sin el conocimiento del grupo de tratamiento en
2 ocasiones separadas por al menos 2 dias. La puntuacidén de
H&E final se tomdé comc el promedio de las puntuaciones
determinadas en estos 2 dias.

[00266] En el primer estudic, se . usaron dos anticuerpos
anti-WISE Ab-C (20 mg/kg n=10) y BAb-E (20 mg/kg, n=10) y se
usaron los controles mIgGl (n=10) e IgG2b (n=10). Los
resultados para Ab-C y Ab-E son similares y en consecuencia
los datos se mezclaron como Mab anti-WISE; y los resultados
para los dos controles de IgG son similares y en
consecuencia se mezclaron como contrel de IgG. Los
resultados se muestran en las . Figuras 28, 29, 30 31. El
tratamiento profilactico de los ratones con anticuerpo
anti-WISE redujeron significativamente la lesidén pulmonar
sobre la base de la puntuacién H&E (Figura 28), depodsito de
colidgeno medido por el ensayo de colageno Sirceol (Figura
29), la expresién del marcador de miofibroblasto actina de
misculo liso alfa (aSMA por inmunohistoquimica, Figura 30)

y finalmente el nivel de osteopontina en suero medido por

/DF
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ELISA (Figura 31). DPe modo similar, la tincidén con rojo
Sirius y la expresién de FSP1 también se redujeron
significativaﬁente con el tratamiento con el anticuerpo
WISE. Estos parametros también se redujeron por sTGFbR mEc
a 5 mg/kg pero el efecto fue menor que cuando se observd
con los anticuerpos anti-WISE. -

[00267] En el 2do estudioc, se usaron Ab-C anti-WISE (20

mg/kg cada dos dias, n=20) y control de IgG mIgG2b (20

mg/kg cada dos dias, n=20). Se usdé proteina de Fc de ratdn
del receptor soluble TGFbeta (3 mg/kg cada dos dias) como
control positive. Los resultados se muestran en las Figuras
32-33. E1 objetivo es evaluar el impacto sobre el depdsito
de coligeno usando un gran numero de animales a la luz de
la variacién del depdsito de colageno observada durante el
primer estudio. El tratamiento profilactico de los ratones
con anticuerpoc anti-WISE C redujo significativamente el
depbésito de colageno (aproximadamente 50% con respecto al
control IgG2b) medido por el ensayo de coldgeno de Sircol

(Figure 32). También se recolectd el fluide del lavado

broncoalveolar de un subconjunto de ratones y cecmo se
muestra en la Figura 33, Ab-C anti~-WISE redujo
significativamente el nivel de OPN del BAL. Ademas, se
hallé que varios marcadores solubles de lesidn tisular o
fibrosis estaban elevados después de la inyeccidn de
blecmicina pero estaban significativamente reducido en el
fluido del BAL de los ratones tratados con Ab-C versus los

tratados con IgG2b control, estos incluyen MMP9Y, VEGF,

IP10, MIP-2, MIP-lgamma y IgA. Debido a que la recoleccién

del fluido BAL de los ratones no tiene buena conservaciédn
morfolégica, no todas las muestras de pulmén @ se
recolectaron para estudio histoldgico y en consecuencia se

realizdé un tercer estudic para evaluar esto.

(O
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[00268] En el tercer estudio, se usdé el anticuerpo anti-
WISE Ab-C (20 mg/kg, n=20) y el control de IgG mIgG2b
(n=20). Se realizaron la evaluacidn histolodogica usando H&E,
la tincidén con rojo Sirius e TIHC de aSMA, FSPl. EIl
tratamiento profilactico de los ratones con el anticuerpo
anti-WISE C dio como resultado una lesidén pulmonar menor
sobre la base de la puntuacidén de H&E (Figura 34), depédsito
de colageno medido por Sirius Red (Figura 35), la expresién
del marcador de micfibroblasto FSP1l (Figura 36) y actina de
masculo liso alfa (aSMA por inmunchistogquimica, Figura 37)
y nivel de osteopontina sérica menor medido por ELISA
(Figura 38). Cabe mencionar que el colageno depositado en
el grupc contrcl de IgG medido por el ensayo de colageno
sircol fue dos veces como maximo del informado en el 1°%° vy
2% estudio Yy en consecuencia estos ratones tienen una
enfermedad mas severa qué los de los dos estudios previos
(se usdé un nuevo lote de bleomicina).

[00269] Estos datos mostraron que el tratamiento con el
anticuerpo anti-WISE puede reducir profildcticamente la
lesién pulmonar, el depdsitc de coladgeno y los marcadores
del miofibrelasto y el nivel de osteopontina tanto en el
fluido del BAL como en el suero en el modelo de fibrosis
pulmenar inducida por bleomicina. Es interesante mencionar
que la OPN es altamente regulada por aumento en las
muestras de IPF humanas (Pardo et al PLOS Medicine 2005
Volume 2, paginas 0891-0903; Kadota et al. Respiratory
Medicine Volume 99, Issue 1, enerc 2005, paginas 111-117) vy
la inactivacién de OPN misma produjo fibrosis reducida en
varios modelos de fibrosis gque 1incluyen el modelo de
bleomicina y el modelo de fibrosis renal inducido por

obstruccioéon ureteral unilateral (UUO), modelo de toxicidad

renal inducido por ciclosporina. Ademas, los ratones
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deficientes en Opn no desarrollaron albuminuria como
respuesta a la inyeccidén de LPS y los ratones deficientes
en Opn estuvieron protegidos de la'albuminuria inducida por
la diabetes y la expansidén del mesangic. .{Takahashi et al.
Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., Volumen 24, Namero 3, marzo
2001 264-271; Berman et al Am J Physiol Lung Cell Mol
Physiol 286: L1311-L1318, 2004; Mazzali et al Kidney

International (2002) 62, 78-85; Yoo et al. Kidney
International (2006) 70, 1735-1741; Lorenzen JASN, Vol. 19,

Ne. 5. (mayo 2008), pp. 884-890). En consecuencia el
tratamiento con Ab WISE puede tener utilidad para tratar
una variedad de trastornos que involucran lesidén renal vy
pulmonar y fibrosis relaciconada.

[00270] Ademas, los niveles plasmadticos de osteopontina
(OPN) elevados son altamente prondsticos en el cancer de
pulmén de células no pequenas avanzadas (NSCLC} (2006 ASCO
Annual Meeting, Abstract 7198) y se ha demostrado que la
OPN puede promover la activacidén de integrina y la
supervivencia de células cancercsas (Lee et al Cancer
Research 2007 Mar 1:;67(5):2089-97). La OPN también puede
promover la metastasis tumoral Y los niveles de
osteopontina elevados en varios tipos de cancer se asocilan

con mal pronodostico (revisado por El-Tanani MK Front Biosci.

2008 mayo 1; 13:4276-84; Johnston et al Front Bicscience.
2008 mayo 1: 13: 4361-4372). En consecuencia, los agentes
de unién a WISE también pueden reducir la supervivencia de
las <células cancerosas y la metdstasis mediante su
capacidad para disminuir la expresidén de osteopontina en el

tumor.

[00271] El1 efecto del tratamiento con el anticuerpo anti-

WISE sobre la proteinuria en ratones KO Col4a3

|2
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[00272] Los ratones KO Cocld4a3 (129-Colda3<tmlDec>/J) se
obtuvieron del Jackson Laboratory. Los ratones Colda3
desarrollan proteinuria severa-a partir de la semana 5 y
gradualmente desarrcollan enfermedad renal de etapa final en
la semana 10 o mas tarde. Péra evaluar el impacto del
tratamiento con anti-WISE después gque se ha desarrollado la
proteinuria, los tratamientos comenzaron a los 43 dias
(semana 6) con 20 mg/kg de anticuerpo anti-WISE Ab-C o Ab-E
o vehiculo dia por medio (IP). Los trafamientos continuaron
durante 14 dias. Cada grupo (n=12) recibid seis inyecciones

durante el periodo de estudio. Las muestras urinarias se

recolectaron en jaulas metabdélicas en el dia 42 (1 dia.

antes del tratamiento), dia 48, dia 52 y dia 57. Se midiéd
la excrecién de proteina urinaria total de veinticuatre
horas (UTP) usando Albuwell M (Exocell Inc.) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante y se ajustd por volumen de
la orina. La Figura 39 muestra que la proteina urinaria
total de 24 horas (UTPE) fue estadistica y
significativamente menbr en los grupos tratados con anti-
WISE en comparacidn con los grupos tratados con vehiculo.
Junto con la observacién informada para los ratones KO WISE
KO, estos datos sugieren potencial utilidad de los agentes
anti-WISE para reducir la proteinuria que es una
manifestacién comin en diversas enfermedades renales tales
como glomeruleonefritis, nefropatia membranosa, nefropatia

diabética y nefropatia relacionada con el transplante.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado o un fragmento de él1 que
blogquea de forma cruzada la fijacidén de al menos uno de los
anticuerpos Ab-A, Ab-C, Ab-E, Ab-P, Ab-T, Ab-U, Ab-V y Ab-W
con WISE humano y/o se bloquea de forma cruzada a partir de
la fijacidén con WISE humano por al menos uno de 1los
anticuerpos Ab-A, Ab-C, Ab-E, Ab-P, Ab-T, Ab-U, Ab-V y Ab-
W.

2. El anticuerpo o un fragmento de €l de acuerdo con
la reivindicacién 1, en donde dicho anticuerpo de WISE o un
fragmento de él1 puede reducir al menos uno de los
siguientes parametros: lesién tisular, tincién Sirius red o
produccién de colageno, expresién de marcadores de
miofibroblasto tales como aSMA o FSP-1, expresidén de
osteopontina y proteinuria, y/o puede bloquear el efecto

inhibidor de WISE en un ensayo a base de células,

3. Un anticuerpo aislade o un fragmento de él1 gue se

fija con un epitopo de bucle 1 de WISE.

4. Un anticuerpo aislado o un fragmento de él que se

fija con un epitopo de bucle 3 de WISE.

5. Un anticuerpo aislado o un fragmento de €1l gque se

fija con un epitopo T49 o un epitopo T56.1 de WISE.

6. El anticuerpo aislado de acuerdo con la
reivindicacién 3, en donde dicho anticuerpo que se fija a
WISE requiere uno o varios aminodcidos seleccionados del

grupo gque consiste en wuna treonina en el residuo de
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aminoacido 81 de SEQ ID NO: 2, una tirosina en el residuo
de aminoacido 83 de SEQ ID NO: 2, una isoleucina en el
residuo de aminoacido 84 de SEQ ID NO: 2 vy un éacido

glutamico en el residuo de amincdcidc 97 de SEQ ID NO: 2.

7. El anticuerpo aislado de acuerdo con la
reivindicacién 4, en donde dicho anticuerpo que se fija a
WISE requiere uno © varios aminoacidos seleccionados de la
lista que consiste en una treonina en el residuo de
aminodcido 154 de SEQ ID NO: 2, una tirosina en el residuo
de aminocacido 155 de SEQ ID NO: 2 y una iséleucina en el

residuo de amincacido 157 de SEQ ID NO: 2.

8. El anticuerpo o un fragmento de él1 de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-6 que comprende al
menos una secuencia de CDR que tiene al menos una identidad
del 90% con una CDR seleccionada de SEQ ID NOs: 123, 124,
125, 127, 128, 129, 131, 132, 133, 135, 136, 137, 139, 140,
141, 143, 144, 145, 147, 148, 149, 151, 152, 153, 155, 156,
157, 158, 159, 160, 164, 167, 168, 170, 171, 173, 174, 175,
177, 178, 179, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 189, 190,
191, 193, 194, 195, 197, 198, 199, 201, 202, 203, 205, 206,
207, 209, 210, 211, 213, 214, 215, 217, 218, 219, 221, 222,
223, 225, 226, 227, 229, 230, 231, 233, 234, 235, 237, 238,
239, 241, 242, 243, 245, 246, 247, 249, 250, 251, 253, 254,
255, 257, 258,.259, 261, 262, 263, 273, 274, 275, 277, 278
y 279 y se fija a WISE humano.

9. El anticuerpo o un fragmentoc de él1 de acuerdo con

la reivindicacidén 8 que comprende seis de dichas CDR.

ke
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210 y 211;
214 y 215;
218 y 219;

¢ un fragmento de él de acuerdo con

donde dicho porcentaje de identidad

con

/|6



ad.
bb .
cC.
dd.
ee.
£f.
gg .
hh.
ii.
b
kk.
11.

12.
cualquiera de las reivindicaciones 8-11 que comprende:

124 y 125 vy

a.

secuencias
secuencias
secuencias
secuencias
secuencias
secuencias
secuencias
secuencias
secuencias
secuencias
secuencias

secuencias

secuencias

de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de

de

El anticuerpo

CDR
CDR
CDR
CDR
CDR
CDR
CDR
CDR
CDR
CDR
CDR

CDR de SEQ ID NOs:
CDR de SEQ ID NOs:

o un fragmento de él de

111

de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

ID
ID

ID

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

127,

NOs:
NOs:
NOs:
NOs:
NOs:
NOs:
NOs:
NOs:
NOs:
NOs:
NOs:

secuencias de CDR de SEQ ID NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs:

128

b. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:

secuencias de CDR de SEQ ID NOs:

135,

136

c. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:

secuencias de CDR de SEQ ID NOs:

143,

144

d. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:

secuencias de CDR de SEQ ID NOs:

151,

152

e. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:

secuencias de CDR de SEQ ID NOs:

158,

159

f. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:

secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 164, 165
g. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:

secuencias de CDR de SEQ ID NOs:

170,

171

221, 222 y 223;
225, 226 y 227;
229, 230 y 231;
233, 234 y 235;
237, 238 y 239;
241, 242 y 243;
245, 246 y 247;
249, 250 y 251;
253, 254 y 255;
257, 258 y 259;
261, 262 y 263;
273, 274 y 275;
277, 278 y 279.

123,
y 129;
131, 132
y 137;
139, 140
y 145;
147, 148
y 153;
155, 156
y 160;
161, 162
y 166;
167, 168

y 172;

acuerdo con

133

141

149

157

163

169

11>



112

h. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:
secuencias de -CDR de SEQ ID NOs: 173, 174
i. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 177, 178
j. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 181, 182
k. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 185, 186
1. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 189, 1950
m.secuenciéé de CDR de SEQ ID NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 193, 184
n. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 197, 198
0. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 201, 202
p. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 205, 206
q. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 209, 210
r. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 213, 214
s. secuencias de CDR de SEQ 1D NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 217, 218
t. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 221, 222
u. secuencias de CbR de SEQ ID NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 225, 226
v. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 229, 230
w. secuencias de CDR de SEQ ID NOs:
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 233, 234

135, 136
y 175;
135, 136
y 179;
135, 136
y 183;
135, 136
y 187;

135, 136

y 191;
135, 136
y 185;
135, 136
y 199;
135, 136
y 203;
135, 136
y 207;
135, 136
y 211;
135, 136
y 215;
135, 136
y 219;
135, 136
y 223;
135, 136
y 227;
135, 136
y 231;
135, 136
y 235;

137

137

137

137

137

137

137

137

137

137

137

137

137

137

137

137

1§
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¥x. secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 135, 136 y 137 vy
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 237, 238 y 239:;

y. secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 135, 136 y 137 y
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 241, 242 y 243;

Z. secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 135, 136 y 137 y
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 245, 246 y 247;

aa. secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 135, 136 y 137 y
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 249, 250 y 251; .

bb. secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 135, 136 y 137 vy
secuencias de CDR de SEQ ID NOCs: 253, 254 y 255;

cc. secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 135, 136 y 137 y
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 257, 258 y 259;

dd. secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 135, 136 y 137 y
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 261, 262 y 263; or

ee. secuencias de CDR de SEQ ID NCs: 273, 274 y 275 y
secuencias de CDR de SEQ ID NOs: 277, 278 y 279.

13. El anticuerpo o un fragmento de él de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-2, 11 vy 12 que
comprende al menos una Ssecuencia de CDR que tiene una

identidad de al menos el 90% con una CDR seleccionada de
CDR-H2, CDR-L1,
CDR-H1 tiene la
NC: 135,

CDR-H1, CDR-H3, CDR-LZ y CDR-L3, en donde

secuencia dada en SEQ ID NO: 127, SEQ 1D

143, ID NO:
128,
ID NO:
129,
ID NO:

123,

SEQ ID NO: SEQ ID NO: 151 o SEQ 277,

CDR-HZ2 tiene la
NO: 136,

secuencia dada en SEQ ID NO:

144, SEQ ID NO:

SEQ ID

SEQ ID NO: 152 o SEQ 278,
CDR-H3 tiene 1la
NO: 137, SEQ ID NO:
CDR-L1 tiene la SEQ ID
NO: 131, SEQ ID NO: 273,
CDRL2 tiene la secuencia dada en SEQ ID NO:124, SEQ ID NO:

140, 274 y CDR-

secuencia dada en SEQ ID NO:

145, 153 o SEQ

SEQ ID

SEQ ID NO: 279,

secuencia dada en SEQ ID NO:

139, SEQ ID NO: 147 o SEQ ID NO:

132, SEQ ID NO: SEQ ID NO: 148 o SEQ ID NO:
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13 tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO
133, SEQ ID NO: 141, SEQ ID NO: 149 o SEQ ID NO: 275.

14. El anticuerpo o un fragmento de él1 de acuerdo con
cualquiera de las reivindicacicnes 1-2, 11 y 12 que
comprende tres CDR, CDR-H1l, CDR-H2 y CDR-H3, en donde CDR-
Hl tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO:
135, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO:151 o SEQ ID NO: 277, CDR-H2
tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 136,
SEQ ID NO: 144, SEQ ID NO: 152 o SEQ ID NO: 278, CDR-H3
tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 137,
SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 153 o SEQ ID NO: 278,

15. E1l anticuerpo o un fragmento de €1 de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-2 vy 11-12 que
comprende una cadena pesada, en donde dicha cadena pesada
comprende un polipéptido que tiene al menos el 85% de
identidad con la secuencia dada en SEQ ID NO: 24; SEQ 1ID
NO: 16; SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 272.

16. El anticuerpo o un fragmento de é1 de acuerde con
cualquiera de las reivindicaciones 1-2, 11 vy 12 que
comprende una cadena liviana, en donde dicha cadena liviana
comprende un polipéptido gque tiene al menos el B85% de
identidad con la secuencia dada en SEQ ID NO: 22; SEQ 1ID
NO: 14; SEQ ID NO: 54 o SEQ ID NO: 271.

17. El anticuerpo o un fragmento de él de acuerdo con
cualguiera de las reivindicaciones 1-2, 11 y 12 que
comprende tanto una cadena pesada cocmo una cadena liviana,
en donde la cadena pesada comprende un polipéptido que

tiene al menos el B5% de identidad con la secuencia dada en
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SEQ ID NO: 24 y la cadena liviana comprende un polipéptido
que tiene al menos el 85% de identidad con la secuencia
seleccionada de la secuencia en SEQ ID NOs: 22, 46, 76, 78,
8o, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106,
108, 110, 112, 114, 1lé, 118, 120 y 12Z2.

18. El anticuerpo o un fragmento de él de acuerdo con
la reivindicacidn 1 gue comprende tanto una cadena pesada
como una cadena liviana, en donde (a) la cadena peséda
comprende un polipéptido gque tiene al menos el 85% de
identidad con la secuencia dada en SEQ ID NO: 16 y la
cadena liviana comprende un polipéptidoc que tiene al menos
el 85% de identidad con la secuencia dada en SEQ ID NO: 14;
{b) la cadena pesada comprende un polipéptido que tiene al
menos el 85% de identidad con la secuencia dada en SEQ ID
NO: 52 y la cadena liviana comprende un polipéptido que
tiene al menos el 85% de identidad con la secuencia dada en
SEQ ID NO: 54; o (c) la cadena pesada comprende un
polipéptido gue tiene al menos el 85% de identidad con 1la
secuencia dada en SEQ ID NO: 272 y la cadena liviana
comprende un polipéptide que tiene al menos el B85% de

identidad con la secuencia dada en SEQ ID NO: 271.

19. Un anticuerpo que tiene una afinidad de al menos
1x107' M con WISE e inhibe la actividad de WISE para usar en
un método para el tratamiento de wuna condicién médica

asociada con fibrosis.

20. El anticuerpc de acuerdo con la reivindicacién
19, en donde la fibrosis estd asociada con enfermedad

pulmonar.

12)
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21. El1 anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién
19, en donde 1la fibrosis esta asociada con enfermedad

renal.

22. Un anticuerpo que tiene una afinidad de al menos
1x1077 M con WISE e inhibe la actividad de WISE apropiada
para usar en un método para el tratamiento de una condicién

médica asociada con proteinuria.

23. El1 método de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 19-22, en donde el anticuerpo estéa
selecciconado del grupo que consiste en Ab-M, Ab-N, Ab-0O,
Ab-R, Ab-1, Ab-13, Ab-16, Ab-18, Ab-23, BAb-24, Ab-28, Ab-
29, Ab-48, Ab-60, Ab-63, Ab-65, Ab-66, Ab-67, Ab-69, Ab-7,
Ab-70, Ab-72, Ab-74, Ab-75, Ab-76 y Ab-9.

24. Una composicidén farmacéutica que comprende el

anticuerpo o fragmento de acuerdo con la reivindicacidn 19.

25. El anticuerpo o un fragmento de él de acuerdo con
la reivindicacién 11 en combinacién con uno o varios de un
excipiente, diluyente o portador farmacéuticamente

aceptable.

26. El anticuerpo o un fragmento de é1 de acuerdo con
la reivindicacién 18 conjugado con al menos uno de Fc¢, PEG,

alblmina y transferrina.

27. Un polipéptide inmunogénico de WISE apropiado
para usar en la produccidén de anticuerpos inhibidores, en
donde los anticuerpos se fijan con WISE humano de longitud

total con una afinidad de al menos 1x107' M y puede reducir
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al menos uno de los siguientes paradmetros: iesién tisular,
tincidén Sirius red o produccidén de colldgeno, expresidn de
marcadores de miofibroblasto tales como aSMA o FSP-1,
expresién de osteopontina y proteinuria, y/o puede bloquear

el efécto inhibidor de WISE en un ensayc a base de células.

28. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién

27 correspondiente al bucle 1 de WISE.

29. Un polipéptidé de acuerdo con la reivindicaciédn

27 correspondiente al bucle 3 de WISE.

30. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién
27 correspondiente a un epitopo T49 o un epitopo T56.1 de

WISE.

(23



Listado de Secuencias
SEQUENCE LISTING

cttccecttg
atcctttatt
aatcaagcca
gttcaagtgg
agcatcagcc
cctaactgga
tggcggtgtg
agcacacgca
cagcacaacg
cacagagagc

cggatceccec

110> AMGEN INC.

120> WISE BINDING AGENTS AND EPITOPES
130> A-1378-wWO-PCT

140> Not Yet Assigned

141> 2008-11-20

150> 61/004,037

151> 2007-11-21

160> 282

170> PatentIn version 3.3
210> 1

211> 673

212> DNA

213> Homo sapiens

400> 1

tgcttcctec ctgccattca tttctatcte
gtttggctt ttaaaaatga tgccacagaa
.cagcacacc ccagcagcaa cagcacgttg
gtaacactg gactggatcg gaacactcgg
Cccaaataca tctctgatgg ccagtgcacc
ctggcgagt gettgcccct gecagtgete
agtactgga gcaggaggag ctcccaggag
agagaatcc agctgcagtg ccaagatggc
ctgcctgca agtgcaagag gtacacccgg
gcatgtcac ctgccaagcc agtccagcat
gcaagcaca gcatgagtta gctcgaggag
aagcttgcet age

210> 2

211> 206

212> PRT

213> Homo sapiens

400> 2

et Leu Pro Pro Ala Ile His Phe Tyr
. 5

10

catgcatcct
cacatgtggt
gaaatggagg
gttgccggga
ctctgaagga
ttggaggagg
tcaatgacaa
cctacaaaat
agtccagtca
ggaaaagagc

gggctgceagg

aatgaaaagc
taaacctgtt
caggcatttc
actgcgttcc
gctggtgtgt
ctatggaaca
aacccgtacc
cacagtagtc
caactttgag
cagcaaatcc

aattcgatat

Leu Leu Pro Leu Ala Cys Ile

15

eu Met Lys ger Cys Leu Ala Phe Lys Asn Asp Ala Thr Glu Ile Leu
0 25

30

yr Ser His val val Lys Pro val Pro Ala His Pro Ser Ser Asn Ser

35

40

45

Pigina 1

60
120

-180

240
300
360
420
480
540
600
660
673

12y



‘hr Leu
50

Asn

eu Asp
5

Arg
‘hr Lys

Tyr

du Leu val

rp Ile

Gly

In Glu
130

Trp

eu Gln
45

Cys

‘hr Ala Cys

is Asn Phe

lu Arg Lys

195

210> 3

211> 627
212> DNA
213> Mus

400> 3
tgcttect

gtttggctt
cggcacacc
gtagcactyg
ccaaataca
cgggcgagt
agtactgga
agaggatcc
cggcgtgea
gcgtgtege

gcaagcaca

Asn Thr Arg
70

Ile
85

Cys
100

Gly Gly Tyr

Arg Cys

Gln Asp
Lys Cys

Glu
180

Ser

Arg Ala

musculus

ctgccattca
ttaaaaatga
ccagcagcaa
gactggatcg
tttcggacgg
gcttgecect
gccggaggag
agctgeagty
agtgcaagag
ccgccaagec

gtctgagcta

Ala Arg

Ser Asp

Ala Gly Glu

val

Met

Ser

Listado de Secuencias

Asn
55

val G1n

Gly GIn

Cys

Gly Thr

120

Asn
135

Asp

ser Thr

Arg Tyr

Pro

Ser

Ser
200

Lys

tctctctctce
tgccacagaa
cagcaccctg
aaacagtcga
ccagtgcacc
gccggtgett
ctctcaggag
tcaggacgge
gtacacccgt
cgcccageac

gctcgag

val Gly

Arg

Thr Arg

Ala

Gly Gly Arg His Phe Ser
‘ 60

Ccys
75

Thr
90

Cys ser

Leu Pro

105

Leu

Lys Tyr Trp

Lys Thr Arg

Thr Tyr
. 155

Gln

Lys Pro

185

Ser Lys His

attccecctgce
atcctttatt
aatcaagcca
gttcaagtgg
agcatcagcc
cccaactgga
tggcggtgtyg
agcacgcgcea
cagcacaacg

cacagagagc

Asn

Arg Glu Leu

Ile Ser Pro

Pro val Leu

110

ser Arg

Thr G1n
140

Arg

Lys Ile Thr

His Asn Glu

His
190

val GlIn

Ser Met Ser

205

tctgcatcect
cacatgtggt
ggaatggagg
gctgcaggga
ctctgaagga
tcggaggagg
tcaacgacaa
cctacaaaat

agtccagcca

ggaagagagc

pagina 2

Thr Gly

ser
80

Arg

Leu
95

Lys

Pro Asn

sSer Ser

Ile GlIn

val
160

val

ser
175

Ser

His Arg

gatgagaaac
taaacctgtc
caggcatttc
actgcggtcc
gctggtgtgce
ctatggaaca
gacgcgcacc
caccgtggtc
caactttgaa

cagcaaatcc

60
120
180
240
300

360 .

420
480
540
600
627

(2



Listado de Secuencias

<210> 4

<211> 206

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 4
Met Leu Pro Pro Ala ITe His Leu Ser Leu Ile Pro Leu Leu Cys Ile
1 5 10 15

Leu Met Arg Asn Cys Leu Ala Phe Lys Asn Asp Ala Thr Glu Ile Leu
20 25 30

Tyr ser His val val Lys Pro val Pro Ala His Pro Ser Ser Asn Ser
35 40 45

Thr Leu Asn Gln Ala Arg Asn Gly Gly Arg His Phe Ser Ser Thr Gly
50 55 60

Leu Asp Arg Asn Ser Arg val GIn val Gly Cys Arg Glu Leu Arg Ser
65 70 75 80

Thr Lys Tyr Ile Ser Asp Gly GIn Cys Thr Ser Ile Ser Pro Leu Lys
85 90 95

Glu Leu val Cys Ala Gly Glu Cys Leu Pro Leu Pro val Leu Pro Asn
100 105 110

Trp Ile Gly Gly Gly Tyr Gly Thr Lys Tyr Trp Ser Arg Arg Ser Ser
115 120 125

GIn Glu Trp Arg Cys val Asn Asp tys Thr Arg Thr Gln Arg Ile Gln
130 135 140

Leu GIn Cys Gln Asp Gly Ser Thr Arg Thr Tyr Lys Ile Thr val val
145 150 155 160

Thr Ala Cys Lys Cys Lys Arg Tyr Thr Arg Gln His Ash Glu Ser Ser
165 170 175

His Asn Phe Glu Ser val Ser Pro Ala Lys Pro Ala Gln His His Arg
180 185 190

Glu Arg Lys Arg Ala Ser Lys Ser Ser Lys His Ser Leu Ser

195 200 205
<210> 5
<211> 629
<212> DNA
<213> Rattus norvegicus
<400> 5
atgcrtcctc ctgccattca tctctctctc attcccctge tctgcatect gatgaaaaac 60

Pagina 3 /Zé




Listado de Secuencias

taaacctgtt
caggcacttc
actgcggtcec
gctggtgtgce
ctacggaaca
gacgcgcacc
caccgtggtc
caactttgaa

cagcaaatcc

cys
15

:gtttggctt ttaaaaatga tgccacagaa atcctttatt cacatgtggt

lcagcacacc ccagcagcaa cagcacctig aatcaagcca ggaatggagg

ijgtagcacgg gactggatcg aaatagtcga gttcaagtgg gctgcaggga

iccaaataca tctcggatgg ccagtgcacc agcatcagcc ctctgaagga

jcgggtgagt gcttgccctt gccagtgett cccaactgga tcggaggagqg

lagtactgga gccggaggag ctcccaggag tggcggtgtg tcaacgacaa

:agagaatcc agcetgcagtg tcaggacgge agcacacgca cctacaaaat

1cagcgtgca agtgcaagag gtacacccgg cagcacaacg agtccagcca

igcgtgtctc ccgccaagcc cgcccagcac cacagagagc ggaagagage

1gcaagcaca gtctgagcta ggcggecge

210> 6

211> 206

212> PRT

213> Rattus norvegicus

400> 6

flet Leu Pro Pro Ala Ile His Phe Tyr Leu Leu Pro Leu Ala

L S 10

.eu Met Lys Ser Cys Leu Ala Phe Lys Asn Asp Ala Thr Glu
20 25 30

ryr Ser His val val Lys Pro val Pro Ala His Pro Ser Ser

35 40 45
rhr Met Asn Gln Ala Arg Asn Gly Gly Arg His Phe Ser Asn
50 55 60

.eu Asp Arg Asn Thr Arg val Gln val Gly Cys Arg Glu Leu

35 70 75

rhr Lys Tyr Ile Ser Asp Gly Gln Cys Thr Ser Ile Ser Pro

85 90

5Tu Leu val Cys Ala Gly Glu Cys Leu Pro Leu Pro val Leu
100 105 110

rrp Ile Gly Gly Gly Tyr Gly Thr Lys Tyr Trp Ser Arg Arg

115 120 125
31n Glu Trp Arg Cys val Asn Asp Lys Thr Arg Thr Gln Arg
130 135 140
.eu GIn Cys GIn Asp Gly Ser Thr Arg Thr Tyr Lys Ile Thr
L45 150 155

Pagina 4

Ile

Asn

Thr

Arg

Leu

95

Pro

Ser

Ile

val

Leu

Ser

Gly

ser

80

Lys

Asn

Ser

Gln

val
160

120
180
240
300
360
420
480
540
600
629

/23
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*hr Ala Cys Lys ng Lys Arg Tyr Thr Arg Gln His Asn Glu
1 17

1is Asn Phe Glu Ser Met Ser Pro Ala Lys Pro

180

185

ilu Arg Lys Arg Ala Ser Lys Ser Ser Lys His
195

210>
211>
212>
213>

400> 7
1tgcttectc

7
629
DNA

:gtttggctt
zcagcacacc
igtagcacgg
iccaaataca
jcgggtgagt
iagtactgga
zagagaatcc
icagcgtgea
1gcgtgtctc
1gcaagcaca
<210> 8

211> 206
<212> PRT
213>

<400> 8

‘et Leu Pro Pro Ala Ile His

L

-eu Met Lys

His
35

ryr Ser

Thr Leu Asn
50

_eu Asp Arg
35

ctgccattca

ttaaaaatga

ccagcagcaa

gactggatcg

tctcggatgg
gcttgecctt
gccggaggag
agctgcagtg
agtgcaagag
ccgccaagec

gtctgagcta

5

Asn Cys
20

val val

Leu Ala

200

Macaca fascicularis

tctctetete
tgccacagaa
cagcaccttg
aaatagtcga
ccagtgcacc
gccagtgett
ctcccagogag
tcaggacggc
gtacacccgg

cgcecageac

ggcggecege

Macaca fascicularis

Leu

Phe

Lys Pro val

40

GIn Ala Arg Asn Gly

Asn Ser Arg val
70

55

Gln

Ser

Lys

Gly Arg

val

attcccctge

atcctrtatt
aatcaagcca
gttcaagtgg
agcatcagcc
cccaactgga
tggcggtgtyg
agcacacgca
cagcacaacg

cacagagagc

Leu Ile

10

Asn Asp

Ser Ala His

His

Gly Cys
75

val G1ln His

190

Ser Met Ser

205

tctgecatcct
cacatgtggt
ggaatggagg
gctgcaggga
ctctgaagga
tcggaggagg
tcaacgacaa
cctacaaaat

agtccagcca

ggaagagagc

Pro Leu Leu

Ala Thr Glu
30

ser
45

Pro

Phe
60

Ser

Arg Glu

Pagina 5

Ser

Ser

Leu

Ser Sser
175

His Arg

gatgaaaaac

taaacctgtt
caggcacttc
actgcggtcc
gcrggtgtge
ctacggaaca
gacgcgcace
caccgtggtc
caactttgaa

cagcaaatcc

Cys Ile

Ile Leu
Asn Ser

Thr Gly

ser
80

Arg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
629
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Lys Tyr

Leu val

Trp Ile Gly

s1n Glu Trp
130

Leu GIn Cys
145

Thr Ala Cys

4is Asn Phe

Arg

<210> 9

<211> 714
<212> DNA
<213> Homo

<400> 9
atgaagttgc

gttgtgatga
tcttgcagat
ctgcagaagc
ggggtcccag
agagtggagg
acgttcggtyg
atcttcccac
dacaacttct
aatggcgtce
agcaccctca
actcacaaga
210> 10
<211> 238

<212> PRT
<213> Homo

Ile Ser Asp Gly GIn Cys Thr Ser Ile Ser
90

85

Cys Ala Gly Glu

100

Listado de Secuencias

Cys

Gly Gly Tyr Gly Thr

Arg Cys val

120

Asn
135

ASD

GIn Asp Gly Ser Thr

Lys Cys

Glu
180

Arg Ala Ser

sapiens

ctgttaggct
cccaaactcc
ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag
ctgaggatct
ctgggaccaa
catccagtga
accccaaaga
tgaacagttg
cgttgaccaa

catcaacttc

sapiens

Ser val

Lys Arg Tyr

Ser Pro

ser
200

Lys

gttggtgctg
actctccctg
ccttgaacac
tccaaagctc
tggcagtgga
gggagtttat
ggtggagctg
gcagttaaca
catcaatgtc
gactgatcag
ggacgagtat

acccattgtc

Ala

Leu Pro

Leu
105 ,

Lys Tyr Trp

Lys Thr Arg

Arg Thr Tyr

155

Thr Arg G1n

LyS Pro

185

Ser Lys His

atgttctgga
cctgtcagtc
agtaatggaa
ctgatctaca
tcagggacag
ttctgctctc
aaacgggctg
tctggaggtg
aagtggaaga
gacagcaaag
gaacgacata

aagagcttca

Pro Leu

95

Lys

Pro val Leu

110

Pro Asn

Ser Arg Arg Ser Ser

Thr GTn Arg Ile Gln

140

val
160

Lys Ile Thr val

His Asn Glu Ser Ser

175

His
190

Ala Gln His Arg

Ser Leu Ser

205

ttcctgettc cagcagtgat
ttggagatca agcctccatc
acacctattt acattggtac
aagtttccaa ccgattttct
atttcacact caagatcagc
aaagtacaca tgttccgctc
atgctgcacc aactgtatcc
cctcagtcgt grtgettcttg
ttgatggcag tgaacgacaa
acagcaccta' cagcatgagc
acagctatac ctgtgaggcc

acaggaatga gtgt

pPagina 6

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
714

129



Listado de Secuencias
<400> 10

Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu val Leu Met Phe Trp Ile Pro Ala
1 5 10 15

‘Ser Ser Ser Asp val val Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Pro Vval
20 25 30

ser Leu Gly Asp GIn Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu
35 40 45

Glu His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu GIn Lys Pro
50 55 60

Gly GIn Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys val Ser Asn Arg Phe Ser
65 70 75 80

Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
85 30 95

Leu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Leu Gly val Tyr Phe Cys
100 105 110

Ser Gln Ser Thr His val Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys val
115 120 125

Glu Leu Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr val Ser Ile Phe Pro Pro
130 135 140

ser Ser Glu GIn Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser val val Cys Phe Leu
145 150 155 160

Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn val Lys Trp Lys Ile Asp Gly
165 170 175

Ser Glu Arg GIn Asn Gly val Leu Asn Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser
180 185 190

Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp
195 200 205

Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr
210 215 220

Ser Thr Ser Pro Ile val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys

225 230 235
<210> 11

<211> 1428

<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 11

Pagina 7 (30



atgggttggce
atccacttgg

tgcaaggcgt
ggaaagggtt
gatgacttca
cagatcaaca
tattactacg
gccaaaacaa
tcetctgtga
tggaactctg
ctctacacta
acctgcagcg
gggcccattt
cctaacctcg
atgatctccc
gacgtccgga
catagagagg
gactggatga
atcgagagaa
ccgcecaccag
ttcaacccty
aaggacaccg
ataaaaacaa
ctgaaaaatt
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

12

476
PRT
Mus

12

Met Gly Trp Leu Trp Asn Leu Leu Phe
1 5

Ala GIn Ala GIn Ile His Leu val §1n
5

Pro Gly Glu Thr val Lys Ile igr Cys

35

tgtggaactt
tacagtctgg
ctgggttrtc
taaagtggat
agggacggtt
acctcaaaaa
gtagtggcat
cacccccatc
ctctgggatg
gatccctgtc
tgagcagctc
ttgctcaccce
caacaatcaa
agggtggacc
tgacacccaa
tcagctggtt
attacaacag
gtggcaagga
ccatctcaaa
cagagcagtt
gagacatcag
caccagtcct
gcaagtggga

actacctgaa

musculus

20

Listado de Secuencias

gctattcctg
acctgagctg
cttcacaacc
gggctrggata
tgccttetct
tgaggacacg
tgcrrtctygg
agtctatcca
cctggtcaag
cagcagtgtg
agtgactgtc
agccagcage
cccctgtect
atccgtcttc
ggtcacgtgt
tgtgaacaac
tactatccgg
gttcaaatgc
aattaaaggg
gtccaggaaa
tgtggagtgg
ggactctgac
gaaaacagat

gaagaccatc

atggcagctg
aagaagcctg
tatggaatga
aatacctact
ttggaaacct
gctacatatt
ggccaaggga
ctggcccctyg
ggctacttcc
cacaccttcc
ccctecagea
accacggtgg
ccatgcaagg
atctrtccctc
gtggtggtgg
gtggaagtac
gtggtcagtg
aaggtcaaca
ctagtcagag
gatgtcagtc
accagcaatg
ggttcttact
tcctrcreat

tcccggtetce

Leu Met
10

ser Gly

Lys Ala

cccaaagtgce
gagagactgt
gctgggtgaa
ctggagtgcc
ctgccageac
tctgtgtaag
ctctggtcac
ggtgtggaga
ctgagtcagt
cagctctcct
cctggccaag
acaaaaaact
agtgtcacaa
caaatatcaa
atgtgagcga
acacagctca
ccctecccat
acaaagacct
ctccacaagt
tcacttgect
ggcatacaga
tcatatacag
gcaacgtgag

cgggtaaa

ccaagcacag
caagatctcc
acaggctcca
tacatatgct
tgcctatttg
ggggagggaa
tgtctctgea
tacaactggt

gactgtgact

gcagtctgga -

tcagaccgtc
tgagcccagc
atgcccagcet
ggatgtactc
ggatgaccca
gacacaaacc
ccagcaccag
cccatcaccc
atacatcttg
ggtcgtgggc
ggagaactac
caagctcgat

acacgagggt

Ala Ala Aala GIn Ser

15

Pro Glu Leu LyS Lys

30

ser Gly Phe Ser Phe

45

Pagina 8

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1428



Thr

Asp

Thr

Tyr

Phe

Pro

145

Ser

val

Phe

Thr

Ala

Gly

Lys

Pro

Thr

ser
305

Thr

50

Trp

Asp

Ala

Phe

Trp

Pro

Ser

Thr

Pro

val

210

His

Pro

Cys

Pro

Ny
Cys

290

Trp

Tyr

Met

Phe

Tyr

Ser

val

val

Ala

195

Pro

Pro

Ile

Pro

Asn

275

val

Phe

Gly

Gly

Lys

Leu

100

val

Gln

val

Thr

Thr

180

Leu

Ser

Ala

Ser

Ala

260

Ile

val

val

Met

Trp

Gly

85

GIn

Arg

Gly

Tyr

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Ser

Thr

245

Pro

LysS

val

Asn

Ser

Ile

70

Arg

Ile

Gly

Thr

Pro

150

Gly

Asn

G1n

Thr

ser

230

Ile

Asn

Asp

AsSp

Asn
310

Trp

55

Asn

Phe

AsSn

Arg

Leu

135

Leu

cys

Ser

Ser

Trp

Thr

Asn

Leu

val

val

295

val

Listado de Secuencias
val Lys Gln Ala Pro Gly

Thr

ASn

Glu

120

val

Ala

Leu

Gly

Thr

Pro

Glu

Leu

280

Ser

Glu

Tyr

Phe

Leu

105

Tyr

Thr

Pro

val

Ser

185

Leu

Ser

val

cys

Glu

val

Ser

Ser

90

LysS

Tyr

val

Gly

Lys

Leu

Tyr

Gln

AsSp

Pro

250

Gly

Ile

Asp

His

Gly

75

Leu

Asn

TYr

Ser

Gly

Ser

Thr

Thr

Lys

Pro

Pro

Ser

Asp

Thr
315

60

val

Glu

Glu

Gly

Ala

140

Gly

Tyr

Ser

Met

val

220

LysS

cys

Ser

Leu

Pro

300

Ala

Pagina 9

Pro
Thr
Asp
Ser
125
Ala
Asp
Rhe
ser
ser
205
Thr
Leu
Lys
val
Thr
285

Asp

Gln

LysS

Thr

Ser

Thr

110

Gly

Lys

Thr

Pro

val

190

ser

Cys

Glu

Glu

Phe

270

Pro

val

Thr

Gly

Tyr

Ala

95

Ala

Ile

Thr

Thr

Glu

175

His

ser

Se_r

Pro

Lys

Arg

Gln

Leu

Ala

80

ser

Thr

Ala

Thr

Gly

Ser

Thr

val

val

Ser

240

His

Phe

val

Ile .

Thr
320

[32



His Arg Glu Asp Tyr Asn Ser Thr Ile Arg val val Ser Ala
325 330
Ile GIn His GIn Asp Trp Met Ser Gly Lys Glu Phe Lys Cys
340 345 350
Asn Asn Lys Asp Leu Pro Ser Pro Ile Glu Arg Thr Ile Ser
355 360 365

Lys Gly Leu val Arg Ala Pro Gin val Tyr Ile Leu Pro Pro
370 375 380

Glu GIn Leu Ser Arg Lys Asp val Ser Leu Thr Cys Leu val

385 390 3195

Phe Asn Pro Gly Asp Ile Ser val Glu Trp Thr Ser Asn Gly

405 410
Glu Glu Asn Tyr Lys Asp Thr Ala Pro val Leu Asp Ser Asp
420 425 430
Tyr phe Ile Tyr Ser Lys Leu Asp Ile Lys Thr Ser Lys Trp
435 440 445

Thr Asp Ser Phe Ser Cys Asn val Arg His Glu Gly Leu Lys
450 455 460

Tyr Leu Lys Lys Thr Ile Ser Arg Ser Pro Gly Lys

465 470 475

<210> 13

<211> 1044

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 13

atggacatga gggtgcccgc tcagctcctg gggctcctge tgctgtgget

cgctgcgatg tagttatgac acagtctccc ctgtctttgc cagtcacatt

gccrctatta gctgccgaag ttctcagtct ttggagcatt ccaacggcaa

cactggtatc tgcagaagcc cggacaaage ccccaacttc tcatctataa

aggttcagcg gggtgcctga taggttctcc ggctccggeca gcggcactga

aaaatcagtc gggtcgaagc tgaagatgta ggcgtgtact tttgctcaca

gracccctga cttttggagg tggaacgaaa gtggagatca aacgtacggt

tctgtcttca tcttcccgec atctgatgag cagttgaaat ctggaactgc

tgcctgetga ataacttcta tcccagagag gccaaagtac agtggaaggt

ctccaatcgg gtaactccca ggagagtgtc acagagcagg acagcaagga

agcctcagca gcaccctgac gctgagcaaa gcagactacg agaaacacaa

Pagina 10

Listado de Secuencias

Leu Pro

335

Lys val

Lys

Pro Ala

Va1.G1y

His Thr

415

Gly Ser

Glu Lys

Asn Tyr

gagaggtgcg
gggtcagccce
tacttacttg
agtcagcaat
ttttaccctt
gtccacacac
ggctgcacca
ctctgttgtyg
ggataacgcc

cagcacctac

agtcracgcec

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



tgcgaagtca
tgtcgtacgg
tctggaactg
cagtggaagg
gacagcaagg
gagaaacaca

aagagcttca

cccatcaggg
tggctgcacc
ccrctgttgt
tggataacgc
acagcaccta
aagtctacgc

dCdggggaga

.Listado de Secuencias
cctgagetcg cccgtcacaa agagcttcaa

atctgtcttc atcttcccge catctgatga

gtgcctgctg aataacttct

cctccaatcg ggtaactccc

cagcctcagc agcaccctga

ctgcgaagtc acccatcagg

gtgt

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

<400>

14
241
PRT
Homo

14

Met Asp Met
1

Leu

Leu

Gln

GIn

65

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

145

cys

val

Arg

Pro

Ser

50

Lys

Phe

Phe

Phe

Leu

AsSp

Gly

val

35

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

115

val

Pro

Leu

Asn

sapiens

Arg

Ala

20

Thr

Glu

Gly

Gly

Leu

100

Ser

Glu

Ser

Asn

Ala
180

val
5

Arg

Leu

Gln

val

85

Lys

Gln

Ile

Asp

Asn

165

Leu

Pro Ala

Cys Asp
Gly Gln

Asn
55

Ser

Ser Pro

70
Pro Asp

ser

Ser Thr

Lys Arg

Glu Gln

150

Phe Tyr

GIn Ser

Gln

val

Pro

40

Gly

Gln

Arg

Arg

His

120

Thr

Leu

Pro

Gly

Leu

val

25

Ala

Asn

Leu

Phe

val

105

val

val

Lys

Arg

Asn
185

atcccagaga
aggagagtgt
cgctgagcaa

gcectgagete

caggggagag
gcagttgaaa
ggccaaagta
cacagagcag
agcagactac

gcececgtcaca

Met

Thr

Glu

Ala

Leu Leu

10

Gly

Thr GlIn

Ser Ile Ser

Leu
60

Tyr

Ile
75

Leu Tyr

ser ser

90

Gly

Ala Glu

Pro Leu Thr

Ala Pro

140

ser Gly Thr

155

Glu
170

Ala Lys

Ser GIn Glu

Pagina 11

Leu

Ser

LyS

Gly

Asp

Phe

125

Ser

Ala

val

ser

Leu

Pro

30

Arg

Trp

val

Ser

val

110

Gly

val

Ser

GIn

val
190

Leu

15

Leu

ser

Tyr

Ser

Gly

95

Gly

Gly

Phe

val

Trp

Thr

Trp

Ser

Ser

Leu

Asn

80

Thr

val

Gly

Ile

val

160

Lys

Glu

720
780
840
900
9360
1020
1044

N



Listado de Secuencias

GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu
19

200

205

Ser Lys Ala Asp Tyr Glu 5{5 His Lys val Tyr 9;8 Cys Glu val Thr
5

210

His GIn Gly Leu Ser Ser Pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu

225

Cys

<210> 15
<211>
<212>
<213>

DNA
<4Q0> 15

atggacatga
cgctgecagg
aaagtgtcct
caagcacccg
acctatgcag
gcgtatctge
ggccgagaat
gtctctagtg
acctccgaga
acggtgtcgt
cagtcctcag
acccagacct
gttgagcgca
tcagtcttec
gtcacgtgcg
gtggacggcg
acgttccgtg
tacaagtgca
accaaagggc
acfadgaacc
gtggagtggg

gactccgacg

1407

Homo sapiens

gggtgcccgce
tgcagctcgt
gcaaagcgtc
gccaaggtcet
acgactttaa
aaatcaattc
acractatgg
cctccaccaa
gcacagceggc
ggaactcagg
gactctactc
acacctgcaa
aatgrtgtgr
TCttcceccc
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg

gctccttett

tcagctcctg
gcaaagtggg
tggctacacc
ggagtggatg
aggccgcttc
cctgaaagcc
cagcggcata
gggcccatcg
ccrgggetge
cgctctgacc
cctcagceagce
cgtagatcac
cgagtgccca
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgtt
caaaggcctc
accacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag

cctctacagce

235

gggctectge
gccgaagtga
tttactacct
ggttggataa
gtgttctccc
gaggacactg
gccttttggg
gtctteccccc
ctggtcaagg
agcggegtge
gtggtgaccg
aagcccagea
ccgtgececag
gacaccctca
gaagaccccg
acaaagccac
gtgcaccagg
ccagceccea
tacaccctgce
gtcaaaggct
aacaactaca

aagctcaccg

tgctgtggct
aaaaacctgg
atggaatgtc
acacatattc
ttgacacctc
ccgtgtactt
gtcaggggac
tggcgeectg
actacttccc
acaccttccc
tgccctccag
acaccaaggt
caccacctgt
tgatctcccg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatcccg
tctaccccag
agaccacacc

tggacaagag

pagina 12

+ 240

gagaggtgcg
agcaagcgtt
atgggtgaaa
cggcegteccc
tgtaagtacc
ttgcgtgcgy
cctggtgacc
ctccaggagc
cgaaccggtg
agctgtccta
caacttcggc
ggacaagaca
ggcaggaccg
gacccctgag
caactggtac
gttcaacagc
cggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgcec

tcccatgetg

caggtggcag

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

13¢



Listado de Secuencias
caggggaacg tcttctcatg ctccgtgatg catgaggctc tgcacaacca ctacacgcag 1380

aagagcctct ccctgtctcc gggtaaa 1407
<210> 16

<211> 469

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Met Asp Met Arg val Pro Ala GIn Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Leu Arg Gly Ala Arg Cys GIn val GIn Leu val Gln Ser Gly Ala Glu
20 25 30

val Lys Lys Pro Gly Ala Ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly
35 40 45

Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr Gly Met Ser Trp val egg Gln Ala Pro Gly
50 55

Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Ser Gly val Pro
65 70 75 80

Thr Tyr Ala Asp Asp Phe Lys Gly Arg Phe val Phe Ser Leu Asp Thr
85 90 95

ser val Ser Thr Ala Tyr Leu GIn Ile Asn Ser Leu Lys Ala Glu Asp
100 ' 105 110

Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Arg Glu Tyr Tyr Tyr Gly Ser
115 120 125

Gly Ile Ala Phe Trp Gly GIn Gly Thr teu val Thr val Ser Ser Ala
130 135 140

Ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser
145 150 155 160

Thr Ser Glu ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe
165 170 175

Pro Glu Pro val Thr val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly
180 185 190

val His Thr Phe Pro Ala val Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu
195 200 205

ser Ser val val Thr val Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr
210 215 220

pPadgina 13



Thr

225

val

val

Leu

Ser

Glu

305

Thr

Asn

Pro

Gln

val

385

val

Pro

Thr

val

Leu
465

Cys

Glu

Ala

Met

His

290

val

Phe

Gly

Ile

val

370

Ser

Glu

Pro

val

Met

450

Ser

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

Asn

Arg

Gly

Ile

275

Glu

His

Arg

Lys

Glu

355

Tyr

Leu

Trp

Met

Asp

His

Pro

17
714
DNA
Homo

val

Lys

Pro

260

Ser

Asp

ASn

val

Glu

340

LysS

Thr

Thr

Glu

Leu

420

Lys

Glu

Gly

Asp
Cys
245
Ser
Arg
Pro
Ala
val
325
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
405

ASp

Ser

Lys

sapiens

His

230

Cys

val

Thr

Glu

Lys

310

Ser

Lys

Pro

Leu

390

Asn

Ser

Arg

Leu

Lys
val
Phe
Pro
val
295
Thr
val
Cys
ser
Pro
375
val
Gly
Asp

Trp

His
455

Listado de Secuencias
Pro Ser Asn Thr Lys val

Glu Cys

Leu Phe
265

Glu val
280

GIn Phe
Lys Pro

Leu Thr

Lys val
345

Lys Thr
Ser Arg
Lys Gly
Gln Pro
Gly Ser

425

GIn GIn
440

Asn His

Pro

250

Pro

Thr

Asn

Arg

val

330

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

410

Phe

Gly

Tyr

235

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

315

val

AsSn

Gly

Glu

Tyr

395

Asn

Phe

AsSn

Thr

Cys

Lys

val

Tyr

300

Glu

His

LYyS

GIn

Met

380

Pro

Asn

Leu

val

Gln
460

Pagina 14

Pro

Pro

val

285

val

Gin

Gln

Gly

Pro

365

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

445

Lys

Asp

Ala

Lys

270

val

Asp

Phe

Asp

Leu

350

Arg

LYyS

Asp

Lys

Ser

430

Ser

Sser:

Lys

Pro

255

Asp

ASp

Gly

Asn

Trp

335

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

415

Lys

Cys

Leu

Thr

240

Pro

Thr

val

val

Ser
320

Leu

Ala

Pro

Ala

400

Thr

Leu

ser

Ser

3%



<400> 17
atggagaaag

gacattgtgc
arctcctgca
caacagaaac
ggggtccctg
cctatggagg
acgttcggag
atcttcccac
aacaacttct
aatggcgtcc
agcaccctea
actcacaaga
<210> 18

<211> 238
<212> PRT
<213>

<400> 18

Met Glu Lys
1

Gly Ser

val Ser

35

val Asp Asn

50

Gly Gln

65

Gly val

Leu Asn

Gln GIn

115

Ile
130

Glu Lys

Thr

Leu

Pro

Pro

Ile

Ser

acacactcct
tgacccaatc
gagccagcga
caggacagcc
ccaggtttag
aggatgatgc
gggagaccaa
catccagtga
accccaaaga
tgaacagttg
cgttgaccaa

catcaacttc

Homo sapiens

Asp Thr
5

Gly
20

Asp

Gly GIn

Tyr Gly

Pro Lys

Ala Arg

85

His Pro

100

Lys Glu

Arg

Leu

Ile

Arg

Ser

Leu

70

Phe

Met

val

Ala Asp

Listado de Secuencias

gctatgggtc
tccaccttet
aagtgttgat
acccaaactc
tggcagtggg
tgcaatgtat
actggaaata
gcagttaaca
catcaatgtc
gactgatcag
ggacgagtat

acccattgtc

Leu Leu

val Leu

Ala Thr
40

Ser Phe

55

Leu Ile

ser Gly

Glu Glu

Pro Tyr
120

Ala Ala

135

Thr GIn

Thr

ctgcttctct
ttggctgtgt
aattatggct
ctcatctttg
tctgggacag
ttctgtcagce
aaacgggctg
tctggaggtg
aagtggaaga
gacagcaaag
gaacgacata

aagagcttca

val
10

Trp Leu

ser
25

ITe Ser Cys

Met Asn Trp

Ala
75

Phe Ala

Ser Gly

90

ser

Asp Asp Ala

105

Phe Gly

Pro Thr val

gggttccagg
ctctagggca

ctagtttrat
ctgcatccaa
acttcagcect
aaagtaagga
atgctgcacc
cctcagtcgt
ttgatggcag
acagcaccta
acagctatac

acaggaatga

Leu Leu

ser
30

Pro Pro

Ala
45

Arg

Phe GIn Gln

60

Ser Asn GIn

Gly Thr Asp

Ala Met Tyr

110

Gly Gly

Ser Ile Phe

140

pagina 15

Trp

ser

Thr

gtccacaggt
gagggccacc
gaactggttc
ccaaggatcc
caacatccat
ggttccgtac
aactgtatcc
gtgcttcttg
tgaacgacaa
cagcatgagc
ctgtgaggcec
gtgt

val
15

Pro
Leu Ala
Glu ser
Pro

Lys

ser
80

Gly

Phe
95

Ser
Phe Cys
Leu

LyS

Pro Pro

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
714

13¥



Listado de Secuencias

Ser Ser Glu GIn Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser val val Cys Phe Leu
145 150 ‘ 155 160

Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn val Lys Trp Lys Ile Asp Gly
165 170 175

Ser Glu Arg GIn Asn Gly val Leu Asn Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser
180 185 190

Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp
195 200 205

Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr
210 215 220

Ser Thr Ser Pro Ile val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys

225 230 235

<210> 19

<211> 1419

ig%gi 332 musculus

<400> 19

atggaatgga actgggtcgt tctcttccte ctgtcattaa ctgcaggtgt ctatgcccag 60
ggtcagatgc agcagtctgg agctgagctg gtgaagcctg gggcttcagt gcaactgtcc 120
tgcaagactt ctggcttcac cttcagcagt acctatataa gttggttgaa gcagaagcct 180
ggacagagtc ttgagtggat tgcatggatt tatgctggca ctggtggtac cagatataat 240
cggaagttca caggcaaggc ccaactgact gtagacacat cctccagcac agcctacatg 300
caattcagca gcctgacaac tgaggactct geccatctatt actgtgcaag agagggggtc 360
gacgggtggt ttacttactg gggccagggg actctggtca ctgtctctgc agccaaaaca 420
acacccccat cagtctatcc actggcccct gggtgtggag atacaactgg ttcctccgtg 480
actctgggat gcctggtcaa gggctacttc cctgagtcag tgactgtgac ttggaactct 540
ggatcecctgt ccagcagtgt gcacaccttc ccagctctcc tgcagtctgg actctacact 600
atgagcagct cagtgactgt cccctccagc acctggccaa gtcagaccgt cacctgcagce 660
gttgctcacc cagccagcag caccacggtg gacaaaaaac ttgagcccag cgggcccatt 720
tcaacaatca acccctgtecc tccatgcaag gagtgtcaca aatgcccage tcctaaccte 780
gagggtggac catccgtctt catcttccct ccaaatatca aggatgtact catgatctcc 840
ctgacaccca aggtcacgtg tgtggtggtg gatgtgagcg aggatgaccc agacgtccag 900
atcagctggt ttgtgaacaa cgtggaagta cacacagctc agacacaaac ccatagagag 960
gattacaaca gtactatccg ggtggtcage acccteccca tccagcacca ggactggatg 1020
agtggcaagg agttcaaatg caaggtcaac aacaaagacc tcccatcacc catcgagaga 1080

Pdgina 16

139



accatctcaa
gcagagcagt
ggagacatca
gcaccagttc
agcaagtgag

tactacctga

aacccaaagg
tgtccaggaa
gtgtggagtg
ttgactctga
agaaaacaga

agaagaccat

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

<400>

20

473
PRT
Mus

20

musculus

Met Glu Trp Asn

1

val

Pro

Ser

Glu

65

Arg

Thr

Tyr

Gln

val

145

Thr

Thr

Tyr

Gly

ser

50

Trp

LysS

Ala

Tyr

Gly

Tyr

Leu

Trp

Ala

Ala

35

Thr

Ile

Phe

Tyr

115

Thr

Pro

Gly

AsSn

Gln

20

Ser

Tyr

Ala

Thr

Met

100

Ala

Leu

i

Leu

Cys

ser
180

Trp

Gly

val

Ile

Trp

Gly

85

Gln

Arg

val

Ala

Leu
165

Gly

Va

Gl

Gl

Se

Il
70

Ly

Ph

Gl

Th

Pr

15

va

Se

Listado de Secuencias

gctagtcaga
agatgtcagt
gaccagcaat
cggttcttac
ttcetrctca

ctcceggtet

1 val Leu

n Met GlIn

n Leu Ser

40

r Trp Leu

55

e Tyr Ala

s Ala G1n
Ser

e Ser

val
120

u Gly

r val
135

ser

0 Gly
0

Ccys
1 Lys Gly

r Leu Ser

gctccacaag
ctcacttgcc
gggcatacag
ttcatatata
tgcaacgtga

ccgggtaaa

tatacacttt
tggtcgtggg
aggagaacta

gcaagctcaa

gacacgaggg

gccgecacca
cttcaaccct
caaggacacc
tatgaaaaca

tctgaaaaat

Phe

Gln
25

Cys

Lys

Gly

Leu

Leu

105

ASp

Ala

Gly

Tyr

ser
185

Leu
10

Leu

Ser Gly

Lys Thr

Gln Lys

Thr Gly

75

Thr val

90

Thr Thr

Gly Trp
Ala

Lys

Thr
155

AsSp

Phe
170

Pro

Ser val

Ser Leu

Ala Glu

Ser Gly

45

Pro
60

Gly
Gly Thr
Asp Thr
Glu

Asp

Thr
125

Phe

Thr Thr

140

Thr Gly

Glu Ser

His Thr

Pagina 17

Thr

Leu

30

Phe

Gln

Arg

Ser

Ser

110

Tyr

Pro

Ser

val

Phe
190

Ala

15

val

Thr

Ser

Tyr

ser

95

Ala

Trp

Pro

Ser

Thr
175

Pro

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Sear

Ile

Gly

ser

val

160

val

Ala

1140
1200
1260
1320
1380
1419

140



Leu
ser
Ala
225

Ser

Ile

val

val

305

Asp

Gln

Asp

val

ser
385
Gly
Tyr

TYr

Phe

Leu

Ser

210

Ser

Thr

Pro

LysS

val
290

Asn

Tyr

ASp

Leu

ASp

LysS

ser

ser
450

Gln

195

Thr

Ser

Ile

Asn

275

Asp

Asn

Asn

Trp

Pro

355

Ala

LyS

Ile

AsSp

Lys

cys

Ser

Trp

Thr

AsSn

Leu

260

val

val

val

Ser

Met

340

sSer

Pro

Asp

Ser

Thr

420

Leu

Asn

Gly

Pro

Thr

Pro

245

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr

325

Ser

Pro

Gln

val

val

405

Ala

Asn

val

Leu

Ser

val

230

Cys

Gly

Met

Glu

val

310

Ile

Gly

Ile

val

Ser

390

Glu

Pro

Met

Arg

Tyr

GIn

215

ASp

Pro

Gly

Ile

Asp

295

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

375

Leu

Trp

val

Lys

His
455

Listado de Secuencias
Thr Met Ser Sar Ser val

200

Thr

Lys

Pro

Pro

Ser

280

Asp

Thr

val

Glu

Arg
360

Thr

Thr

Thr

Leu

Thr

440

Glu

val

Lys

Cys

Ser

265

Leu

Pro

Ala

val

Phe

345

Thr

Leu

Cys

Ser

425

Ser

Gly

Thr

Leu

Lys

val

Thr

Asp

Gln

ser

330

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

410

ser

Lys

Leu

Cys

Glu

235

Glu

Phe

Pro

val

Thr

315

Thr

Cys

ser

Pro

val
395

Gly

ASp

Trp

LyS

Ser

220

Pro

Cys

Ile

Lys

G1n

300

Leu

LYS

Lys

Pro

380

val

His

Gly

Glu

Asn
460

Pagina 18

205

val

Ser

His

Phe

val

285

Ile

Thr

Pro

val

Pro

365

Ala

Gly

Thr

Ser

Thr

Ala

Gly

LysS

Pro
270

Thr

Ser

His

Ile

ASn

350

Lys

Glu

Phe

Glu

Tyr

430

Thr

Tyr

val

His

Pro

Cys

255

Pro

Cys

Trp

Arg

Glin

335

ASn

Gly

Gln

Asn

Glu

415

Phe

Asp

Leu

Pro

Pro

Ile

240

Pro

Asn

val

Phe

Glu

320

His

Lys

Leu

Leu

Pro
400

Asn

Ser

Lys

14)



465

<210> 21

<211> 720
<212> DNA
<213> Homo

<400> 21
atggacatga

cgctgtgaca
gtgactatca
tggtatcagc
ggttcagggg
attagctcce
ccctatacct
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca
gaagtcaccc
<210> 22
<211> 240
<212> PRT
<213> Homo
<400> 22
Met Asp Met
1

Leu

Arg Gly

Ala
35

Leu Ser

Glu Ser val

50

Lys Pro Gly

Gly Ser Gly

Phe Thr Leu

sapiens

gggtgcccgce
ttcagatgac
gctgccgagce
agaagccggg
ttcceteccg
tccagcctga
tcggacaggg
tcccgecatc
acttctatcc
actcccagga
ccctgacgcet

atcagggcct

sapiens

val

Arg

Ala
20

Arg

ser val

ASp Asn

Lys Ala

val Pro

85

Thr Ile

100

Pro

Cys

Tyr

Pro
70

ser

ser

Listado de Secuencias

tcagctcctg
tcagtccccc
cagtgagtca
aaaagcccca
cttctccgge
agactttgct
tactaaactg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgecce

Ala G1n

Asp ITe

ASp Arg

40

Gly Ser

55

Lys Leu

Arg Phe

Ser Leu

Gln

val

Gln

Lys Thr Ile Ser Arg Ser Pro Gly Lys
470

gggctectge
tcctctctcet
gtcgataatt
aagctcctca
tctgggtctg
acctattatt
gagattaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

Leu Leu

10

Gly

Met Thr

25

Thr Ile

Ser Phe Met

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser

90

Pro Glu

105

tgctgtggct
ccgettcagt
atggctcatc
tttacgcege
gcactgattt
gccagcagag
gtacggtggc
gaactgccte
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

Leu Leu Leu

Gln Ser Pro

30

Ser Arg

Asn
60

Trp Tyr

Ala Ala

Gly Ser Gly

Ala
110

Asp Phe

pagina 19

Ser

gagaggtgcg
cggggacaga
cttcatgaat
ttcaaaccag
tacactgact
caaagaggtc
tgcaccatct
tgrtgtgtgce
taacgccctc
cacctacagce

ctacgcctgce

gggagagtgt

Leu
15

Trp
Ser Ser
Ser
Gln

Gln

Gln
80

Asn

Thr
95

Asp

Thr Tyr

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

(42



TYr Cys

Leu
130

Lys

Pro Pro

145

Leu Leu

Asp Asn
Ser

Asp

Lys Ala

‘GIn

115

Glu

Ser

Asn

Ala

Asp

210

Gln
225

Gly Leu

<210> 23
<211>
<212>
<213>

<400> 23
atggacatga

DNA

cgctgtcagg
aaggtgtcat
caggctccag
cgctacaata
gcctatatgyg
gagggagtcg
gcctccacca
agcacagcgg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
daatgttgtg

Ctcttcceccce

1398

Gln Ser

Ile

LyS

Asp Glu

Lys

Arg

Gln

Listado de Secuencias

120

Thr val

135

Leu Lys

150

Phe
165

Asn

Leu GIn

180

Asp Ser

Glu

Tyr

Ser Ser

Tyr

Ser

Thr

LysS

Pro

Pro Arg

Asn

Gly

ser
200

Tyr

His
215

Lys

val Thr

230

Homo sapiens

gggtgcccgce
ttcagctggt
gcaaggctag
ggcaagggct
ggaagttcac
aactgtcctc
atggttggtt
agggcccatc
ccctgggetg
gcgetctgac
ccctcageag
acgtagatca
tcgagtgecc

cdaaaacccaa

tcagetectg
gcagtctgga
cggcggcacg
ggagtggatg
gggaagggtg
tttgcggtee
tacttattgg
ggtcttccec
cctggtcaag
cagcggegtg
cgtggtgacc
caagcccagce
accgtgccca

ggacaccctc

val Pro Tyr fhr Phe Gly

Ala Ala Pro

Thr
155

Ser Gly

Ala
170

Glu LysS

ser Gln Glu

185

Leu Ser Ser

val Tyr ala

Phe
235

Lys Ser

gggctectge
gccgaggtca
ttctcttcaa
gggtggattt
acaatcactg
gaggacacag
ggccagggta
ctggcgecct
gactacttcce
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
gcaccacctyg

dtgatctccc

GIn
125

Ser val Phe

140

Ala Ser val

val Gln

Ser val

Thr Leu

205

Cys Glu val

220

Ash Arg

tgctgtggcet
agaagcctgg
catacatctc
acgccggaac
ctgacgaatc
ccgtgtacta
ctctcgtaac
gctccaggag
ccgaaccggt
cagctgtcct
gcaacttcgg
tggacaagac
tggcaggacc

ggacccctga

Pagina 20

Trp

Thr
190

Thr

Gly

Gly Thr

Ile pPhe

val Cys

160

val

Leu Ser

Thr His

Glu Cys

240

gagaggtgcg
aagctctgta
ttgggttcgg
aggaggtacg
cacttctacc
ttgtgctegg
cgtctctagt
cacctccgég
gacggtgtcg
acagtcctca
cacccagacc
agttgagegc
gtcagtcttc
ggtcacgtgce

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

43



Listado de Secuencias

gtggtggtgg acgtgagcca cgaagacccc gaggtccagt tcaactggta cgtggacggc 900
gtggaggtgc ataatgccaa gacaaagcca cgggaggagc agttcaacag cacgttccgt 960
gtggtcagcg tcctcaccgt tgtgcaccag gactggctga acggcaagga gtacaagtgc 1020
aaggtctcca acaaaggcct cccagccccc atcgagaaaa ccatctccaa aaccaaaggg 1080
cagccccgag aaccacaggt gtacaccctg cccccatcecc gggaggagat gaccaagaac 1140
caggtcagcc tgacctgcct ggtcaaagge ttctacccca gcgacatcgc cgtggagtgg 1200
gagagcaatg ggcagccgga gaacaactac aagaccacac crcccatgct ggactccgac 1260
ggctccttct tcctctacag caagctcacc gtggacaaga gcaggtggca gcaggggaac 1320
gtcttcrcat gctccgtgat gcatgaggcet ctgcacaacc actacacgca gaagagecte 1380
tccctgtctc cgggtaaa 1398
<210> 24
<211> 466
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 24
Met Asp Met Arg val Pro Ala GIn Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15
Leu Arg Gly Ala Arg Cys GIn val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu
20 25 30
val Lys Lys Pro Gly Ser Ser val Lys val Seé Cys Lys Ala Ser Gly
35 40 45
Gly Thr Phe Ser Ser Thr Tyr Ile Ser Trp val Arg GIln Ala Pro Gly
50 55 60
GIn Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp Ile Tyr Ala Gly Thr Gly Gly Thr
65 70 75 80
Arg Tyr Asn Arg Lys Phe Thr Gly Arg val Thr ITle Thr Ala Asp Glu
85 90 95
Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
100 105 110
Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Gly val Asp Gly Trp Phe Thr
115 120 125
Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys
130 135 140
Gly Pro Ser val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu
145 150 : 155 160
Pagina 21

14y



Ser

val

Phe

val

val

225

Lys

Pro

ser

ASp

Asn

305

val

Glu

Lys

Thr

Thr
385

Glu

Leu

Thr

Thr

Pro

Thr
210

ASp

cys

Ser

Arg

Pro

290

val

Tyr

Thr

Leu
370

cys

Ser

Asp

Ala

val

Ala

195

val

His

Cys

val

Thr

275

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

355

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

ser

180

val

Pro

Lys

val

Phe

260

Pro

val

Thr

val

Cys

340

Ser

Pro

val

Gly

Asp
420

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu

245

Leu

Glu

GIn

LYys

Leu

325

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln
405

Gly

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Cys

Phe

val

Phe

Pro

310

Thr

val

Thr

Arg

Ser

cys

ser

Ser

Asn

215

AsSn

Pro

Pro

Thr

Asn

295

Arg

val

Ser

Lys

Glu
375

Phe

Phe

Listado de Secuencias
Leu val Lys Asp Tyr Phe

Gly

Ser

200

Phe

Thr

Pro

Pro

Cys

280

Trp

Glu

val

Asn

Gly

Glu

Tyr

AsSn

Phe

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Tyr

Glu

His

Met

Pro

Asn

Leu
425

170

Leu

Leu

Thr

val

Pro

250

Pro

val

val

Gln

Gln

330

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

410

Tyr

Thr

Tyr

Gln

ASp

Ala

LYS

val

ASp

Phe

315

ASp

Leu

Arg

Lys

Asp

LYysS

Ser

Ser

ser

Thr

220

Lys

Pro

Asp

Asp

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

380

Ile

Thr

Lys

Pagina 22

Gly

Leu

205

Tyr

Thr

Pro

Thr

val

285

val

Ser

Leu

Ala

Pro

365

GIn

A1i

Thr

Leu

Pro

val

190

Ser

Thr

val

val

Leu

270

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

350

Gln

val

val

Pro

Thr
430

Glu

175

His

Ser

cys

Glu

Ala

Met

His

val

Phe

val

Ser

Glu

Pro
415

val

Pro

Thr

val

Asn

Ile

Glu

Lys

Tyr

Leu

Trp
400

Met

Asp

L1y



Listado de Secuencias
Lys Ser Agg Trp GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val Met His
4

440

445

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

450

Gly Lys
465

<210> 25

<211> 714
<212> DNA
<213> Mus

<400> 25
atggagaaag

gacattgtgc
atctcctgca
caacagaaac
ggggtccctg
cctatggagg
acgttcggag
atcttcccac
aacaacttct
aatggcgtcc
agcaccctca
" actcacaaga
<210> 26
<211> 240
<212> PRT
<213> Mus

<400> 26

Met Asp Met Arg

1

Leu Arg Gly Ala

20

Leu Ala val Ser

Glu Ser val Asp Asn
50

Lys Pro Gly Gln

65

musculus

acacactect
tgacccaatc
gagccagcga
caggacagcc
ccaggtttag
aggatgatat
gggggaccaa
catccagtga
accccaaaga
tgaacagttg
cgttgaccaa

catcaacttc

musculus

val

5

Arg

Leu

Pro

Pro Ala
Cys Asp
Gly Gln
Tyr Gly
55

Pro Lys
70

455

gctatgggtc
tccagettct
aagtgttgat
acccaaactc
tgccagtggg
tgcaatgtat
actggaaata
gcagttaaca
catcaatgtc
gactgatcag
ggacgagtat

acccattgtc

G1ln

Ile

Arg

40

Ile

Leu

ctgcttctct
ttggctgtgt
aattatggca
ctcatctatg
tctgggacag
ttetgtcage
aaacgggctg
tctggaggtyg
aagtggaaga
gacagcaaag
gaacgacata

aagagcttca

Leu Leu Gly
10

val Leu Thr

25

Ala Thr Ile

Ser Phe Met

Leu Ile Tyr
75

460

gggttccagg
ctctagggea

ttagttttat
atgcatccaa
acttcagect
aaagtaagga
atgctgcacc
cctcagtegt
ttgatggcag
acagcaccta
acagctatac

acaggaatga

Leu Leu

GIn Ser

30

ser Cys

45

Asn
60

Trp

Asp Ala

Padgina 23

Leu

Pro

Arg

Phe

Ser

ttccacaggt
gagggeccacc
gaactggttc
ccaaggatac
caacatccat
ggttcegtac
aactgtatcc
gtgcttcttg
tgaacgacaa
cagcatgagc
ctgtgaggcc
gtgt

Leu
15

Trp
Ala ser
Ala ser
Gln

Gln

Gln
80

Asn

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
714

L3



Listado de Secuencias

Thr

95

Met

Gly

Ile

val

Lys

175

Asp

Leu

Thr

Glu

Asp

TYyr

Thr

Phe

Cys

160

Ile

GTn

Thr

His

Cys
240

Gly Tyr Gly val Pro Ala Arg Phe Ser Ala Ser Gly Ser Gly
85 0

Phe Ser Leu Asn Ile His Pro Met Glu Glu Asp Asp Ile Ala
100 105 110

Phe Cys GIn GIn Ser Lys Glu val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly

115 120 125
Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr val Ser
130 135 ' 140

Pro Pro Ser Ser Glu Gln Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser val

145 150 155 -

Phe Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn val Lys Trp

165 170

Asp Gly Ser Glu Arg GIn Asn Gly val Leu Asn Ser Trp Thr
180 185 190

Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr

195 200 205
Lys Asp Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala
210 215 220

Lys Thr Ser Thr Ser Pro Ile val Lys Ser Phe Asn Arg Asn

225 230 235

<210> 27

<211> 1383

<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 27

atggaatgga actgggtcgt tctcttcctc ctgtcattaa ctgcaggtgt

ggtcagatgc agcagtctgg agctgagctg gtgaagcctg gggcttcagt

tgcaagactt ctggcttcac cttcaacagt cactatataa gttggttgaa

ggacagactc ttgagtggat tgcatggatt tatgctggaa ctggtggtac

cagaagttca caggcaaggc ccaactgact gtagacacat cctccagcac

caattcagca gcctgacaac tgaggactct gccatctatt actgtgcaag

gacgggtggt ttacttactg gggccaaggg actctggtca ctgtctctge

acacccccat ctgtctatcc actggcccct ggatctgctg cccaaactaa

accctgggat gcectggtcaa gggctatttc cctgagccag tgacagtgac

ggatccctgt ccagcggtgt gcacaccttc ccagctgtcc tgcagtctga

Pagina 24

ctatgcccag
gaagctgtcc
gcaaaagcct
taggtataat
agcctacatg

agagggggtc
agccaaaacg

ctccatggtg
ctggaactct

cctctacact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



ctgagcagct
gttgcccacc
tgtaagcctt
cccaaggatg
agcaaggatg
gctcagacgc
cccatcatgc
gctttccctyg
caggtgtaca
tgcatgataa
ccagcggaga
tacagcaagc
gtgttacatg
aaa

<210> 28

<211> 442
<212> PRT
<213> Mus

<400> 28

GIn Gly GlIn
1

ser val

Tyr Ile

35

Ala Trp

50

Thr
65

Gly
Met Gln
Ala

Arg

Leu val

Lys

ser

Ile

Lys

Phe

Glu

Thr
115

cagtgactgt
cggccageag
gcatatgtac
tgctcaccat
atcccgaggt
aaccccggga
accaggactg
ccceccatcga
ccattccacc
cagacttctt
actacaagaa
tcaatgtgca

agggcctgcea

musculus

Gln
5

Met

Leu Ser

20

Trp Leu

Tyr Ala
Gln

Ala

ser
85

ser
val

Gly

val ser

GIn

Ccys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

ASp

Ala

Listado de Secuencias

cccctccage
caccaaggtg
agtcccagaa
tactctgact
ccagttcagc
ggagcagttc
gctcaatggce
gaaaaccatc
tcccaaggag
ccctgaagac
cactcagcecc
gaagagcaac

Caaccaccat

ser Gly

Lys Thr

Gln

Thr
55

Thr val

Thr Thr
Gly

Trp

Ala

Ala

Gly

Asp

Glu

Thr

acctggcceca
gacaagaaaa
gtatcatctg
cctaaggtca
tggtttgtag
aacagcactt
aaggagttca
tccaaaacca
cagatggcca
attactgtgg
atcatggaca
tgggaggcag

actgagaaga

Glu
10

Leu

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Gln

Thr Arg

Thr Ser

75

ASp Ser

90

Phe Thr

105

Tyr

Thr Pro

gcgagaccgt
ttgtgcccag
tcttecatctt
cgtgtgttgt
atgatgtgga
tccgctcagt
aatgcagggt
aaggcagacc
aggataaagt
agtggcagtg
cagatggctc
gaaatactrtt

gcctctceccea

val Lys

Thr Phe

30

Thr Leu

45

Tyr
60

Asn

Ser Ser

Ala Ile

Trp Gly

Pro Ser val

125

Pagina 25

Pro

Asn

Glu

Gln

Thr

Tyr

GIn
110

cacctgcaac
ggattgtggt
ccceccaaag
ggtagacatc
ggtgcacaca
cagtgaactt
caacagtgca
gaaggctcca
cagtctgacc
gaatgggcag
ttacttcgte
cacctgctct

ctctcctggt

Gly Ala

15

Ser His

Trp Ile
Lys Phe
Ala

Tyr

Tyr
95

cys
Gly Thr

Tyr Pro

660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1383

14y



Leu

Cys

145

Ser

Ser

Trp

Thr

Cys

LysS

val

Phe

Glu

His

305

Ala

Arg

Met

Pro

Asn
385

Ala
130
Leu
Gly
ASp
Pro
LysS
Ile
Pro
val
val
Gln
290
GIn
Ala
Pro

Ala

Glu
370

Tyr

Pro

val

Ser

Leu

Ser

195

val

Cys

Lys

val

Asp

Phe

Asp

Phe

Lys

Lys

Asp

Lys

Gly

Lys

Leu

Tyr

180

Glu

ASp

Thr

Asp

Asp

Asp

Asn

Trp

Pro

Ala

340

Asp

Ile

Asn

Ser

Gly

ser

165

Thr

Thr

Lys

val

val

245

Ile

val

Ser

Leu

Ala

325

Pro

Lys

Thr

Thr

Ala

Tyr

150

Ser

Leu

val

Lys

Pro

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

310

Pro

G1n

val

val

Gln
390

Ala

135

Phe

Gly

Ser

Thr

Ile
215

Glu

Thr

Lys

val

Phe

295

Gly

Ile

val

Ser

Glu

375

Pro

Listado de Secuencias
Gln Thr Asn Ser Met val

Pro

val

Ser

Cys

200

val

val

Asp

His

280

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

Glu

His

Ser

185

Asn

Pro

ser

Thr

265

Thr

Ser

Glu

Lys

Thr

345

Thr

GlIn

Met

Pro
Thr
170
val
val
Arg
ser
Leu
250
Pro
Ala
val
Phe
Thr
330
Ile
Cys

Trp

ASp

val

155

Phe

Thr

Ala

ASp

val

235

Thr

Glu

GIn

Ser

Pro

Met

Asn

Thr
395

140

Thr

Pro

val

His

220

Phe

Pro

val

Thr

Glu

300

Cys

Ser

Pro

Ile

Gly

ASp

Pagina 26

val

Ala

Pro

Pro

205

Gly

Ile

LyS

Gln

Gln

285

Leu

Arg

Lys

Pro

Thr
365

Gln

Gly

Thr

Thr

val

ser

190

Ala

Cys

Phe

val

Phe

270

Pro

Pro

val

Thr

350

Asp

Pro

Ser

Leu
Trp
Leu
175
ser
Ser
Lys
Pro
Thr
255
ser
Arg
Ile
AsSn
Lys
Glu
Phe

Ala

Tyr

Gly

Asn

160

Thr

Ser

Pro

Pro

240

cys

Trp

Glu

Met

Ser

320

Gly

Phe

Glu

Phe
400

4q



405

Listado de Secuencias
val Tyr Ser Lys Leu Asn val Gln Lys Ser Asn Trp Glu Ala Gly Asn

410

415

Thr phe Thr Cys Ser val Leu His Glu Gly Leu His Asn His His Thr

420

425

Glu Lys Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lys

435 440
<210> 29
<211> 720
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 29
atggacatga gggtgcccgc tcagctcctg
cgctgtgaca ttgtgctgac ccaatctcca
gccaccatct cctgcagagc cagcgaaagt
tggttccaac agaaaccagg acagccaccce
ggatacgggg tccctgccag gtttagtgcec
atccatccta tggaggagga tgatattgca
ccgtacacgt tcggaggggg gaccaaactg
gtcttcatct tcccgecatc tgatgagcag
ctgctgaata acttctatcc cagagaggcec
caatcgggta actcccagga gagtgtcaca
ctcagcagca ccctgacgct gagcaaagcea
gaagtcaccc atcagggect gagctcgecc
<210> 30
<211> 240
<212> PRT _
<213> Homo sapiens
<400> 30
Met Asp Met Arg val Pro Ala Gln
1 5
Leu Arg Gly Ala Arg Cys Asp Ile
20
Leu Ala val ser Leu Gly Gln Arg
35 40
Glu Ser val Asp Asn Tyr Gly Ile
55
Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu
65 70

gggctcctgce
gcttctttgg
gttgataatt
aaactcctca
agtgggtctg
atgtatttct
gaaataaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

Leu Leu Gly
10

val Leu Thr

25

Ala Thr Ile

Ser Phe Met

Leu Ite Tyr
75

430

tgctgtggct
ctgtgtctct
atggcattag
tctatgatgce
ggacagactt
gtcagcaaag
gtacggtggc
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

Leu Leu Leu

GlIn Pro

30

Ser

Ser Cys

45

Arg

Asn
60

Trp

Asp Ala Ser

pPagina 27

Phe

gagaggtgcg
agggcagagg
ttttatgaac
atccaaccaa
cagcctcaac
taaggaggtt
tgcaccatct
tgttgtgtgc
taacgccctc
cacctacagc

ctacgcctge

gggagagtgt

Leu
15

Trp
Ala ser
Ala ser
GIn GIn

Gln
80

Asn

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



Gly Tyr

Phe sSer

Phe Cys

Lys Leu
130

Pro Pro
145

Leu Leu

Asp Asn

Asp ser

Lys Ala
210

Gln Gly
225

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

<400>
atggaat

ggtcaga
tgcaaga
ggacaga
cagaagt

caattca

Gly

Leu

Gln
115

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys
195

Asp

Leu

31
1389
DNA
Homo

31
gga

tgc
ctt
ctc
tca

gca

gacgggtggt

aagggec
gccctgg
ggcgetc

cat
gct

tga

val

Asn

100

GlIn

Ile

Asp

Asn

Leu

180

ASp

Tyr

Ser

Pro

85

Ile

Ser

LysS

Glu

Phe

165

Gln

Ser

Glu

Ser

sapiens

actgggtcgt
agcagtctgg
ctggcttcac
ttgagtggat
caggcaaggc
gcctgacaac
ttacttactg
cggtcttecc
gcctggtcaa

ccagcggegt

Ala

His

Lys

Arg

GlIn

150

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
230

Arg

Pro

Glu

Thr

135

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

215

val

Listado de Secuencias

Phe ser Ala Ser Gly Ser
90

Met
val

120

val

Lys

Arg

Asn

Ser

200

Lys

Thr

tetettectce
agctgagctg
cttcaacagt
tgcatggatt
ccaactgact
tgaggactct
gggccaaggg
cctggegecce
ggactacttc

gcacaccttc

Glu

105

Pro

Ala

Ser

Glu

ser

185

Leu

val

Lys

Glu

Tyr

Ala

Gly

Ala

170

Gln

Ser

TYr

Ser

ASp
Thr

Pro

Lys
Glu
Ser
Ala

Phe
235

ctgtcattaa

gtgaagcctg

cactatataa

tatgctggaa

gtagacacat

gccatctatt

actctggtca

tgctccagga

cccgaaccgg

Asp

Phe

Ser
140

Ala

val

Ser

Thr

Cys

220

Asn

Ile

Gly

val

Ser

Gln

val

Leu

205

Glu

Arg

Gly

Ala

110

Gly

Phe

val

Trp

Thr

190

Thr

vai

Gly

ctgcaggtgt

gggcttcagt

gttggttgaa

ctggtggtac

cctccageac

actgtgcaag

ctgtctctge

gcacctccga

tgacggtgtc

ccagctgtcc tacagtcctc

Pagina 28

Thr
95
Met

Gly

Leu

Thr

Glu

ctatgcccag
gaagctgtcc
gcaaaagcct
taggtataat
agcctacatg

agagggggtc

agcctecacce
gagcacagcg
gtggaactca

aggactctac

ASp

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

Ser

Cys
240

60
120
180
240
300
360
420

480

540
600

Y



©ASn

tcecctecagea
aacgtagatc
gtcgagtgcc
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
gaaccacagg
ctgacctgcc

gggcagccgg
ttcctctaca
tgctccgtga
ccgggtaaa

<210> 32

<211> 463
<212> PRT
<213>

<400> 32

Met Glu Trp

1

val Tyr

Pro Gly

35

Ser His

50

Glu Ile

65

Trp

Gln Lys Phe

Thr Ala Tyr

Tyr Tyr Cys

115

Homo

Ala

Ala

gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgccc
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tcccagececc
tgtacaccct

tggtcaaagg

dagaacaacta
gcaagctcac

tgcatgaggc

sapiens
Asn

Trp
5

Gln
20

Gly
val

ser

Tyr Ile

val

Gln

Lys

Ser

Listado de Secuencias

cgtgccctcec
caacaccaag
agcaccacct
catgatctcc
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcceccatcec
cttctacccc
caagaccaca
cgtggacaag

tctgcacaac

val Leu

Met Gln

Ley Ser

40

Trp
55

Leu

cys

agcaacttcg
gtggacaaga
gtggcaggac
cggaccccty
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcg
cctcccatgc
agcaggtggc

cactacacgc

Phe Leu Leu

10

GlIn
25

Ser Gly

Lys Thr

Lys GIn Lys

gcacccagac
cagttgagcy
cgtcagtctt
aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttccy
agtacaagtg
aaaccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga

dgcaggggaa

agaagagcect

Ser Leu

Ala Glu

30

Ser Gly

45

Pro
60

Gly

Thr

Leu

Phe

GIn

ctacacctgc

caaatgttgt

cctcttecec

cgtggtggtyg
<gtggaggtyg
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggetectte
cgtcttcteca

ctccctgtet

Ala
15

Gly
val

Lys

Thr pPhe

Thr Leu

Ala

Thr

Met

100

Ala

Trp
Gly
85

Gln

Arg

Ile

70

Lys

Phe

Glu

Tyr

Ala

Ser

Gly

Ala

GIn

Ser

val
120

Gly

Leu

Leu

105

ASp

Thr Gly

75

Thr val

90

Thr Thr

Gly Trp

Gly

ASp

Glu

Phe

Pigina 29

Thr

Thr

Asp

Thr
125

Arg

Ser

ser

110

Tyr

Tyr

Ser

95

Ala

Trp

Asn
80
Ser

Ile

Gly

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1200
1260

1320
1380
1389



Gln

val

145

Ala

ser

val

Pro

LyS

225

val

Phe

Pro

val

Thr

305

val

Cys

Ser

Pro

val
385

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

210

Pro

Glu

Leu

Glu

Gin

290

Lys

Leu

Lys

LysS

ser
370

Lys

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

135

Ser

Ser

Cys

Phe

val

275

Phe

Pro

Thr

val

Thr

355

Arg

Gly

Leu

Leu

Cys

Ser

180

Ser

Asn

Asn

Pro

Pro
260

Thr

ASn

Arg

val

Ser

340

LyS

Glu

Phe

val

Ala

Leu

165

Gly

Ser

Phe

Thr

Pro

245

Pro

Cys

Trp

Glu

val

325

Asn

Gly

Glu

Tyr

Thr

Pro

150

val

Ala

Gly

Gly

LysS

cys

Lys

val

Tyr

Glu

310

His

Lys

Gln

Met

Pro
390

val

135

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

215

val

Pro

Pro

val

val

295

GIn

Gln

Gly

Pro

Thr

375

Ser

Listado de Secuencias
Ser Ala Ala Ser Thr Lys
140

ser

ASp

Thr

Tyr

200

GIn

AsSp

Ala

Lys

val

280

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

360

Lys

ASp

Arg

TYyr

Ser

185

Ser

Thr

Lys

Pro

Asp

265

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

345

Glu

Asn

Ile

ser

Phe

170

Gly

Leu

Tyr

Thr

Pro

250

Thr

val

val

Ser

Leu

330

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

155

Pro

val

ser

Thr

val

235

val

Leu

Ser

Glu

Thr

315

Asn

Pro

Gln

val

val
395

ser

Glu

His

Ser

Cys

220

Glu

Ala

Met

val

300

Phe

Gly

Ile

val

Ser

380

Glu

pPagina 30

Glu

Pro

Thr

val

205

Asn

Arg

Gly

Ile

Glu

285

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

365

Leu

Trp

Gly

ser

val

Phe

190

val

val

Lys

Pro

ser
270

ASp

Asn

val

Glu

Thr

Glu

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Thr

Asp

Cys

ser

255

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

335

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser
Ala
160
val
Ala
val
His
Cys
val
Thr
Glu
LyS
ser
320
Lys
Ile
Pro

Leu

Asn
400

[§R



Gly GIn Pro
Asp Gly Ser
Trp GIn Gln

435

His Asn His

450

<210> 33
<211>
<212>
<213>

<400> 33
atggacatga

DNA

agatgtcagg
aaagtcagct
caagccccag
acctacgccg
gcctatctge
ggaagagagt
gtctctagtg
acctccgaga
acggtgtcgt
cagtcctcag
acccagacct
gttgagcgca
tcagtcttec
gtcacgtgcg
gtggacggcg
acgttcegtg
tacaagtgca
accaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg

caggggaacg

1407

Homo

Glu Asn Asn Tyr

405

Phe Phe Leu Tyr

420

Gly Asn val Phe

Tyr Thr Gln Lys

sapiens

gggtgcccgc
tgcaattggt
gcaaggccetc
ggcaagggct
atgactttaa
agattaattc
actactacgg
cctccaccaa
gcacagegge
ggaactcagg
gactctactc
acacctgcaa
aatgttgtgt
tctteccecc
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagect
agagcaatgg
gctecttett

tcttcteaty

Listado de Secuencias

440

455

tcagctcctg
tcagagtggg
cggctacaca
tgaatggatg
aggccggttt
cctgaaggcey
cagtggcatc
gggcccatcg
cctgggctge
cgcrctgacc
cctcagecage
cgtagatcac
cgagtgccca
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
ccreaccgtt
caaaggcctc
accacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctectacagce

ctccgtgatg

Lys Thr Thr Pro Pro Met

410

Ser Lys Leu Thr
425

Ser Cys Ser val

Ser Leu Ser Leu

gggctectge
gcggaggtca
tttactactt
ggttggatca
gtcttttecce
gaggacacag
gcattttggg
gtcttceccce
ctggtcaagg
agcggegtge
gtggtgaccg
aagcccagea
ccgtgcecag
gacaccctca
gaagaccccg
acaaagccac
gtgcaccagg
ccagccccca
tacaccctgce
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg

catgaggctc

Leu Asp Ser

415

val Asp Lys Ser Arg

430

Met His Glu Ala Leu

445

ser Pro Gly Lys

460

tgctgtggtt
agaagcctgg
acggaatgtc
acacttatag
tggacacaag
ccgtttacta
gccagggcac
tggcgeectg
actacttecc
acaccttccc
tgcecctecag
acaccaaggt
caccacctgt
tgatctcccg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatcecg
tctaccecag
agaccacacc
tggacaagag

tgcacaacca

Pagina 31

gagaggtgcc
agccagtgtc
ttgggtgcgce
cggagttcca
cgtttcaacc
Ttgtgcaaga
tctggtcacc
ctccaggagce
cgaaccggtg
agctgtccta
caacttcggc
ggacaagaca
ggcaégaccg
gacccctgag
caactggtac
gttcaacagc
Cggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgcce
tcccatgetg
caggtggcag

ctacacgcag

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

Iy



Listado de Secuencias

aagagcctct ccctgtctcec gggtaaa

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

<4Q0>

34
469
PRT
Homo

34

Met AsSp Met

1

Leu

val

Tyr

Gln

65

Thr

Ser

Thr

Gly

Ser

145

Thr

Pro

val

Ser

Thr
225

Arg

Lys

Thr
50

Gly

Tyr

val

Ala

Ile

130

Thr

Ser

Glu

His

ser

210

Cys

Gly

Lys

35

Phe

Leu

Ala

Ser

val

115

Ala

Lys

Glu

Pro

Thr

195

val

Asn

sapiens

Arg
Ala
20

Pro
Thr
Glu
Asp
Thr
100
Tyr
Phe
Gly
Ser
val
180
Phe

val

val

val

5

Arg

Gly

Thr

Trp

Asp

85

Ala

Phe

Trp

Pro

Thr

165

Thr

Prc

Thr

Asp

Pro

Cys

Ala

Tyr

Met

70

Phe

Tyr

Cys

Gly

Ser

150

Ala

val

Ala

val

His

230

Ala

Gln

Ser

Gly

55

Gly

Lys

Leu

val

Gln

135

val

Ala

Ser

val

Pro

215

Lys

Gin

val

val

40

Met

Trp

Gly

G1n

Arg

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

200

Ser

Pro

Leu

G1n

25

Lys

ser

Ile

Arg

Ile

105

Gly

Thr

Pro

Gly

Asn
185
Gln

ser

Ser

Leu

10

Leu

val

Trp

AsSn

Phe
90

Asn

Arg

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

ASNn

Asn

Gly

val

Ser

val

Thr

75

val

Ser

Glu

val

Ala

155

Leu

Gly

Ser

Phe

Thr
235

Leu

Gln

Cys

Tyr

Phe

Leu

TYr

Thr

140

Pro

val

Ala

Gly

Gly

220

Lys

pagina 32

Leu

ser

Lys

Gln

Ser

ser

Lys

Tyr

125

val

Cys

Lys

Leu

Leu

205

Thr

val

Leu
Gly
30

Ala

Ala

Leu

Ala

110

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr
190

Tyr

Gln

Asp

Leu
15

Ala

Ser

Pro

val

ASp

95

Glu

Gly

ser

Arg

Tyr

175

ser

ser

Thr

Lys

Trp

Glu

Gly

Gly

Pro

80

Thr

Asp

sSer

Ala

Ser

160

Phe

Gly

Leu

TYr

Thr
240

(VS



val

val

Leu

Ser

Glu
305

Thr

Asn

Pro

GIn

val

385

val

Pro

Thr

val

Leu
465

Glu

Ala

Met

His

290

val

Phe

Gly

val

370

Ser

Glu

Pro

val

Met
450

Ser

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

<400>

Arg

Gly

Ile

275

Glu

His

Arg

Lys

Glu
355

Tyr

Leu

Trp

Met

Pro

35
1398

DNA

Homo

35

Lys

Pro

260

Ser

Asp

Asn

val

Glu

340

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

420

Lys

Glu

Gly

245

Ser

Arg

Pro

Ala

val

325

Tyr

Thr

Leu

cys

ser

405

ASp

Ser

Ala

LYS

sapiens

cys

val

Thr

Glu

LysS

310

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

390

Asn

Ser

Arg

Leu

val

Phe

Pro

val

295

Thr

val

Cys

Ser

Pro

375

val

Gly

ASp

Trp

His
455

Listado de Secuencias

Glu Cys Pro Pro Cys Pro

Leu Phe
265

Glu val
280

Gln Phe

Lys Pro

Leu Thr

Lys val
345

Lys Thr

Ser Arg

Lys Gly

Gln Pro

Gly Ser
425

G1ln Gln
440

Asn His

250

Pro

Thr

Asn

Arg

val

330

sSer

Lys

Glu

Phe

Glu

410

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

Glu
315

val

Asn

Gly

Glu

Tyr

395

AsSn

Phe

ASn

Thr

Lys

val

Tyr

300

Glu

His

Lys

GlIn

Met

380

Pro

Asn

Leu

val

GlIn
460

pagina 33

Pro

val

285

val

Gln

Gln

Gly

Pro

365

Thr

Ser

TYyr

Tyr

Phe
445

Lys

Ala

Lys

270

val

Asp

Phe

Asp

Leu

350

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

430

Ser

Ser

Pro

255

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

415

Lys

Cys

Leu

Pro

Thr

val

val

Ser
320

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

400

Thr

Leu

Ser

ser

/S€



atggacatga
cgctgtcagg
aaagtttect
caagcccecetg
agatacaatc
gcctatatgg
gagggcgtgg
gcetccacca
agcacagcgg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaatgttgtg
ctcttcecccc
gtggtggtgg
gtggaggtgc
gtggtcagcg
aaggtctcca
cagccccgag
caggtcagcec
gagagcaatg
ggcteccttct
gtcttctcat
tccctgtcete
<210> 36

<211> 466
<212> PRT

<213>
<400> 36

gggtgcecge
tgcagcttgt
gcaaggcctc
gacagggctt
agaaatttac
aattgtctag
acgggtggtt
agggcccatc
ccctgggcetg
gcgctctgac
ccctcageag
acgtagatca
tcgagtgecce
caadacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcaccgt
acaaaggcct
aaccacaggt
tgacctgcect
ggcagccgga
tcctctacag
gctcegtgat

cgggtaaa

Homo sapiens

Listado de Secuencias

tcagctcctg
gcaatccggg
tggaggaacg
ggaatggatc
aggtaaggcc
ccrgcgetec
tacctactgg
ggtcttcecc
cctggtcaag
cagcggegty
cgtggtgacc
caagcccagce
accgtgccca
ggacacccte
cgaagaccce
gacaaagcca
tgtgcaccag
cccageecec
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc

gcatgaggct

gggctcctgc tgctgtggcet
gctgaggtta aaaaaccagg
tttagctcca cgtacattag
gcctggatct acgcaggtac
caacttactg ctgacgagag
gaggatacag ctgtctacta
ggacagggaa cccttgtgac
ctggcgccct getccaggag
gactacttcc ccgaaccggt
cacaccttcc cagctgtect
gtgccctecca gcaacttcgg
aacaccaagg tggacaagac
gcaccacctg tggcaggacc
atgatctccc ggacccctga
gaggtccagt ‘tcaactggta
cgggaggagc agttcaacag
gactggctga acggcaagga
atcgagaaaa ccatctccaa
cccccatccc gggaggagat
ttctaccceca gegacatege
aagaccacac ctcccatgcect
gtggacaaga gcaggtggca

ctgcacaacc actacacgca

gagaggtgcg
gtccagcgtg
ctgggtgaga
cgggggtacc
tacaagcact
ctgtgcccga
cgtctctagt
cacctccgag
gacggtgtcg
acagtcctca
cacccagacc
agttgagcgc
gtcagtcrtc
ggtcacgtgc
cgtggacggc
cacgttccgt
gtacaagtgc
aaccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac

gcaggggaac
gaagagcctc

Met Asp Met Arg val Pro Ala GIn Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5

10

15

Leu Arg Gly gga Arg Cys GIn val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu

25 30

val Lys Lys Pro Gly Ser Ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly
35

40

45

Pagina 34

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1398

153



Gly

Gln

65

Arg

Ser

Thr

Tyr

val

Phe

val

val

225

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn
305

Thr

50

Gly

Tyr

Thr

Ala

Thr

Thr

Pro

Thr

210

ASp

Cys

ser

Arg

Pro
290

Ala

Phe

Leu

Asn

ser

val
115

Gly

Ser

Ala

val

Ala

195

val

His

Cys

val

Thr

275

Glu

Lys

Ser

Arg

Thr

100

Tyr

Gln

val

Ala

Ser

180

val

Pro

LYyS

val

Phe

260

Pro

val

Thr

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu

245

Leu

Glu

GIn

LysS

Thr

Ile

70

Phe

Tyr

Cys

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

cys

Phe

val

Phe

Pro
310

Tyr
55

Ala
Thr
Met

Ala

Leu
;35
Leu
Cys
Ser
ser
Asn
215
Asn
Pro
Pro

Thr

Asn
295

Arg

Listado. de Secuencias
ITe Ser Trp val Arg Gln
60

Trp

Gly

Glu

Arg

val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Phe

Thr

Pro

Pro

cys

280

Trp

Glu

Ile
Lys
Leu
105

Glu

Thr
Pro
val
Ala
185
Gly
Gly

Lys

cys

Tyr

Glu

Tyr

Ala

90

ser

Gly

val

cys

Lys

Leu

Leu

Thr

val

Pro

250

Pro

val

val

Gln

Ala

75

Gln

Ser

val

ser

ser

155

ASp

Thr

Tyr

GIn

ASp

235

Ala

Lys

val

ASp

Phe
315

Gly

Leu

Leu

AsSp

Ser

140

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Pro

ASp

Asp

Gly

300

Asn

Pagina 35

Thr

Thr

Arg

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Thr

Pro

Thr

val

285

val

Ser

Ala
Gly
Ala
Ser
110
Trp
ser
Thr
Pro
val
190
Ser
Thr
val
val
Leu
270
Ser

Glu

Thr

Pro

Gly

Asp

95

Glu

Phe

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Ala

255

Met

His

val

Phe

Gly

Thr

80

Glu

Asp

Thr

Lys

Glu

160

Pro

Thr

val

Asn

Arg

Gly

Ile

Glu

His

Arg
320

158



val val Ser val Leu Thr val val His Gln Asp Trp Leu Asn
325 330

GTu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro
340 345 350

Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GlIn

355 360 365
Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln val
370 375 380

Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val

385 390 395

Glu ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro

405 410

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
420 425 430

Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val

435 440 445
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu
450 455 460

Gly Lys

465

<210> 37

<211> 714

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 37

atgaagttgc ctgttaggct gttggtgctg atgttctgga ttcctgcttc

gttgtgatga cccaaactcc actctccctg cctgtcagtc ttggagatca

tcttgcagat ctagtcagag ccttgaacac agtaatggaa acacctattt

ctgcagaagcC caggccagtc tccaaagctc ctgatctaca aagtttccaa

ggggtcccag acaggttcag tggcagtgga tcagggacag atttcacact

agagtggagg ctgaggatct gggagtttat ttctgctctc aaagtacaca

acgttcggtg ctgggaccaa ggtggagctg aaacgaactg tggctgcacc

atcttcccgc catctgatga gcagttgaaa tctggaactg cctctgttgt

aataacttct atcccagaga ggccaaagta cagtggaagg tggataacgc

ggtaactccc aggagagtgt cacagagcag gacagcaagg acagcaccta

agcaccctga cgctgagcaa agcagactac gagaaacaca aagtctacgc

Pdgina 36

Listado de Secuencias

Gly Lys

Ile Glu

val Tyr

Ser Leu

Glu Trp

Pro
415

Met

val Asp

Met His

Sser Pro

cagcagtgat
agcctecatc
acattggtac
ccgattttct
caagatcagc
tgttcegetc
atctgtcttc
gtgcctgetg
cctccaatcg
cagcctcage

ctgcgaagtc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

159



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

<400>

38
238
PRT
Homo

38

Met Lys Leu
1

Ser

ser

Glu

Gly

65

Gly

Leu

Ser

Glu

Ser

145

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
225

Ser
Leu
His
50

Gln
val
Lys
Gln
Leu
130
AsSp
Asn
LLeu
Asp
Tyr
210

ser

Ser

Gly

35

Ser

Ser

Pre

Ile

Ser

115

Lys

Glu

Phe

GIn

Ser
195

Glu

Ser

sapiens

Pro

ASp

20

ASp

Asn

Pro

ASp

Ser

100

Thr

Arg

Gln

Tyr

Ser

180

Thr

Lys

Pro

val

5

val

Gln

Gly

Lys

Arg

85

Arg

His

Thr

Leu

Pro
165

Gly

Tyr

His

val

Arg

val

Ala

Asn

Leu

70

Phe

val

val

val

Asn

Ser

Lys

Thr
230

Leu

Met

Ser

Thr

55

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

135

ser

Glu

Ser

Leu

val

215

Lys

Listado de Secuencias
acccatcagg gcctgagctc gcccgtcaca aagagcttca acaggggaga gtgt

Leu

Thr

Ile

40

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu

120

Gly

Ala

Gln

ser
200

TYr

Ser

val

Gln

25

Ser

Leu

Tyr

ser

Glu

105

Thr

Pro

Thr

LysS

Glu

185

sSer

Ala

Phe

Leu
10

Thr

Cys

Lys

Gly

90

Asp

Phe

ser

Ala

val

170 -

Ser

Thr

Cys

Asn

Met

Pro

Arg

Trp

val

75

ser

Leu

Gly

val

ser

155

Gln

val

Leu

Glu

Arg
235

Phe

Leu

Ser

Tyr

60

sSer

Gly

Gly

Ala

Phe

140

val

Trp

Thr

Thr

val
220

Gly

Pagina 37

Trp

ser

Ser

45

Leu

Asn

Thr

val

val

Lys

Glu

Leu

205

Thr

Ile

Leu

30

GlIn

Gln

Arg

Asp

Tyr

110

Thr

Phe

cys

val

Gln

190

ser

His

Cys

Pro

15

Pro

Ser

LysS

Phe

Phe

95

Phe

Lys

Pro

Leu

Asp

175

ASp

Lys

Gln

Ala

val

Leu

Pro

ser

80

Thr

Cys

val

Pro

Leu

160

ASn

Ser

Ala

Gly

714

140



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

<400> 39
atgggttggc

atccacttgg

39
DNA

tgcaaggcgt
ggaaagggtt
gatgacttca
cagatcaaca
tattactacg
gcctccacca
agcacagcgg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaatgttgtg
ctcttccecc
gtggtggtgg
gtggaggtgc
gtggtcagcg
aaggtctcca
cagccccgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggctccttct
gtcttctcat
tccctgtcetce
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

40
466
PRT

40

1

1398

Homo sapiens

tgtggaactt
tacagtctgg
ctgggttttc
taaagtggat
agggacggtt
acctcaaaaa
gtagtggcat
agggcccatc
ccctgggetg
gcgctctgac
ccctcagcag
acgtagatca
tcgagtgecc
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcacegt
acaaaggcct
aaccacaggt
tgacctgect
ggcagccgga
tcctctacag
gctccgtgat

cgggtaaa

Homo sapiens

Listado de Secuencias

gctattcctg
acctgagctg
cttcacaacc
gggctggata
tgccttctct
tgaggacacg
tgctttctgg
ggtcttcccc
cctggtcaag
cagcggcgfg
cgtggtgacc
caagcccage
accgtgccca
ggacacccrc
cgaagacccc
gacaaagcca
tgtgcaccag
ccecageeccc
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc

gcatgaggct

atggcagctg
aagaagcctg
tatggaatga
aatacctact
ttggaaacct
gctacatatt
ggccaaggga
ctggcgccect
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctceca
aacaccaagqg
gcaccacctg
atgatctccc
gaggtccagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
ccececatecce
ttctacccca
aagaccacac
gtggacaaga

ctgcacaacc

10

cccaaagtgc
gagagactgt
gctgggtgaa
ctggagtgcc
ctgccagcecac
tctgtgtaag
ctctggtcac
gctccaggag
ccgaaccggt
cagctgtcect
gcaacttcgg
tggacaagac
tggcaggacc
ggacccctga
tcaactggta
agttcaacag
acggcaagga
ccatctccaa
gggaggagat
gcgacatcgc
ctcccatget
gcaggtggca

dctacacgca

Pagina 38

ccaagcacag
caagatctcc
acaggctcca
tacatatgct
tgcctatttg
ggggagggaa
tgtctctgca
cacctccgag
gacggtgtcg
acagtcctca
cacccagacc
agttgagcgc
gtcagtcttc
ggtcacgtgc
cgtggacggc
cacgttccgt
gtacaagtgc
aaccaaaggg

gaccaagaac

cgtggagtgg .

ggactccgac

gcaggggaac

gaagagcctc

Met Gly Trp Leu Trp Asn Leu Leu Phe Leu Met Ala ala Ala Gln Ser
5

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1398



Ala

Pro

Thr

Lys

ASp

Thr

Tyr

Phe

Gly

Ser

val

Phe

val

val

225

Lys

Pro

Ser

Gln

Gly

Thr

50

Trp

Asp

Ala

Phe

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
210

ASp

Cys

ser

Arg

Ala

Glu

35

Tyr

Met

Phe

Tyr

ser

Ala

val

Ala

195

val

His

Cys

val

Thr
275

GlIn

20

Thr

Gly

Gly

Lys

Leu

100

val

G1n

val

Ala

Ser

180

val

Pro

Lys

val

Phe
260

Pro

Ile

val

Met

Trp

Gly

85

Gln

Arg

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu

245

Leu

Glu

His

Lys

ser

Ile

70

Arg

Ile

Gly

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
230
Cys

Phe

val

Leu

Ile

Trp

55

Asn

Phe

AsSN

Arg

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

215

Asn

Pro

Pro

Thr

Listado de Secuencias
val GIn Ser Gly Pro Glu
25

ser

40

val

Thr

Ala

Asn

Glu

120

val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Phe

Thr

Pro

Pro

Cys
280

cys

Lys

Tyr

Phe

Leu

105

Tyr

Thr

Pro

val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

cys

Lys

GIn

Ser

Ser

90

Lys

TYr

val

Cys

LysS

Leu

Leu

Thr

val

Pro

Ala

Ala

Gly

75

Leu

Asn

Tyr

Ser

Ser

155

ASp

Thr

Tyr

Gln

Asp

235

Ala

250

Pro

val

Lys

val

Ser

Pro

60

val

Glu

Glu

Gly

Ala

140

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Pro

AsSp

Asp

Pagina 39

Gly

45

Gly

Pro

Thr

Asp

ser

125

Ser

Phe

Gly

Leu

205

TYr

Thr

Pro

Thr

val
285

Leu
30

Phe

Lys

Thr

Ser

Thr

110

Gly

ser

Thr

Pro

val

190

Ser

Thr

val

val

Leu
270

Ser

Lys

Ser

Gly

Tyr

Ala

95

Ala

Ile

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Ala

Met

His

Lys

Phe

Leu

Ala

80

Ser

Thr

Ala

Lys

Glu

160

Pro

Thr

val

Asn

Arg

Gly

Ile

Glu

J6d



Asp Pro Glu

290

Asn Ala

305

Lys

val val

Glu Tyr

Lys Thr

355

Thr Leu

370

Thr
385

Cys

Glu ser

Leu Asp

Lys Ser Arg

Ala
450

Glu Leu

Gly
465

Lys

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

41
714
DNA
Homo

<400> 41
atggagaaag

gacattgtgc
atctcctgca
caacagaaac
ggggtccctg

cctatggagg
acgttcggag

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

AsSn

Ser

val GlIn

Thr Lys

Phe

Pro

Listado de Secuencias

Asn
295

Arg Glu

310

val Leu

325

Cys
340

Lys
Ser

Lys

Pro Ser

val Lys

GIn
405

Gly

Asp
420

Gly

Trp Gln

His Asn

sapiens

acacactcct
tgacccaatc
gagccagcga
caggacagec
ccaggtttag
aggatgatgc
gggggaccaa

Thr

val

Thr

Arg

Ser

Gln

His

val val

Asn

Ser

Gly
360

Lys

Glu
375

Phe Tyr

Glu Asn
Phe

Phe

Asn
440

Gly

Tyr Thr

455

gctatgggtc
tccacctrct
aagtgttgat
acccaaactc
tggcagtggg
tgcaatgtat

actggaaata

Trp Tyr val Asp ng val

Phe
315

Glu Gln

GIn
- 330

His ASp

Gly Leu

Pro Arg

Met Thr Lys

Pro Ser

395

Asnh Tyr

410

Lys

Leu
425

Tyr

val phe Ser

GIn Lys Ser

ctgcttctet
ttggctgtgt
aattatggct
ctcatctttg
tctgggacag

ttctgtcage

aaacgaactg

ASp

Ser

3

Asn Ser

Leu

Trp

Pro

Glu

Thr

Asn

Pro

val His

Phe

Arg

Lys

Glu

350

Glu Pro

365

Asn Glin val

380

ITe Ala val

Thr Thr

Lys Leu

GIn

Pro

Thr

val Tyr

sSer Leu

Pro
415

val Asp

430

Cys Ser val

445

Leu
460

Ser

gggttccagg
ctctagggca

ctagttttrat
ctgcatccaa
acttcagcct
aaagtaagga

tggctgeacc

Pagina 40

Leu

Met His

Ser Pro

gtccacaggt
gagggccacc
gaactggttc
ccaaggatcc
caacatccat

ggttccgtac
atctgtcttc

60
120
180
240
300

360
420

163



atcttcceege
aataacttct
ggtaactccc
agcaccctga
acccatcagg
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

42
238
PRT

42

Tet Glu Lys

Gly ser

val Sser

35

val Asp Asn

50

Gly Gln

65

Gly val

Leu Asn

GIln GIn

115

Ile
130

Glu

Ser Glu

145

ASp

Asn Asn

Ala Leu

LyS Asp

195

Homo

Thr

Leu

Pro

Pro

Ile

Ser

LyS

Phe

Gln

Ser

catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgctgagcaa

gcctgagetc

sapiens

Thr
5

Asp

Gly
20

Asp

Gly Gln

Tyr Gly

Pro Lys

Ala Arg

85

His
100

Pro
Lys Glu
Thr

Arg

Gln Leu

Pro
165

Tyr

ser
180

Gly

Thr Tyr

Leu

Ile

‘Arg

Ser

Leu

70

Phe

Met

val

val

Arg

Asn

Ser

gcagttgaaa tctggaactg
ggccaaagta cagtggaagg
cacagagcag gacagcaagg
agcagactac gagaaacaca

gcccgtcaca aagagcttca

Leu

val

Ala

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

135

Ser

Glu

Ser

Leu

Listado de Secuencias

Leu

Leu

Thr

40

Phe

Ile

Gly

Glu

TYyr

120

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser
200

Trp

Thr

25

Ile

Met

Phe

Ser

Pro

Thr

Lys

Glu
185

Ser

cctctgttgt
tggataacgc
acagcaccta

aagtctacgc

dcaggggaga

val
10

Leu Leu Leu Trp

Gln Ser Pro Pro Ser

30

Ala
45

Ser Cys Arg ser

Phe GIn GlIn

60

Asn Trp

Ala Ser

75

Ala Asn

Gly ser Gly Thr

90

Asp

Asp Ala Ala Met Tyr

110

Phe Gly Gly Thr

Phe Phe

140

ser val

ser val val

155

Ala Cys

val GIn val

170

Trp LysS

Gln
190

Ser val Thr Glu

Thr Leu Thr Leu Ser

205
Pdgina 41

gtgcctgcty
cctccaatceg
cagcctcage
ctgcgaagtc

gtgt

val
15

Pro

Leu

Glu ser

Lys Pro

Gly ser

80

Phe
95

ser
Phe Cys
Lys Leu
Pro

Pro

Leu
160

Leu

AsSn

ser

Lys Ala

480
540
600
660
714

Vbt




Listado de Secuencias

Asp Tyr Glu Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His GIln Gly

210

215

Leu Ser Ser Pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg

225

<210> 43
<211>
<212>
<213>

DNA
<400> 43

atggaatgga
ggtcagatgc
tgcaagactt
ggacagagtc
cggaagttca
caattcagca
gacgggtggt
aagggcccat
gcecetggget
ggcgctctga
tccctcagca
aacgtagatc
gtcgagtgcec
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
gaaccacagg
ctgacctgcc
gggcagccgg
ttcctctaca
tgctccgtga
ccgggtaaa

210> 44

<211> 463
<212> PRT

1389

Homo sapiens

actgggrcgt
agcagtctgg
ctggcttcac
ttgagtggat
caggcaaggc
gcctgacaac
ttacttactg
cggtcttecc
gcctggtcaa
ccagcggcgt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgecc
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tcccageece
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac

tgcatgaggc

tctecttectc
agctgagctg
cttcagcagt
tgcatggatt
ccaactgact
tgaggactct
gggccagggg
cctggegecc
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgeectec
caacaccaag
agcaccacct
catgatctcc
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatcce
ctrctacccc
caagaccaca
cgtggacaag

tctgcacaac

235

ctgtcattaa
gtgaagcctg
acctatataa
tatgctggea
gtagacacat
gccatctatt
actctggtca
tgctccagga
cccgaaccgg
ccagcetgtcc
agcaacttcg
gtggacaaga
gtggcaggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcg
cctcccatgce
agcaggtggc

cactacacgc

220

Gly Glu Cys

ctgcaggtgt
gggcttcagt
gttggttgaa
ctggtggtac
cctecageac
actgtgcaag
ctgtctctge
gcacctecga
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
cagttgagcg
cgtcagtctt
aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttccg
agtacaagtg
aaaccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga

agcaggggaa
agaagagcct

pagina 42

ctatgcccag
gcaactgtcc
gcagaagcct
cagatataat
agcctacatg
agagggggtc
agcctecace
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgc
caaatgttgt
cctctteccc
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagce
caaggtctcec
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctecttc
cgtcttctca

ctccctgtct

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1389

165



<213>
<400>

Hemo

44

Met Glu Trp

1

vali

Pro

Ser

Glu

65

Arg

Thr

Tyr

GlIn

val

145

Ala

sSer

val

Pro

Lys

val

Tyr

Gly

Ser

50

Trp

LysS

Ala

TYr

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser
210

Pro

Glu

Ala

Ala
35

Thr

Phe

Tyr

115

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

195

Ser

Ser

Cys

sapiens

Asn

G1In
20

Ser

Tyr

Ala

Thr

Met

100

Leu

Leu

Cys

ser
180

Ser

ASN

Asn

Pro

Trp
5
Gly
val
Ile
Trp
Gly
85
Gln
Arg
val
Ala
Leu
165
Gly
Ser
Phe

Thr

Pro
245

val

GIn

GIn

Ser

Ile

70

Lys

Phe

Glu

Thr

Pro
150
val
Ala

Gly

Gly

val

Met

Leu

Trp

55

Tyr

Ala

ser

Gly

val

135

cys

Lys

Leu

Leu

Thr
215

val

Pro

Listado de Secuencias

Leu

Gln

Ser

40

Leu

Ala

Gln

Ser

val

120

Ser

ser

Asp

Thr

Tyr
200

Gln

Asp

Ala

Phe

GlIn
25

Cys

LYyS

Gly

Leu

Leu

105

ASD

aAla

Arg

Tyr

ser
185

Ser

Thr

Lys

Pro

Leu
10

ser

Lys

Gln

Thr

Thr

90

Thr

Gly

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Leu

Tyr

Thr

Pro
250

Leu
Gly
Thr
Lys
Gly
75

val
Thr
Trp

Ser

Thr
155

Pro

val
ser
Thr
val

235

val

Ser

Ala

ser

Pro

60

Gly

Asp

Glu

Phe

Thr

140

Ser

Glu

His

Ser

Cys

Glu

Ala

Pagina 43

Leu
Glu

Gly
45

Gly
Thr
Thr

Asp

Thr
125

Lys
Glu
Pro

Thr

val
205

ASn

Arg

Gly

Thr

Leu
30

Phe

GIn

Arg

Ser

Ser

110

Tyr

Gly

Ser

val

Phe
190

val

val

Lys

Pro

Ala

val

Thr

Ser

Tyr

ser

95

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Thr

Asp

Cys

sSer
255

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Ile

Gly

Ser

Ala
160

val

val

His

Cys

240

val

166



Phe Leu

Pro Glu

val GlIn
290

Thr Lys
305

val Leu

Cys Lys

ser Lys

Pro Ser
370

val Lys
385

Gly Gln

Asp Gly

Trp Gln

His Asn
450

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

<400>

Phe

val
275

Phe

Pro

Thr

val

Thr

355

Arg

Gly

Pro

ser

GlIn

435

His

45
720
DNA
Homo

45

Pro

260

Thr

Asn

Arg

val

Ser

340

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

420

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

Glu

val

325

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

405

Phe

Asn

Thr

sapiens

Lys

val

Tyr

Glu

310

His

Lys

Gln

Met

Pro

390

Asn

Leu

val

Gln

Pro

val

val

295

Gin

GIn

Gly

Pro

Thr

375

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Listado de Secuencias
Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

Lys

val

280

ASp

Phe

ASp

Leu

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

440

Ser

265

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

345

Glu

Asn

Ile

Thr

cys

Leu

val

val

ser

Leu

330

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

410

Leu

Ser

Ser

ser

Glu

Thr

315

Asnh

Pro

GIn

val

val

395

Pro

Thr

vai

Leu

atggacatga gggtgcccgc tcagctcctg gggetcctge

agatgtgata tcgtgatgac ccaatctccg gatagcctgg

gctacaataa gctgtagagc gtccgaatct gttgataatt

tggtatcaac agaaaccagg ccaacctcca aagctgctca

gggtccgggg tgccggatcg gttcagcggt agcggatceg

270

His Glu Asp Pro Glu
285

val His Asn Ala Lys
300

Phe Arg val val Ser
320

Gly Lys Glu Tyr Lys
Ile Glu Lys Thr Ile
val Tyr Thr Leu Pro

Ser Leu Thr Cys Leu
380

Glu Trp Glu Ser Asn
400

Pro Met Leu Asp Ser
val Asp Lys Ser Arg

Met His Glu Ala Leu
445

ser Pro Gly Lys
460

tgctgtggtt gagaggtgcc

ccgtgagtct tggggagcga
acggatcctc tttcatgaac

tctacgcagc cagcaaccag

gcaccgattt tacgctcacg

Pagina 44

60
120
180
240
300



atcagttccc
ccctacacat
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca

gaagtcaccc

tgcaggccga
tcggtcaggg
tccegecate
acttctatcc
actcccagga
ccctgacget

atcagggcct

Listado de Secuencias
ggacgtagcc gtatactatt gccaacagag

caccaagctc gagatcaaac gtacggtggc

tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgccc

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

<400>

46
240
PRT
Homo

46

Met Asp Met

1

Leu

Leu

Glu

Gly

Phe

Tyr

Lys

Pro

145

Leu

Asp

Arg

Ala

ser

50

Pro

ser

Thr

Cys

Leu

130

Pro

Leu

Asn

Gly

val

35

val

Gly

Gly

Leu

GIn

115

Glu

Ser

Asn

Ala

sapiens

Arg

ala

20

sSer

Asp

Gln

val

Thr

100

Gln

Ile

ASp

Asn

Leu
180

val

Arg

Leu

Asn

Pro

Pro

85

Ile

Ser

Lys

Glu

Phe

165

GlIn

Pro Ala

Cys Asp
Gly Glu
Tyr Gly
55

Pro
70

Lys
Asp Arg

Ser Ser

Lys Glu

Thr
135

Arg

Gln
150

Leu
Pro

Tyr

Ser Gly

Gln

Arg

40

Ser

Leu

Phe

Leu

val

120

val

Lys

Arg

Asn

ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

Leu Leu Gly

10

val Thr

25

Met

Ala Thr Ile

Ser Phe Met

Leu Ile Tyr

75

Ser Gly Ser

90

Gln Ala Glu

105

Pro Tyr

Ala Ala pro

Thr
155

Ser Gly

Ala
170

Glu Lys

Ser Gln Glu

185

gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
dacacaaagt

gcttcaacag

caaagaagtg
tgcaccafct
tgttgtgtgc
taacgccctc
cacctacagc

ctacgcctge

gggagagtgt

Thr

Leu
Gln
ser
Asn
60

Ala
Gly
ASp
Phe
ser
140

Ala

val

Ser

Pagina 45

Leu

Ser

Cys

45

Trp

Ala

ser

val

Ser

Gln

val

Leu

Pro

30

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

110

Gln

Phe

val

Trp

Thr
190

Leu
15

ASp

Gin

Asn

Thr

95

val

Gly

Ile

val

Trp

Ser

ser

GIn

Gln

80

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

Gin

360
420
480
540
600
660
720

168



Listado de Secuencias

Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser
195 200

Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys val Tyr Ala

210

215

Gln Gly Leu Ser Ser Pro val Thr Lys Ser Phe
230

225

<210> 47
<211>
<212>
<213>

<400> 47
atggacatca

DNA

gtgcgactgg
tgtgcagcct
acgagggggc
gattccgtga
caaatggaca
acggattatt
gtctcttcag
aaaagtaact
accgtgacct
cagtctggge
cagaccgtca
gtgcccagaa
tctgtcttca
gtcacgtgtg
gtagatgacg
actttccget
ttcagatgca
cccgaaggea
acccagaatg
gtggagtggc
gacacagatg

cagggaaaca

aagagtctct

1407

ggctcagctt
tggagtctgg
ccggattccc
tggagtgggt
agggccgatt
gtctgaggtc
accacggagg
ctgaaacaac
ccatggtgac
ggaactctgg
tctacactct
cctgcaacgt
actgtggagg
tcttecececc
ttgtggtaga
tggaagtcca
cagtcagtga
aggtcaccag
gaacacaagt
aagtcagtat
agatgaacgg
ggagttactt
cgttcacgtg

cccactctce

Rattus norvegicus

ggttttectt
tggaggctta
tttcagtaat
cgcaagtatt
cactatctcc
tgaggacaca
gttttggttt
agccccatct
cctgggatgc
agccctgtcc
caccagctca
agcccaccceg
tgattgcaag
aaagcccaaa
cattagccag
cacagctcag
actccccatc
tgcagctttc
tccgeatgta
cacctgcatg
gcagccacag
cctctacagce
ttctgtgcety

gggtaaa

235

gtcctttcca
gtgcagcectg
tatggcatgg
acttatgatg
agagataatg
gccacttatt
gcttactggg
gtctatccac
ctggtcaagg
agcggtgtgce
gtgactgtac
gccagcagcea
ccttgtatat
gatgtgctca
gacgatcccg
actcgaccac
ctgcaccagg
ccatccccca
tacaccatgt
gtaaaaggct
gaaaactaca
aagctcaatg

catgaaggcce

205

Cys Glu val Thr His

220

Asn Arg Gly Glu Cys

taaaaggtgt
gaaggtctct
cctgggtecg
gtagtattac
caaaaagtac
attgtacaag
gccaaggeac
tggctcctgg
gctatttece
acaccttccc
cctccagcac
ccaaggtgga
gtacaggctc
ccatcactct
aggtccattt
cagaggagca
actggctcaa
tcgagaaaac
cacctaccaa
Tctatccecec
agaacactcc
tgaagaagga

tgcacaacca

Pégﬁna 46

240

ccactgtgag
gaaactctcc
ccaggctcca
tttttatcga
cctgtacctg
ttccgatact
tctggtcact
aactgctcte
tgagccagtc
agctgtectg
ctggcccage
caagaaaatt
agaagtatca
gactcctaag
cagctggttt
gttcaacagc
tggcaggacg
catctccaaa
ggaagagatg
agacatttat
acctacgatg
aaaatggcag

ccatactgag

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1407

169



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

<400>

48
469
PRT

Rattus norvegicus

48

Met Asp Ile Arg Leu Ser Leu
1 5

val His

Pro Gly

Ser Asn
50

Glu Trp
65

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

Trp Phe
130

Glu Thr
145

Lys Ser

Pro Glu

val His

ser Ser
210

Cys Asn
225

Cys

Arg

35

Tyr

val

val

Tyr

Cys

Ala

Thr

Asn

Pro

Thr

195

val

val

Glu
20

Ser
Gly
Ala
Lys
Leu
100
Thr
Tyr
Ala
ser
val
180

Phe

Thr

Ala

val

Leu

Met

Ser

Gly

85

Gln

Ser

Trp

Pro

Met

165

Thr

Pro

val

His

Arg

Lys

Ala

Ile

70

Arg

Met

Ser

Gly

Ser

150

val

val

Ala

Pro

Pro
230

Leu

Leu

Trp

55

Thr

Phe

Asp

Asp

GIn

135

val

Thr

Thr

val

ser

215

Ala

Listado de Secuencias

val

val

Ser

40

val

Tyr

Thr

Ser

Thr

120

Gly

Tyr

Leu

Trp

Leu

200

Ser

Ser

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

105

Thr

Thr

Pro

Gly

Asn

185

Gln

Thr

Ser

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

90

Arg

ASp

Leu

Leu

Cys

170

Ser

Ser

Trp

Thr

val

Gly

Ala

Ala

ser

75

Arg

ser

Tyr

val

Ala

155

Leu

Gly

Gly

Pro

Lys
235

Leu

Gly

Ser

Pro

60

Ile

Asp

Glu

Tyr

Thr

140

Pro

val

Ala

Leu

Ser

220

val

Pagina 47

Ser

Gly

Gly

45

Thr

Thr

Asn

ASp

His

val

Gly

Lys

Leu

TYyr

205

Gln

Asp

Ile

Leu

30

Phe

Arg

Phe

Ala

Thr

110

Gly

ser

Thr

Gly

Ser

190

Thr

Thr

Lys

LysS

val

Pro

Gly

Tyr

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

Tyr

175

Ser

Leu

val

Lys

Gly

Gln

Phe

Leu

Arg

80

Ser

Thr

Phe

Ala

Leu

160

Phe

Gly

Thr

Thr

Ile
240

{70



Listado de Secuencias
val Pro Arg Asn Cys Gly Gly Asp Cys Lys Pro Cys Ile Cys Thr Gly
245 250 255

Ser Glu val ser Ser val Phe Ile Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp val
260 265 270

Leu Thr Ile Thr Leu Thr Pro Lys val Thr cys val val val Asp Ile
275 280 285

Ser GIn Asp Asp Pro Glu val His Phe Ser Trp Phe val Asp Asp val
290 295 300

Glu val His Thr Ala GIn Thr Arg Pro Pro Glu Glu GIn Phe Asn Ser
305 310 315 320

Thr Phe Arg Ser val Ser Glu Leu Pro Ile Leu His GIn Asp Trp Leu
325 330 335

Asn Gly Arg Thr Phe Arg Cys Lys val Thr Ser Ala Ala Phe Pro ser
340 345 350

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Pro Glu Gly Arg Thr GIn val Pro
355 360 365

His val Tyr Thr Met Ser Pro Thr Lys Glu GTlu Met Thr GIn Asn Glu
370 375 380

val Ser Ile Thr Cys Met val Lys Gly Phe Tyr Pro Pro Asp Ile Tyr
385 390 395 400

val Glu Trp GIn Met Asn Gly GIn Pro GIn Glu Asn Tyr Lys Asn Thr
405 410 415

Pro Pro Thr Met Asp Thr Asp Gly Ser Tyr Phe teu Tyr Ser Lys Leu
420 425 430

Asn val Lys Lys Glu Lys Trp GIn GIn Gly Asn Thr Phe Thr Cys Ser
435 44Q 445

val Leu His Glu Gly Leu His Asn His His Thr Glu Lys Ser Leu Ser

450 455 460
His Ser Pro Gly Lys
465
<210> 49
<211l> 711
<212> DNA
<213> Rattus norvegicus
<400> 49
atggagacag acagactcct gctatgggca ctgctgctct gggttccagg ctccactagt 60

Pagina 48

431



Listado de Secuencias

gacattgtct tgacccagtc tcctgctttg

tcctgtaggg ccagccaaag tgtcagtata

cagaaaccag gacagcaacc caaactcctc

atccctgcca ggttcagtgg cagtgggtct

gtgcaggctg atgacattgc aacctattac

ttcggtggag gcaccacgtt ggaattgaaa

ttcccaccat ccacggaaca gttagcaact

aacttctatc ccagagacat cagtgtcaag

ggtgtcctgg acagtgttac tgatcaggac

accctctcgt tgaccaagge tgactatgaa

cataagacat catcctcacc cgtcgtcaag

<210> 50

<211> 237

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 50

Met Glu Thr Asp érg Leu Leu Leu

1

Gly Ser Thr Gly Asp Ile val Leu

20

ser Leu Gly GIn Arg Ala Thr Leu
35 40

Ser Ile Ser Gly His Asn Leu Met

50 55

GIn Gln Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

65 70

ITe Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser

85
Thr ITe Asn Pro val GIn Ala Asp
100

Gln Ser Arg Glu Ser Pro Trp Thr
115 120

Leu Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro

130 135
Thr Glu GIn Leu Ala Thr Gly Gly
145 150

Trp

Thr

Arg

Gly

Thr

Ala

gctgtgtcte
tctggacata
atctatcgtg
gggacaggct
tgtcagcaga
cgggctgatg
ggaggtgcct
tggaagattg
agcaaagaca

agtcataacc

agcttcaaca

Ala
10

Leu

GIn Ser

25

Ser Cys Arg

His Trp Tyr

Ala ser

75

sSer
90

Gly

Ile Ala

Gly Gly

val ser

ser val
155

tagggcagag
atcttatgca
catccaacct
tcaccctcac
gtagggagtc
ctgcaccaac
cagtcgtgtg
atggcactga
gcacgtacag
tctatacctg

ggaatgagtg

Leu Leu

Pro Ala

30

Ala ser Gln

45

GIn Gln

60

Lys

Asn Leu

Thr Gly

Thr

Thr
125

Gly

ITe Phe

140

val Cys Leu

Pagina 49

Trp

Leu

Pro
Phe
Tyr Tyr
110

Thr

Pro

ggccacactc
ctggtaccaa
accatctggg
catcaatcct
tcegtggacg
tgtatctatc
cctcatgaac
acgacgagat
catgagcagc
tgaggttgtt
t

val
15

Pro
Ala val
Ser val
Gly

Pro

Gly
80

ser

Thr
95

Leu

Cys Gln

Leu Glu

Pro Ser

Met Asn

160

120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
711

{72



Asn Phe

Glu Arg

Ser

Asp

Glu
210

Tyr

ser Ser

Tyr

Arg

Thr
195

Ser

Pro

Pro

Tyr

His

val

Ser

Asn

val

Listado de Secuencias

Asp Ile

val Leu

Met Ser

200

Leu Tyr
215

Ser

170

Asp Ser val Thr
185

Ser Thr Leu Ser

Thr Cys Glu val

Phe Asn Arg Asn

ser val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Thr

175

Asp GIn Asp Ser Lys

190

Leu Thr Lys Ala

205

val His Lys Thr

220

Glu Cys

225

<210> 51
<211>
<212>
<213>

<400> 51
atggacatga

DNA

agatgtcagg
cgcctgtctt
caagcgcccg
ttttaccggg
ctctatctcc
tctgacacaa
ttggtcaccyg
tccaggagca
gaaccggtga
gctrgtcctac
aacttcggca
gacaagacag
gcaggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt

atctccaaaa

gaggagatga

1416

Homo sapiens

gggtgcccgce
tccaactggt
gtgcggcgtc
gaaagggact
atagtgttaa
aaatgaattc
ccgattatta
tctctagtge
cctecgagag
cggtgtcgtg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcgcaa
cagtcttcct
tcacgtgcgt
tggacggcgt
cgttccgtgt
acaagtgcaa
Cccaaagggca

CCaagaacca

tcagctectg
tgagtcaggc
cggattccca
ggaatgggtt
gggccggttt
cctecgggec
ccacggegga
ctccaccaag
cacagcggcc
gaactcaggc
actctactcc
cacctgcaac
atgttgtgtc
cttcccccca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctccaac
Qccccgagaa

ggtcagcctg

235

gggctcctge
ggaggtgtcg
ttcagcaact
gcctccatta
accatctecc
gaggacaccg
ttctggtteg
ggcccatcgg
ctgggctgcec
gctctgacca
ctcagcageg
gtagatcaca
gagtgcccac
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgttg
aaaggcctec
ccacaggtgt

acctgectgg

tgctgtggcet
tacagcctgg
acggcatggc
catacgacgg
gcgacaactc
cagtgtatta
cttattgggg
tcttcecect
tggtcaagga
gcggcgtgcea
tggtgaccgt
agcccagcaa
cgtgcccagce
acaccctcat
aagaccccga
caaagccacg
tgcaccagga
cagcccccat
acaccctgcc

tcaaaggett

pigina 50

Asp

Ser

gagaggtgcc
aagaagtttg
ctgggttcgg
gagcatcacc
taagaacacc
ctgcaccagce
ccaaggcaca
ggcgccctgce
ctactteccce
caccttccca
gccetecage
caccaaggtg
accacctgtg
gatctccegg
ggtccagttc
ggaggagcag
ctggctgaac
cgagaaaacc
cccateecgg

ctaccccage

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

1020

1080

1140

1200



Listado de Secuencias
gacatcgccg tggagtggga gagcaatggg cagccggaga acaactacaa gaccacacct 1260

cccatgctgg actccgacgg ctccttcttec ctctacagca agctcaccgt ggacaagagc 1320

aggtggcagc aggggaacgt cttctcatgc tccgtgatgce atgaggctct gcacaaccac 1380

tacacgcaga agagcctctc ccrgtctccg ggtaaa 1416
<210> 52

<211> 472

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

Met Aasp Met Arg val Pro Ala GIn Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Leu Arg Gly Ala Arg Cys Gln val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly
20 25 30

val val Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
35 40 45

Phe PED Phe ser Asn Tyr Gly Met ala Trp val Arg GIn Ala Pro Gly
5 55 60

Lys Gly Leu Glu Trp val Ala Ser Ile Thr Tyr Asp Gly Ser ITe Thr

Phe Tyr Arg Asp ggr val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asnh
90 95

Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
100 105 110

Thr Ala val Tyr Tyr Cys Thr Ser Ser Asp Thr Thr Asp Tyr Tyr His
115 120 125

Gly Gly Phe Trp Phe Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val
130 135 140

Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe Pro Leu Ala Pro Cys
145 150 155 160

Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu val Lys
165 170 175

Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu
180 185 190

Thr ser Gly val His Thr Phe Pro Ala val Leu GIn Ser Ser Gly Leu
195 200 205

Pagina 51



Tyr

Gln

Asp

Ala

Lys

val

305

Phe

ASp

Leu

Arg

Lys

Ser

Ser

ser
465

Ser
210
Thr
Lys
Pro
Asp
290
Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
370
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

450

Leu

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

275

val

val

ser

Leu

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
435

Ser

Ser

Ser
Thr
val
val
260
Leu
Ser
Glu
Thr
ASn
340
Pro
Glin
val
val
Pro

420

Thr

val

Leu

Ser

cys

Glu

245

Ala

Met

His

val

Phe

325

Gly

Ile

val

Ser

Glu

405

Pro

val

Met

Ser

val

Asn

230

Arg

Gly

Ile

Glu

His

310

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

390

Trp

Met

Asp

His

Pro
470

val
215
val
Lys
Pro
Ser
295

AsSn

val

LysS
Thr
375
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

455

Gly

Listado de Secuencias
Thr val Pro Ser Ser Asn

ASp

Cys

Ser

280

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

360

Leu

cys

ser

ASp

Ser
440

Ala

Lys

His

Cys

val

265

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

345

Ile

Pro

Leu

AsSn

Ser

425

Arg

Leu

Lys
val
250
Phe
Pro
val
Thr
val
330
Cys
Ser
Pro
val
Gly
410
ASp

Trp

His

Pro

235

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

LYyS

Ser

Gly

Gln

Asn

220

Ser

cys

Phe

val

Phe

300

Pro

Thr

val

Thr

Arg

380

Pro

Ser

Gln

His
460

Pidgina 52

Asn

Pro

Pro

Thr

285

Asn

Arg

val

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

Phe

Thr

Pro

Pro

270

Cys

Trp

Glu

val

Asn

350

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

430

Asn

Thr

Gly
Lys
255
Lys
val
Tyr
Glu
His
335
LysS
Gln
Met
Pro
Asn
415
Leu

val

GIn

Thr

val

240

Pro

Pro

val

val

GIn

320

GIn

Gly

Pro

Thr

Ser

400

Tyr

Tyr

Phe

LyS



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

<400> 53
atggacatga

53
720
DNA

agatgtgaaa
gccacactgt
tggtatcaac
ccttctggta
atcagctcct
ccctggacct
gtcttcatct
ctgctgaata
 caatcgggta
ctcagcagca
gaagtcaccc
54

240
PRT

Homo

54

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

<400>

sapiens

gggtgccegce
ttgtgatgac
catgtagggc
agaagcccgg
ttccagctag
tgcaatctga
tcgggggtgg
tccegecatc
acttctatcc
actcccagga
ccctgacgcet

atcagggcct

sapiens

Listado de Secuencias

tcagctcctg
acagagccct
atcacaaagc
ccaggcaccc
attttccggc
ggactttgca
aaccaaggtg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgccc

gggctcctge
gctaccttga
gtgtcaatca
cgccttctca
agcggetecg
gtgtactatt
gaaataaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

tgctgtggcet
gtgtttctecc
gtgggcacaa
tctatcgagce
gcacagagtt
gccagcagag
gtacggtggc
gaactgcctce
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

Met Asp Met
1

Leu

Leu

Gln

Phe

Tyr

Arg

Ser

ser

50

Pro

Ser

Thr

Cys

Gly
val

35

val

Gly

Gly

Leu

Gln
115

Arg

Ala
20

Ser

ser

Gln

Ile

Thr

100

Gln

val
5
Arg
Pro
Ile
Ala
Pro
85

Ile

Ser

Pro

Cys

Gly

Ser

Pro

70

Ala

Ser

Arg

Ala

Glu

Glu

Gly

55

Arg

Arg

Ser

Glu

GlIn

Ile

Arg

40

His

Leu

Phe

Leu

ser
120

Leu

val

25

Ala

Asn

Leu

Ser

Gln
105

Pro

Leu Leu

10

Gly

Met Thr GlIn

Thr Leu Ser

His
60

Leu Met

Ile Tyr Arg

75

Gly ser

90

Gly

Ser Glu Asp

Trp Thr Phe

Pdgina 53

Leu

Ser

Cys

45

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

Pro
30

Arg
Tyr
Ser
Gly
Ala

110

Gly

gagaggtgcc
gggcgagcgg
tctcatgcat
atccaatctg
cactctgacc
cagggaatca
tgcaccatct
tgttgtgtgc
taacgccctc
cacctacagc

ctacgcetge

gggagagtgt

Leu
15

Trp

Ala Thr

Ala Ser

Gln GIn

Asn Leu

80

Thr Glu

95

val Tyr

Gly Thr

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

176



Listado de Secuencias

Lys val Glu Ile Lys Arg Thr val Ala Ala Pro Ser val Phe
130 135 140
Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val
145 150 155
Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys val GIn Trp
165 170

Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser val Thr

180 185 190
AsSp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr

195 200 205
Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val
210 215 220
Gln Gly Leu Ser Ser Pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly
225 230 235
<210> 55
<211> 711
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 55
atggagacag acagactcct gctatgggca ctgctgetct gggttccagg
gacattgtct tgacccagtc tcctgctttg gctgtgtctc tagggcagag
tcctgtaggg ccagccaaag tgtcagtata tctggacata atcttatgca
cagaaaccag gacagcaacc caaactcctce atctatcgtg catccaacct
atccctgeca ggttcagtgg cagtgggtct gggacaggct tcaccctcac
gtgcaggctg atgacattgc aacctattac tgtcagcaga gtagggagtc
ttcggtggag gcaccacgtt ggaattgaaa cgaactgtgg ctgcaccatc
ttccecgccat ctgatgagca gttgaaatct ggaactgect ctgttgtgtg
aacttctatc ccagagaggc caaagtacag tggaaggtgg ataacgccct
aactcccagg agagtgtcac agagcaggac agcaaggaca gcacctacag
accctgacgc tgagcaaagc agactacgag aaacacaaag tctacgcectg
catcagggcc tgagctcgcc cgtcacaaag agcttcaaca ggggagagtg
<210> 56
<211> 237
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 56
Pagina 54

Phe

cys

val

Gln

Leu Ser

Thr His

Glu Cys

240

ctccactggt
ggccacactc
ctggtaccaa
accatctggg
catcaatcct
tccgtggacg
tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagce
cgaagtcacc

t

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
711

17



Listado de Secuencias
Met Glu Thr Asp Arg Leu Leu Leu Trp Ala Leu Leu Leu Trp V?1 Pro
1 5 10 1

Gly Ser Thr Gly Asp Ile val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Leu Ala val
' 20 25 30

Ser Leu Gly GIn Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser val
35 40 45

Ser Ile Ser Gly His Asn Leu Met His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly
50 55 60

GIn GIn Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Pro Ser Gly
65 70 75 80

Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gly Phe Thr Leu
85 90 95

Thr Ile Asn Pro val Gln Ala Asp Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln
100 105 110

Gln Sser Arg Glu Ser Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Thr Leu Glu
115 120 125 :

Leu Lys Arg Thr val Ala Ala Pro Ser val phe Ile pPhe Pro Pro Ser
130 135 140

Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu Asn
145 150 155 160

Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys val GIn Trp Lys val Asp Asn Ala
165 170 175

Lteu GIn Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser val Thr Glu GIn Asp Ser Lys
180 185 190

Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp
195 200 205

Tyr Glu Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His GIn Gly Leu
210 215 220

Sser Ser Pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

225 230 235

<210> 57

<211> 1407

<212> DNA i

<213> Homo sapiens

<400> 57

atggacatca ggctcagctt ggttttcctt gtcctttcca taaaaggtgt ccactgtgag 60

Pagina 55 _ J 98



gtgcgactgg
tgtgcagect
acgagggggc
gattccgtga
caaatggaca
acggattatt
gtctcttcag
acctccgaga
acggtgtcgt
cagtcctcag
acccagazct
gttgagcgca
tcagtcttecce
gtcacgtgceg
gtggacggcg
acgttccgtyg
tacaagtgca
accaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacqg
aagagcctct
<210> 58

<211> 469
<212> PRT

tggagtctgg
ccggattccec
tggagtgggt
agggccoatt
gtctgaggtc
accacggagg
ccrccaccaa
gcacagcggc
ggaactcagg
gactctactc
acacctgcaa
aatgttgtgt
tcttceccec
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgy
gcrccrrctt
tcttctcatg

ccectgtctec

Listadec de Secuencias

tggaggctta
tttcagtaat
cgcaagtatt
cactatctcc
tgaggacaca
gttttggttt
gggcccatcg
cctgggetgce
cgctctgacc
ccteageage
cgtagatcac
cgagtgccca
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgtt
caaaggcctc
accacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctctacage
ctccgtogatg

gggtaaa

gtgcagcctg
tatggcatgg
acttatgatg
agagataatg
gccacttatt
gcttactggg
gtcttcecccc
ctggtcaagg
agcggegtoc
gtggtgaccg
aagcccagca
ccgtgcccag
gacaccctca
gaagaccccg
acaaagccac
gtgcaccagg
ccagccceca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg

catgaggctc

gaaggtctct
cctgggteceg
gtagtattac
caaaaagtac
attgtacaag
gccaaggeac
tggcgecctg
actacttccc
acaccttccc
tgccctccag
acaccaaggt
caccacctgt
tgatctcccg
aggtccagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatcccy
tctaccccag
agaccacacc
tggacaagag

tgcacaacca

gaaactctcc
ccaggctcca
tttttatcga
cctgtacctg
ttccgatact
tctggtcact
ctccaggage
cgaaccggtg
agctgtccta
caacttcggc
ggacaagaca
ggcaggaccg
gacccctgag
caactggtac
gttcaacagc
cggcaaggag
catctccaaa
ggaggagatg
cgacatcgcc
tceceatgetyg
caggtggcag

ctacacgcag

<213> Homo sapiens

<400> 58
Met Asp Ile Arg Leu Ser Leu val Phe Leu val Leu Ser Ile Lys Gly
1 5 10 15

val His Cys Glu val Arg Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln
30

20 25

Pro Gly Arg Ser Leu Lys Leu zgr Cys Ala Ala Ser G;y Phe Pro Phe
35 4

Ser Asn Tyr

Gly Met Ala Trp val Arg GIn Ala Pro Thr Arg Gly Leu
50 55 60

Pagina 56

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500

960
1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1407



Glu
65

ASp

Thr

Tyr

Trp

Ser

145

Thr

Pro

val

Ser

Thr
225

val

val

Leu

Ser

Glu

305

Thr

Trp

ser

Leu

Tyr

Phe

130

Thr

Ser

Glu

His

Ser

210

Cys

Glu

Ala

Met

His

290

val

Phe

val

val

Tyr

LysS

Glu

Pro

Thr

195

val

Asn

Arg

Gly

Ile

275

Glu

His

Arg

Ala

Lys

Leu

100

Thr

Tyr

Gly

ser

val

180

Phe

val

val

Lys

Pro

260

Ser

Asp

Asn

val

ser

Gly

85

GlIn

Ser

Trp

Pro

Thr

165 -

Thr

Pro

Thr

ASp

245

Ser

Arg

Pro

Ala

val
325

Ile

70

Arg

Met

Ser

Gly

Ser

150

Ala

val

Ala

val

His

Cys

val

Thr

Glu

Thr

Phe

Asp

Asp

Gln

135

val

Ala

Ser

val

Pro

215

Lys

val

Phe

Pro

val

295

Thr

val

Listado de Secuencias

Tyr Asp Gly Ser Ile Thr
75

Thr

Ser

Thr

120

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

200

Ser

Pro

Glu

Leu

Glu

280

Gln

Lys

Leu

Ile

Leu

105

Thr

Thr

Pro

Gly

Asn

185

GIn

ser

Ser

Cys

Phe

265

val

Phe

Pro

Thr

ser

90

Arg

Asp

Leu

Leu

Cys

170

Ser

Ser

AsSn

Asn

Pro

250

Pro

Thr

Asn

Arg

val
330

Arg

.Ser

Tyr

val

Ala

155

Leu

Gly

ser

Phe

Thr

235

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu
315

val

Asp

Glu

Tyr

‘Thr

140

Pro

val

Ala

Gly

Gly

LyS

Cys

Lys

val

Tyr

300

Glu

His

Pagina 57

Asn

ASp

His

125

val

Cys

LyS

Leu

Leu

205

Thr

val

Pro

Pro

val

285

val

Gln

GlIn

Phe

Ala

Thr

110

Gly

ser

Ser

Asp

Thr

130

Tyr

Gln

ASp

Ala

Lys

val

ASp

Phe

ASp

Tyr

Lys

Ala

Gly

Ser

Arg

Tyr

175

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

255

Asp

ASp

Gly

Asn

Trp

Arg

80

Ser

Thr

Phe

Ala

sSer

160

Phe

Gly

Leu

Tyr

Thr

240

Pro

Thr

val

val

ser
320

Leu

180



Asn

Pro

GIn

val

385

val

Pro

Thr

val

Leu
465

Gly

Ile

val

370

ser

Glu

Pro

val

Met

450

ser

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

<400>

Lys

Glu
355

Tyr

Leu

Trp

Met

Asp

His

Pro

59

444
DNA
Mus

59

Glu
340

Tyr Lys

Lys Thr Ile

Thr Leu Pro

Thr Leu

390

cys

Ser Asn

405

Leu ser

420

Asp

Lys Ser Arg

Glu Ala Leu

Gly Lys

musculus

cys

Ser

Pro

375

val

Gly

Asp

Trp

His
455

Listado de Secuencias

Lys val Ser Asn Lys Gly Leu

345

Lys Thr

360

Ser Arg

Lys Gly

Gln Pro

Gly ser

425

Gln Gln

440

Asn His

Lys Gly Gln

Glu Glu Met

380

Phe Tyr Pro

395

Glu
410

Asn Asn

Phe Phe Leu

Gly Asn val

Gln
460

Tyr Thr

Pro
365

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe
445

Lys

350

Arg

Lys

ASp

Lys

Ser

430

Ser

Ser

Pro

Glu

Asn

Thr

415

Lys

Cys

Leu

Pro

Gin

Ala

400

Thr

Leu

Ser

Ser

atgacattga
gtgcattgtg
ttgaaactct
cgccaggcetc
tatgcaacat
gaaagcatgc
tgtgtgagac
ggaacctcag
60

484

PRT
Mus

60

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

<400>

acatgctgtt
aggtgcagcet
catgtgcagc
caggaaaggg
attatgccga
tctatcrgea
ataggagcaa

tcaccgtctc

musculus

ggggctgaag
tgttgagtct
ctctggattc
tttggaatgg
ttcagtgaaa
aatgaacaac
tgatttttac

ctca

tgggttttct
ggtggaggat
agcttcaata
gttgctcgea
gacagattca

ttgaaaactg

ttcgggagtg

ttgttgtttt
tggtgcagcec
cctacgcecat
taagaagtaa
ccatctccag
aggacacagc

ctatggacta

Pagina 58

ttatcaaggt
taaagggtca
gaactgggtc
aagtaataat
agatgattca
catgtgttac

ctggggtcaa

60
120
180
240
300
360
420
444

181



Met

Phe

Gly

Gly

Gly

65

TYr

Arg

Thr

pPhe

Thr

145

Pro

val

ser

Leu
Ser
225

val

Cys

Thr

Tyr

Leu

Phe

50

Lys

Ala

Asp

Glu

Tyr

130

val

Gly

Lys

Leu

Leu

Gln

val

35

Ser

Gly

Thr

Asp

Ser

Cys

Gly

Ser

. 195

Tyr

210

GlIn

Asp

Pro

Thr

Thr

Lys

Pro

Asn

Gly

20

Gin

Phe

Leu

Tyr

ser

100

Thr

Gly

Ser

Gly

Tyr

180

Ser

Met

val

Lys

260

Met

val

Pro

Ash

Glu

Tyr

85

Glu

Ala

Ser

Ala

Ser

ser

Thr

Leu
245

Lys

Leu

His

Lys

Thr

Trp

70

Ala

ser

Met

Ala

Lys

Thr

Pro

val

ser

Cys

230

Glu

Glu

Leu

Cys

Gly

Tyr

55

val

ASp

Met

cys

Met
135

Thr

Thr

Glu

His

ser
215

Ser

Pro

Cys

Listado de Secuencias
Gly Leu Lys Trp val Phe
10

Glu

Ser

40

Ala

Ala

ser

Leu

Tyr

Asp

Thr

Gly

Ser

Thr

200

val

val

ser

His

val

25

Leu

Met

Arg

val

Tyr

105

Cys

TYyr

Pro

Ser

val
185
Phe
Thr

Ala

Gly

265

Gln

Lys

Asn

Ile

Leu

val

Trp

Pro

Ser

170

Thr

Pro

val

His

Pro

250.

Cys

Leu

Leu

Trp

Arg

75

ASp

Gln

Arg

Gly

Ser

155

val

val

Ala

Pro

Pro

235

Ile

Pro

val

Ser

val
60

Ser.

Arg

Met

His

Gln

140

val

Thr

Thr

Leu

ser

220

Ala

ser

Ala

Pagina 59

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

Asn

Arg

Gly

Tyr

Leu

Trp

Leu

205

ser

ser

Thr

Pro

Phe

ser

30

Ala

Gln

Ser

Thr

Asn

110

Ser

Thr

Pro

Gly

Asn
190

GIn

Thr

ser

Ile

Asn
270

val
15

AWaA

Ala

Asn

Ile
95

Leu

Asn

Ser

Leu

cys

175

Ser

Ser

Trp

Thr

ASnh

255

Leu

val

Gly

Ser

Pro

Asn

80

ser

Lys

Asp

val

Ala

160

Leu

Gly

Gly

Pro

Thr

240

Pro

182



Listado de Secuencias
Gly Gly Pro Ser val Phe Ile Phe Pro Pro Asn Ile Lys Asp val Leu
275 280 285

Met Ile Ser Leu Thr Pro Lys val Thr Cys val val val Asp val Ser
290 295 300

Glu Asp Asp Pro Asp val Arg Ile Ser Trp Phe val Asn Asn val Glu
305 310 315 320

val His Thr Ala GIn Thr GIn Thr His Arg Glu Asp Tyr Asn Ser Thr
325 330 335

ITe Arg val val Ser Ala Leu Pro Ile GIn His GIn Asp Trp Met Ser
340 345 350

Gly Lys Glu Phe Lys Cys Lys val Asn Asn Lys Asp Leu Pro Ser Pro
355 360 365

Ile Glu Arg Thr Ile Ser Lys Pro Lys Gly Leu val Arg Ala Pro Gln
370 375 380

val Tyr Thr Leu Pro Pro Pro Ala Glu GIn Leu Ser Arg Lys Asp val
385 390 395 400

Ser Leu Thr Cys Leu VvVal val Gly Phe Asn Pro Gly Asp Ile Ser val
405 410 415

Glu Trp Thr Ser Asn Gly His Thr Glu Glu Asn Tyr Lys Asp Thr Ala
420 ‘ 425 430

Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr Phe Ile Tyr Ser Lys Leu Asn
435 440 445

Met Lys Thr Ser Lys Trp Glu Lys Thr Asp Ser Phe Ser Cys Asn val
450 455 460

Arg His Glu Gly Leu Lys Asn Tyr Tyr Leu Lys Lys Thr Ile Ser Arg

. Ser Pro Gly Lys

<210> 61

<211> 702

<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 61

atgagtgtgc ccactcaggt cctggggttg ctgctgctgt ggcttacaga tgccagatgt 60
gacatccaga tgactcagtc tccagcctcc ctatctgtat ctgtgggaga aactgtcacc 120
atcacatgtc gagcaagtga gaatatttac agtaatttag catggtatca gcagaaacag 180

pPagina 60 : J 85



Listado de Secuencias

ggagaatctc ctcagctcct ggtctatgct gcaactaact tagcagatgg
aggttcagtg gcagtggatc agccacacag tattccctca agatcaacag
gaagattttg ggaattatta ctgtcaacat ttttggggta ctcctccgac
ggcaccaagc tggaaatcaa acgggctgat gctgcaccaa ctgtatccat
‘tccagtgagc agttaacatc tggaggtgcc tcagtcgtgt gcttcttgaa
¢ccaaagaca tcaatgtcaa gtggaagatt gatggcagtg aacgacaaaa
aacagttgga ctgatcagga cagcaaagac agcacctaca gcatgagcag
ttgaccaagg acgagtatga acgacataac agctatacct gtgaggecac
Tcaacttcac ccattgtcaa gagcttcaac aggaatgagt gt
<210> 62
<211> 234
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 62
Met Ser val Pro Thr GIn val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10
Asp Ala Arg Cys Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ala Ser
20 25 30
val ser val Gly Glu Thr val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser
35 ' 40 45
Ile Tyr Ser Asn Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys GIn Gly Glu
50 55 60
GIn Leu Leu val Tyr Ala Ala Thr Asn Leu Ala Asp Gly val
65 70 75
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Ala Thr GIn Tyr Ser Leu Lys
85 90
Ser Leu GIn Ser Glu Asp Phe Gly Asn Tyr Tyr Cys GlIn His
100 105 110
Gly Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
115 120 125
Ala Asp Ala Ala Pro Thr val Ser Ile Phe Pro Pro Ser Ser
130 135 140
Leu Thr ser Gly Gly Ala Ser val val Cys Phe Leu Asn Asn
145 150 155
Pro Lys Asp Ile Asn val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Ser Glu
165 170
Pagina 61

tgtgccatca
cctgcagtct
gttcggtgga
cttcccacca
caacttctac
tggcgtectg
caccctcacg

tcacaagaca

Leu>Thr
15

Leu Ser

Glu

Asn

Ser Pro

ser
80

Pro

Ile
95

Asn
Phe Trp
Lys Arg
Glu Gln

Phe

Arg

240
300
360
420
480
540
600
660
702

JBG



Asn Gly val Leu

180

Tyr Ser Met Ser

195

His Asn Ser Tyr

210

Ile val Lys Ser

225

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

<400>

63
411
PRT

Asn

Ser

Thr

Phe

Mus musculus

63

Ala Thr Gly

1

Thr

Gly

Gly

Ala

65

Ala

cys

Ala

Thr

Ala
145

Gly

Cys

Thr

Thr

50

Gly

Gly

Cys

Gly

Thr

Gly

cys

35

Cys

Ala

Cys

Thr

Cys

130

Gly

Thr

Cys

Thr

Gly

Thr

20

Ala

Thr

Thr

Thr

Gly

Thr

Thr

Ala

Gly

Ala
5
Thr
Thr
Ala
Gly
Gly
BS
Gly
Gly

Gly

Gly

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Ala

Cys

Thr

Thr

Cys

Ala

Gly

Thr

Gly

Thr
150

Thr

Trp
Leu
Giu
215

Arg

Thr

Thr

Ala

Gly

55

Ala

Gly

Gly

Cys

Cys

135

Ala

Thr

Listado de Secuencias

Thr Asp Gln Asp Ser Lys

Thr
200

Ala

Asn

Gly

Cys

Ala

40

Cys

Gly

Cys

Cys

Cys

Thr

Gly

Gly

185

Leu

Thr

Glu

Gly

Thr

25

Cys

Cys

Cys

Thr

Thr

105

Thr

Thr

Cys

Ala

Thr Lys Asp

His Lys Thr
220

Cys

Ala Ala Cys
10

Thr Cys Cys

Thr Gly Cys

Cys Ala Gly
60

Ala Gly Thr
75

Gly Gly Thr
90

Thr Cys Ala

Gly Cys Ala

Cys Ala Cys
140

Thr Ala Cys
155

Ala Gly Cys
170

pagina 62

Glu
205

Ser

Thr

Thr

Ala

45

Gly

Cys

Gly

Gly

Ala

125

Cys

Ala

Ala

Asp Ser Thr

190

Tyr

Thr

Gly

Gly

Thr

Ala

Thr

110

Gly

Thr

Thr

Ala

Glu

ser

Gly

15

cys

Gly

Thr

Gly

Ala

95

Gly

Ala

Thr

Ala

Ala
175

Arg

Pro

Gly

Thr

Thr

Cys

Gly

80

Gly

Ala

Cys

cys

Ala

- 160

Ala



Gly

. Gly

Thr

Thr

225

Cys

Ala

Thr

Ala

Thr

305 -

Thr

Thr

Ala

Gly

385

Cys

cys

Ala

Thr

210

Gly

Gly

Gly

Cys

290

Cys

Gly

Ala

Gly

Thr

370

Ala

Thr

Cys

Gly

Thr

Cys

Gly

Gly

Ala

275

Ala

Ala

Ala

Thr

Gly

Thr

Ala

Gly

Thr

180

Thr

Ala

Thr

Ala

Cys

260

Cys

Gly

Gly

Gly

Thr

340

Gly

Thr

Gly

Thr

Gly

Gly

Thr

Ala

Gly

Cys

Ala

Ccys

Cys

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

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

<400>

04

137

PRT

Mus musculus

64

Gly

Gly

Gly

Cys

Cys

Cys

Ala

310

Ala

Cys

Gly

cys

Gly

Thr

Ala

A1&

215

Thr

Thr

Ala

Ala

Thr

295

Gly

cys

Thr

Thr

Thr
375

Ala

Cys

Listado de Secuencias

Cys Ala Gly Ala Gly Thr

Thr
200
Thr
Ala
Thr
Ala
Thr
280
Ala
Cys
Thr
Gly
Cys
360
Thr

Cys

Thr

185

Thr

Gly

Gly

Cys

Thr

265

Cys

cys

Cys

Cys

Thr

345

Gly

Ala

Thr

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

250

Thr

cys

Ala

Thr

Thr

330

Gly

Ala

Cys

Cys

Cys
410

Cys

Ala

Thr

235

cys

Gly

Thr

Thr

Gly

Gly

Cys

Cys

Thr

Thr
395

Ala

Ala

Ala

220

Ala

Ala

Ala

Cys

Gly

Ala

Cys

Ala

Gly

Gly

Gly

Pdgina 63

Thr

205

Cys

Thr

Gly

Cys

Cys

285

cys

cys

Cys

Ala

Gly

Gly

Cys

190

Gly

Thr

Thr

Gly

Thr

270

Ala

Ala

Ala

Gly

Gly

Thr

Thr

Gly

Gly

Ala

Gly

Ala

Ala

Thr

335

Ala

Thr

Gly

Cys

Thr

Ala

Gly

Thr

240

Ala

Thr

Cys

Cys

Cys

320

Cys

Gly

Gly

Cys

Ala
400

Jgé



Listado de Secuencias

¥

Met Glu Trp Asn Trp val val Leu Phe Leu Leu Ser Leu Thr Aga Gly

1 5 1

val Tyr Ala GIn Gly GIn Met GIn Gln Ser Gly Ala Glu Leu val Lys

20 25 30
Pro Gly Ala Ser val Lys Leu Ser Cys Lys Thr Ser Gly Phe Thr phe
35 40 45
ser ser Ser Tyr Ile Ser Trp Leu Lys Gln Lys Pro Gly Gln Ser Leu
50 55 60

Glu Trp Ile Ala Trp Ile Tyr Ala Gly Thr Gly Ala Thr Arg Tyr Tyr

65 70 75 BO

GIn Arg Phe Thr Gly Lys Ala Gln Leu Thr val Asp Thr Ser Ser Ser

85 90 .95
Thr Ala Tyr Met GIn Leu Ser Ser Leu Thr Thr Glu Asp Ser Ala val
100 105 110
Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Gly val Asp Gly Trp Phe Thr Tyr Trp Gly
115 120 125
GIn Gly Thr Leu val Thr val Sser Ala
130 135

<210> 65

<211> 714

<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 65

atggagaaag acacactcct gctatgggtc ctgcttctct gggttccagg ttccacaggt 60
gacattgtgc tgacccaatc tccagcttct ttggctgtgt ctctagggca gagggecace 120
atctcctgeca gagccagcga aagtgttgat aattatggca ttagttttat gaactggttc 180
CaacagaaaC caggacagcc acccaaactc ctcatctatg atgcatccaa ccaaggatac 240
ggggtccctg ccaggtttag tggcagtggg tctgggacag acttcagcct caacatccat 300
cctatggagg aggatgatat tgcaatgtat ttctgtcagc aaagtaagga ggttccgtac 360
acgttcggag gggggaccaa gctggaaatc aaacgggcetg atgctgcacc aactgtatcc 420
atcttcccac catccagtga gcagttaaca tctggaggtg cctcagtcgt gtgettcttg 480
aacaacttct accccaaaga catcaatgtc aagtggaaga ttgatggcag tgaacgacaa 540
aatggcgtcc tgaacagttg gactgatcag gacagcaaag acagcaccta cagcatgagc 600
agcaccctca cgttgaccaa ggacgagtat gaacgacata acagctatac ctgtgaggcc 660
actcacaaga catcaacttc acccattgtc aagagcttca acaggaatga gtgt 714
<210> 66

Pagina 64



<211>
<212>
<213>

<400>

238
PRT

Mus musculus

66

Met Glu Lys Asp
1

Gly

val

val

Gly

65

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

145

Asn

Ser

Lys

Glu

Ser
225

Ser

Ser
Asp
50

Gln
val
Asn
Gln
Ile
130
Ser
ASn
Glu
ASp
Tyr
210

Thr

<210>
<211>

Thr Gly
20

Leu Gly
35

Ash Tyr

Pro Pro

Pro Ala

Ile His
100

Ser Lys
115

Lys Arg

Glu Gln

Phe Tyr

Arg GlIn

180

Ser Thr
195

Glu Arg

Ser Pro

67
411

Thr

ASp

Gln

Gly

Lys

Arg

85

Pro

Glu

Ala

Leu

Pro

165

Asn

Tyr

Leu

Ile

Arg

Ile

Leu

70

Phe

Met

val

AsSp

Thr

150

Lys

Gly

ser

Asn

val
230

Leu

val

Ala

Ser

55

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

135

ser

ASp

val

Met

ser
215

Lys

Listado de Secuencias

Leu

Leu

Thr

40

Phe

Ile

Gly

Glu

Tyr

120

Ala

Gly

Ile

Leu

ser
200

Tyr

ser

Trp

Thr

25

Ile

Met

Tyr

ser

Asp

Thr

Pro

Gly

Asn

Asn

185

Ser

Thr

Phe

val

10

Gln

Ser

Asn

Asp

Gly

90

Asp

Phe

Thr

Ala

val

170

Ser

Thr

cys

Asn

Leu

ser

Cys

Trp

Ala

75

Ser

Ile

Gly

val

ser

155

Lys

Trp

Leu

Glu

Arg

Leu
Pro
Arg
Phe

60

Ser

Ala
¢1y
Ser
140
val
Trp
Thr
Thr
Ala

220

Asn

Pagina 65

Leu

aAla

45

Gln

Asn

Thr

Met

val

Lys

Asp

Leu

205

Thr

Glu

Trp
ser

30

Ser

Gln

ASp

Tyr

110

Thr

Phe

Cys

Ile

GIn

190

Thr

His

Cys

val

15

Leu

Glu

Lys

Gly

Phe

95

Phe

LyS

Pro

Phe

AsSp

175

ASp

Lys

Lys

Pro

Ala

Ser

Pro

TYr

ser

Cys

Leu

Pro

Leu

160

Gly

Ser

ASp

Thr



<212>
<213>

<400> 67
atggaatgga

DNA
Mus

ggtcagatgc
tgcaagactt
ggacagagtc
cagaggttca

caactcagca

gacgggtggt

<210> 68

<211> 137
<212> PRT
<213> Mus

<400> 68

Met Glu Trp Asn Trp
1 5

val Tyr

Pro
35

ser
50

Ser

Glu
65

Trp

Gln Arg

Thr Ala

Tyr Tyr

GIn
130

<210> 69
<211> 714
<212> DNA
<213> Mus

<400> 69

Ala

Gly Ala

ser

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly Thr

musculus

actgggtcgt
agcagtctgg
ctggcttcac
ttgagtggat
caggcaaggc
gcectgacaac

ttacttactg

musculus

GlIn
20

Gly

Ser val

Tyr Ile

Ala Trp

Gly

Thr
-85S

Met Gln

100

Ala Arg

Leu val

musculus

val

Gln

Lys

sSer

Ile

70

Lys

Leu

Glu

Thr

Listado de Secuencias

tctcttecte
agctgagcetg
cttcagcagt
tgcatggatt
ccaattgact

tgaggactct

gggccaaggg

val Leu

Gln

Met

Ser
40

Leu
Leu
Tyr Ala
GIn

Ala

Ser Ser

val
120

Gly

val Ser

135

Gln

Cys

Gly Thr

Asp

ctgtcattaa
gtgaagcctg
agctacataa
tatgctggaa
gtagacacat
gccgtetatt

actctggtca

Phe Leu

10

Leu

ser Gly

25

Lys Thr

Lys GIn Lys

Gly
75

Thr val

90

Leu

Leu Thr Thr

105

Gly Trp

Ala

ctgcaggtgt
gggcttcagt
gttggttgaa
ctggtgctac
cctccageac
actgtgcaag

ctgtctctge

Ser Leu

Ala Glu

30

Ser Gly

45

Pro
60

Gly

Ala Thr

Asp Thr

Glu

Asp

Thr
125

Phe
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Thr

Leu

Phe

Gln

Arg

Ser

Ser

110

Tyr

ctatgcccag
gaagctgtcc
gcaaaagcct
taggtattat
agcctacatg

agagggggtc

a

Ala
15

Gly

val Lys

Thr Phe

Ser Leu

Tyr Tyr

80

Ser Ser

95

Ala val

Trp Gly

60
120
180
240
300
360
411

489



atggagaaag
gacattgtgc
atctcctgca
caacagaaac
ggggtccctg
cctatggagg
acgttcggag
atcttcccac
aacaacttct
aatggcgtcc
agcaccctca

actcacaaga

<210> 70

<211> 238
<212> PRT
<213> Mus

<400> 70

acacactcct
tgacccaatc
gagccagcga
caggacagcc
ccaggtttag
aggatgatat
gggggaccaa
catccagtga
accccaaaga
tgaacagttg
cgttgaccaa

catcaacttc

musculus

Met Glu Lys Asp Thr Le
1 5

Gly ser

val ser

35

val Asp

50

Gly Gln

65

Gly val

Leu

ASN

Gln Gln

Ile
130

Glu

Thr

Leu

Asn

Pro

Pro

ser
115

Lys

Gly
20

Asp I1

Gly Gln Ar

Ser Gly I1

Pro Lys Le

70

Ala Arg Ph

85

His Pro Me

100

Lys Glu va

Arg Ala As

Listado de Secuencias
gctatgggtc ctgcttctct gggttccagg

tccagcttct ttggctgtgt ctctagggca

aagtgttgat
acccaaactc
tggcagtggg
tgcaatgtat
gctggaaatc
gcagttaaca
catcaatgtc
gactgatcag
ggacgagtat

acccattgtc

u teu

e val

g Ala

e Cys

55

u Leu

e ser

t Glu

1 Pro

p Ala
135

Leu

Leu

Thr

40

Phe

Ile

Gly

Glu

Tyr

120

Ala

aattctggcea
ctcatctatg
tctgggacag
ttctgtcage
aaacgggctg
tctggaggtyg
aagtggaaga
gacagcaaag
gaacgacata

aagagcttca

Trp

Thr

25

Ile

Met

Tyr

ser

Pro

val
10

Leu Leu

GIn Ser Pro

Ser Cys Arg

Phe
60

Asn Trp

Ala
75

ASp ser

Gly Ser

90

Gly

Asp Ite Ala

Phe Gly Gly

val Ser
140

Thr
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Leu

Ala

Ala

45

GlIn

Asn

Thr

Met

Gly

Ile

tttgttttat
atgcatccaa
acttcagcct
aaagtaagga
atgctgcacc
cctcagtcgt
ttgatggcag
acagcaccta
acagctatac

acaggaatga

Trp

ser

30

Ser

Gln

GIn

Asp

Tyr

110

Thr

rhe

ttccacaggt
gagggccacc
gaactggttc
ccaaggatac
caacatccat

ggttccgtac

aactgtatcc
gtgcttcttg
tgaacgacaa
cagcatgagc
ctgtgaggcc
gtgt

val
15

Pro

Leu Ala

Glu Ser

LYS Pro

Gly Tyr

80

Phe
95

Ser
Phe Cys
Leu

Lys

Pro Pro

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
714



tistado de Secuencias

Ser Ser Glu GIn Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser val val Cys Phe Leu
145 150 155 160
Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn val Lys Trp Lys Ile Asp Gly
165 170 175
ser Glu Arg GIn Asn Gly val Leu Asn Ser Trp Thr Asp GIn Asp Ser
180 185 190
Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp
195 200 205
Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr
210 215 220

Ser Thr Ser Pro Ile val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys
225 230 235
<210> 71
<211> 411
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 71
atggaatgga actgggtcgt tctcttcctc ctgtcattaa ctgcaggtgt ctatgcccag 60
ggtcagatgc agcagtctgg agctgagctg gtgaagcctg gggcttcagt gcaactgtcc 120
tgcaagactt ctggcttcac cttcagcagt acctatataa gttggttgaa gcaaaagcct 180
ggacagagtc ttgagtggat tgcatggatt tatgctggaa ctggtggtac cagatataat 240
cggaagttca caggcaaggc ccaactgact gtagacacat cctccagcac agcctacatg 300
caattcagca gcctgacaac tgaggactct gccatctatt actgtgcaag agagggggtc 360
gacgggtggt ttacttactg gggccagggg actctggtca ctgtctctge a 411
<210> 72
<211> 137
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 72
Met Glu Trp Asn Trp val val Leu Phe Leu Leu Ser Leu Thr Ala Gly
1 5 10 15

Gln Ala Glu Leu val Lys

val Tyr Ala gén Gly Gln Met

Pro Gly Ala Ser val GlIn Leu Ser
40

35

Ser Ser Thr Tyr Ile Ser Trp

50

Leu
55

Gln ser Gly
25
Cys Lys Thr

Lys GIn Lys

30

Ser Gly phe Thr Phe

45

Pro Gly Gln Ser Leu
60
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194



Listade de Secuencias

Met Glu Lys Asp Thr Leu Leu Leu Trp val Leu
1 5

10

Gly Ser Thr ggy Asp Ile val Leu Thr GIn Ser

val ser Leu Gly Gln Arg Ala T
4

35

25

Glu Trp Ile Ala Trp Ile Tyr Ala Gly Thr Gly Gly Thr Arg Tyr Asn
65 70 75 80
Arg Lys Phe Thr Gly Lys Ala GIn Leu Thr val Asp Thr Ser Ser Ser
85 90
Thr Ala Tyr Met GIn Phe Ser Ser Leu Thr Thr Glu Asp Ser Ala Ile
100 105 110
Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Gly val Asp Gly Trp Phe Thr Tyr Trp Gly
115 120 125
GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ala
130 135
<210> 73
<211> 714
<212> DNA
. <213> Mus musculus
<400> 73
atggagaaag acacactcct gctatgggtc ctgcttctct gggttccagg ttccacaggt
gacattgtgc tgacccaatc tccaccttct ttggetgtgt ctctagggeca gagggecacc
atctcctgca gagccagcga aagtgttgat aattatggca ctagttttat gaactggttc
caacagaaac caggacagcc acccaaactc ctcatctttg ctgcatccaa ccaaggatcc
ggggtccctg ccaggtttag tggcagtggg tctgggacag acttcagcct caacatccat
cctatggagg aggatgatac tgcaatgtat ttctgtcagc aaagtaagga ggttccgtac
acgttcggag gggggaccaa gctggaaata aaacgggctg atgctgcacc aactgtatcc
atctteccac catccagtga gcagttaaca tctggaggtg cctcagtcgt gtgetrtctrg
aacaacttct accccaaaga catcaatgte aagtggaaga ttgatggcag tgaacgacaa
aatggcgtcc tgaacagttg gactgatcag gacagcaaag acagcaccta cagcatgagc
agcaccctca cgttgaccaa ggacgagtat gaacgacata acagctatac ctgtgaggcc
actcacaaga catcaacttc acccattgtc aagagcttca acaggaatga gtgt
<210> 74
<211> 238
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 74

Leu Leu Trp Val Pro

15

Pro Pro Ser Leu Ala

Pagina 69

hr I1e Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser
0 45

60
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360
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480
540
600
660
714
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val Asp Asn
50

Gly GIn Pro
65

Gly val Pro

Leu Asn Ile

Gln GIn Ser

115

Glu Ile Lys
130

ser Ser Glu
145

Asn Asn Phe

Ser Glu Arg

Lys Asp Ser

195

Glu Tyr Glu
210

ser Thr 'Ser

225

<210> 75

<211> 658
<212> DNA
<213> Mus

<400> 75
gcgctgtcag

caccatgtcc
ccagcagcett
aggggtccct
cggactccag

tactgtggtc

Tyr Gly Thr

Pro Lys Leu
70

Ala Arg phe
85

His Pro Met
100

Lys Glu val
Arg Ala Asp

GIn Leu Thr
150

Tyr Pro Lys
165

Gln Asn Gly
180
Thr Tyr ser

Arg His Asn

Pro Ile val
230

musculus

tctgtcgtga cgcagecgec
tgcactggga gcagctccaa
ccaggaaaag cccccaaagt
gaccgattct ctggctccaa
actggggacg aggccgacta

ttcggcggag ggaccaagtt

Ser

55

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

135

Ser

Asp

val

Met

Ser

215

Lys

Listado de Secuencias

Phe Met Asn Trp Phe Gln

Gly
Glu
Tyr
120
Ala
Gly
Ile
Leu
Ser
200
Tyr

Ser

Phe

Ser

105

Thr

Pro

Gly

Asn

Asn

185

ser

Thr

Phe

Ala

Gly

90

Asp

Phe

Thr

Ala

val

170

Ser

Thr

Cys

Asn

Ala

75

Ser

Thr

Gly

val

Ser

155

Lys

Trp

Leu

Glu

Arg

ctcagtgtct

ccteggggea

cctcatctat

grcrgacacc

ttactgcgaa

gaccgtccta

60

Ser

Gly

Ala

Gly

Ser

140

val

Trp

Thr

Thr

Ala

220

Asn

Asn

Thr

Met

Gly

Ile

val

Lys

Asp

Leu

205

Thr

Glu

GlIn

Gln

Asp

Tyr

110

Thr

Phe

Cys

Ile

Gln

190

Thr

Cys

ggggccecag
ggttatgatg

ggtaacgaaa

tcagccaccce

acgtgggata

ggtcagccca

Pagina 70

LYyS

Gly

Phe

95

Phe

LysS

Pro

Phe

Asp

Asp

Lys

Lys

ggcagagggt
taaactggta
ttcggeecte
tggacatcac
gcagtctgag

aggctgeccc

Pro

Ser

80~

ser

Cys

Leu

Pro

Leu

160

Gly

Ser

AsSp

Thr

60
120
180
240
300
360
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ctcggtcacg
gtgtctcata
cccegtceaag
ggccagcage
ccaggtcacg
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

76

239
PRT
Mus

76

Met Asp Met Arg
1

Leu Arg

Ser Gly

35

Ser Asn

50

Gly
65

Lys
Gly val
Leu Asp
Glu Thr

Leu
130

LYS

Phe
145

Pro

Cys Leu

Ala

Asp

Lys
195

Gly

Ala

Leu

Ala

Pro

Ile

Trp

Thr

Pro

Ile

Ser

Ser

ctecttecccac
agtgacttct
gcgggagtgg
tacctgagcec

catgaaggga

musculus

val

Ala
20

Arg

Pro Gly

Gly Ala

Pro Lys

Asp Arg

85

Thr
100

Gly
Ser

ASp

val Leu

Ser Ser

Pro

Ccys

Gln

Gly

val

70

Phe

Leu

Ser

Gly

Glu

Listado de Secuencias
cctccetctga ggagcttcaa gccaacaagg

acccgggagce cgtgacagtg gcctggaagg

agaccaccac
tgacgcctga
gcaccgtgga

Ala GIn

Gln

Ser

val
40

Arg
Tyr Asp
Leu Ile
ser

Gly

GIn Thr

Ser
120

Leu

GIn
135

Pro

Glu Leu

150

Ser

Ser
180

AsSn ASn

Phe

val

Lys

Tyr Pro

Lys Ala

Ala

Tyr
200

val

Thr

val

Tyr

Gln

Gly

accctccaaa

gcagtggaag
gaagacagtg

Leu Gly

10

Leu

val Thr

25

Met Ser

Asn

Trp

Asn
75

Gly

Ser Ser

Asp Glu

val val

Lys Ala Ala

Ala Asn

155

Ala val

170

val Glu

caaagcaaca
tcccacaaaa

gcccctgeag

Leu Leu

Gln Pro

30

Thr
45

cys

Tyr Gln

60

Glu Ile

Asp Thr

Ala Asp

Phe Gly

Pro val

140

Ser

Lys

val

Thr

Thr Thr

Leu

Pro

Gly

Gln

Arg

Ser

TYr

110

Gly

Thr

Ala

Thr

Ser Ser Tyr
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Leu
205

190

Ser

ccacactggt
cagatagcag
acaagtacgc
gctacagctg

aatgctct

Leu
15

Trp
ser val
ser

Ser

Leu Pro

Ser
80

Pro

Ala Thr

95

Tyr Cys

Gly Thr

Thr Leu

val
160

Leu

LysS

Ser

Leu Thr

420
480
540
600
658
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Listado de Secuencias

220

Pro Glu GIn Trp Lys Ser His Lys Ser Tyr Ser Cys Gln val Thr His
215

210

Glu Gly ser Thr val Glu Lys Thr val Ala Pro
- 230

225

<210> 77

<211> 708
<212> DNA
<213> Mus

<400> 77
atggacatga

cgctgtgaca
gtcaccatca
aaacctgggc
gcagccaggt
cagcctgaag
ggccagggga
ccgccatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga
<210> 78

<211> 236
<212> PRT
<213> Mus

<400> 78

musculus

gggtgceccgce
tccagatgac
cttgccgggc
aggctcccag
tcagtggcag
attctgcagt
ccaagctgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctcgeeegt

musculus

Met Asp Met Arg val Pr
1 5

Leu

Leu
35

Gln
50

Ala
65

Arg Gly Ala Arg
20

ser Ile Ser Glu

ser Ala Ser val GI

Ty

Pro Arg Leu Leu IT

70

Cys Asp

tcagctectg
ccagtctcca
aagtcagagc
gctcctceatc
tgggtctggy
ttattactgt
gatcaaacgt
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

o Ala Gln

Ile

y ASp Arg

40

r Leu Asn

55

e Tyr

GIn Met

val Thr

Trp Tyr

val Ser

235

gggctectge
tcctecctgt
attagcgagt
tatggtgtat
acagacttca
cagcaggatt
acggtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

Leu Leu
10

Gly
Thr
25

Ile

Gin

Thr
75

Ala Glu Cys Ser

tgctgtggct
ctgcttctgt
acttaaattg
ccaccagggce
ctctcaccat
ataacgttcc
caccatctgt
ttgtgtgcct
acgccctcca
cctacagect
acgcctgcga

gagagtgt

Leu Leu

GIn Ser

30

Thr

Gln
60

Arg Ala

Pagina 72

Leu

Pro

Arg

Pro

Thr

gagaggtgcg
aggagacaga
gtaccagcag
cactggcatc
cagcagcctg
gtacactttt
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

Leu
15

Trp
Ser Ser
Ala ser
Gly Gin

Ile
80

Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
708
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Ala Ala

Ile Ser

ASp Tyr

Lys

Glu
145

Phe Tyr

Gln ser

Ser Thr

Glu Lys

ser Pro

225

Arg

Ser

Asn

115

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

195

His

val

Phe

Leu

100

val

val

Lys

Arg

Asn

180

Ser

LYysS

Thr

Ser

85

Gln

Pro

Ala

Ser

Glu

165

Ser

Leu

val

LyS

Listado de Secuencias

Gly ser

Pro Glu Asp

Phe
120

Tyr Thr

Pro Sser

135

Gly Thr Ala

Ala Lys val

Gln Glu Ser

Thr
200

Ser Ser

Ala
215

Tyr Cys

Ser Phe Asnh

230

ser

105

Gly

val

ser

GlIn

val

185

Leu

Glu

Arg

Ala

GIn

Phe

val

Trp

Thr

Thr

val

Gly

val

Gly

Ile

val

155

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu

Tyr

Thr

Phe

140

Cys

val

Gln

Ser

His

220

Cys

Gly Ser ggy Thr Asp Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

Asp

LyS

Gln

Thr

cys

110

Leu

Pro

Leu

Asn

Ser

190

Ala

Gly

Leu

95

Gln

Glu

ser

Asn

Ala

175

Lys

Asp

Leu

Thr

Gln

Ile

Asp

Asn

160

Leu

ASp

Tyr

ser

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

<400> 79
atggacatga

79

708
DNA
Mus

cgctgtgaca
gtcaccatca
aaaccgggga
ccatcgcggt
cagcctgagg
ggccagggga
ccgccatctg
ttctatccca
tcccaggaga

ctgacgctga

musculus

gggtgcccge
tccagttgac
cttgccggygc
aagcccctaa
tcagcggcaa
atgttggcac
ctcgactgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga

gcaaagcaga

tcagctcctg
ccagtcteca
aagtcagagt
actcctgatc
tggatttggg
ttattrattgc
cattaaacgt
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc

ctacgagaaa

gggctcctge
ttctecctgt
attaatgata
tttgctgcat
acagatttct
caacagaatg
acggtggctg
actgecctctg
aaggtggata
aaggacagca

cacaaagtct

tgctgtgget
ctgcatctgt
acttaaattg
ccacttegea
ctctcatcat
acagcatgcc
caccatctgt
ttgtgtgecct
acgceccteca
cctacagcect

acgcctgega

pagina 73

gagaggtgcg
tggagacaga
gtatctccag
aagtggtgtc
cagcggcctt
tttcaccttc
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

60
120
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cagggcctga gctcgeccgt cacaaagage ttcaacaggg gagagtgt

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

<400>

80
236
PRT

Mus musculus

80

Met AsSp Met

1

Leu

Leu

Ala

65

Pro

Ile

Asn

Lys

Glu
145

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
225

Arg

Ser

ser

50

Pro

Ser

ser

Asp

Tyr

Ser

Thr

Lys

210

Pro

Gly

Ala

35

Ile

Lys

Arg

Gly

Ser

115

Thr

Leu

Pro

Gly

val

Arg
Ala
20

Ser
Asn
Leu
Phe
Leu
100
Met
val
LysS

Arg

Asn
180

Ser

Lys

Thr

val

5

Arg

val

Asp

Leu

Ser

85

Glin

Pro

Ala

Ser

Glu

165

Ser

Leu

val

Lys

Pro

cys

Gly

Asn

Ile

70

Gly

Pro

Phe

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
230

Ala

ASp

Asp

Leu

55

Phe

AsSn

Glu

Thr

Pro

135

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala
215

Phe

Listado de Secuencias

GIn

Ile

Arg

40

Asn

Ala

Gly

ASp

Phe

120

Ser

Ala

val

Ser

Thr
200

Cys

Asn

Leu

Gln

25

val

Trp

Ala

Phe

val

105

Gly

val

Ser

GIn

val

185

Leu

Glu

Arg

Leu

10

Leu

Thr

Tyr

Ser

Gly

90

Gly

Gln

Phe

val

Trp

Thr

Thr

val

Gly

Gly Leu

Thr Gln

Ile Thr

Leu G1n
60

Thr Ser
75

Thr Asp

Thr Tyr

Gly Thr

Ile Phe
140

val Cys
155

Lys val

Glu Gln

Leu Ser

Thr His
220

Glu Cys
235

Pdgina 74

Leu

Ser

Phe

Tyr

Leu

Asp

Asp

Lys

GIn

Leu

Pro

30

Arg

Pro

ser

ser

cys

110

Leu

Pro

Leu

Asn

Ser

190

Ala

Gly

Leu
15
Phe

Ala

Gly

Leu

95

Gln

ASp

Ser

AsSn

Ala

175

Lys

ASp

Leu

Trp

Ser

Ser

LYS

val

80

Ile

Gln

Ile

Asp

Asn
160

Leu

Asp

Tyr

Ser

197



<210> 81

<211> 708
<212> DNA
<213> Mus

<400> 81
atggacatga

cgctgtgaca
gtcaccatca
aaaccaggaa
ccatcaaggt
cagcctgaag
ggccagggga
ccgeccatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga
<210> 82

<211> 236
<212> PRT

<213> Mus

<400> 82

1

Leu Arg

Ala
35

Leu Ser

Gln Asp Ile

50

Ala
65

Pro Lys

Pro Ser Arg

Ser

Met Asp Met Arg val
5

Gly

ser

musculus

gggtgccegc
tccagtrgac
cttgccaggce
aagcccctaa
tcagtggaag
atattgcaac
ccaagttgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctcgecegt

musculus

Ala
20

Arg

Ser val

Asn Asn

val Leu

Phe Ser

85

Leu GIn

100

Pro

cys

Gly

TYr

Ile

70

Gly

Pro

Listado de Secuencias

tcagctectg
ccagtctcca
gagtcaagac
ggtcctgatt
tggatctggg
atattactgt
gatcaaacgt
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

Cacaaagagc

Ala G1n

Asp Ile

Asp Arg

40

Leu Ser

55

Tyr Asp

Ser

Gly

Glu Asp

GIn

val

Trp

Thr

gggctcctge
tcctccctgrt
attaacaatt
tacgatacat
acagacttca
caacagtctg
acggtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

Leu
10

Leu Gly

Leu Thr

25

Thr Ite

Tyr GlIn

Ser Asn

75

ser Gly Thr

90

Ile Ala Thr

105

tgctgtggct
ctgcttctgt
atttaagttg
ccaatttgga
ctttcaccat
ataatctccc
caccatctgt
ttgtgtgect
acgcccteca
cctacagcect
acgcctgega

gagagtgt

Leu Leu Leu

GIn Ser

30

Thr Cys GlIn

Gln
60

Lys

Leu Glu

Asp Phe

Tyr Tyr Cys

110

Pdgina 75

Pro

Pro

Thr

Thr

gagaggtgcg
tggagacaga
gtatcaacag
aacaggggtc
cagcagectg
gtacaccttt
cttcatcttc
gctgaataac

atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

Leu
15

Trp
ser

ser

Ala ser

Gly

Lys

val
80

Gly

Phe Thr

95

GIn GIn

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
708

198



Listado de Secuencias

Glu

Ser

ASn

Ala

175

Lys

Asp

Leu

Ile

Asp

Asn

160

Leu

ASp

Tyr

Ser

Ser Asp Asn Leu Pro Tyr Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu

115 120 125 -
Lys Arg Thr val Ala Ala Pro Ser val Phe Ile Phe Pro Pro

130 135 140 )
Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu
145 150 155
Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys val GIn Trp Lys val Asp Asn
165 170
Gln ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser val Thr Glu Gln Asp Ser
180 185 190

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala

195 200 205
Glu Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His Gln Gly

210 215 220
Ser Pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235
<210> 83
<211> 711
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 83
atggacatga gggtgcccge tcagctcctg gggctcctge tgctgtgget
cgctgtgaca tccagatgac ccagtctcca ggcaccctgt ctttgtctcc
gccaccctct tctgtagggc cagtcagaga gttagcagca gctacttagc
cagagacctg gccaggetcc caggetoctc atgtatggta catctagttg
atcccagaca ggttcagtgg cagtggatct gggacagatt tcactctcac
ctgcaacctg aagattttgc aacttactat tgtcaacaaa gttccagtat
tttggccagg ggaccaagct ggagatcaaa cgtacggtgg ctgcaccatc
ttcccgecat ctgatgagca gttgaaatct ggaactgcect ctgttgtgtg
aacttctatc ccagagaggc caaagtacag tggaaggtgg ataacgccct
aactcccagg agagtgtcac agagcaggac agcaaggaca gcacctacag
accctgacgc tgagcaaagc agactacgag aaacacaaag tctacgectg
catcagggce tgagcetcgec cgtcacaaag agcttcaaca ggggagagtg
<210> 84
<211> 237
<212> PRT
<213> Mus musculus
Pagina 76

gagaggtgcqg
aggggaadaaga
ctggtaccag

ggccactgge
catcagcagt
cccgtacact
tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagce
cgaagtcacc

t
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<400> 84

Met Asp Met
1

Leu Arg Gly

Leu Ser Leu
35

GIn Arg val
50

Gln Ala Pro
65

Ile Pro Asp
Thr Ile Ser

Gln Ser Ser
115

Ile Lys Arg
130

Asp Glu Gln
Asn Phe Tyr
Leu GIn Ser

Asp Ser Thr
195

Tyr Glu Lys
210

Ser Ser Pro
225

<210> 85
<211> 711
<212> DNA
<213>

<400> 85

Arg

Ala

20

Ser

Ser

Arg

Arg

Ser

100

sSer

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

val

val

Arg

Pro

Ser

Leu

Phe

85

Leu

Ile

val

Lys

Ser

Lys

Thr

Mus musculus

Pro

cys

Gly

Ser

Leu

70

ser

Pro

Ala

Ser

150

Glu

Ser

Leu

val

Ala

Asp

Glu

Tyr

55

Met

Gly

Pro

TYyr

Ala

135

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

215

Ser

Listado de Secuencias

GIn Leu Leu Gly Leu Leu
10

Ile Gln
25

Arg Ala
40 ‘

Leu ala

Tyr Gly

ser Gly

Glu Asp
105

Thr Phe
120

Pro Ser

Thr Ala

Lys val

Glu ser
185

Ser Thr
200

Ala Cys

Phe Asn

Met

Thr

rp

Thr

ser
90

Phe

Gly

val

Ser

Gln

170

val

Leu

Glu

Arg

Thr

Leu

Tyr

ser
75

G]y.

Ala

GIn

Phe

val

155

Trp

Thr

Thr

val

Gly

Gln

Phe

Gln

60

ser

Thr

Thr

Gly

ITe

140

val

Lys

Glu

Leu

Thr

220

Glu

Pagina 77

sSer

Cys

Gln

Trp

ASp

Tyr

Thr

125

Phe

cys

val

GlIn

Ser

205

His

cys

Leu

Pro

30

Arg

Arg

Ala

Phe

TYyr

110

Lys

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

GIn

Leu

15

Gly

Ala

Pro

Thr

Thr

95

Cys

Leu

Pro

Leu

Asn

175

Ser

Gly

Trp

Thr

Ser

Gly

Gly

80

Leu

Glu

Ser

Asn

160

Ala

Lys

Asp

Leu



atggacatga
cgctgtgaaa
gccaccctct
cagaagcectg
gtcccagaca
ctggaacctg
ttcggcggag
ttccegecat
aacttctratc
aactcccagqg
accctgacgc

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

<400>

86

237
PRT
Mus

86
Met AsSp Met
1

Gly

Leu Arg

Leu
35

Leu Ser

Thr
50

GIn Ley

Gln Ala Pro

65

val Pro Asp

Thr 11e Asp

GIn ser

115

Ser

Arg Arg

gggtygcccgce
cgacactcac
cctgcagggce
gccaggctcc
ggttcagtgg
aagattttgc
ggaccaaggt
ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagc

tgagctcgec
musculus
Arg val
5

Ala
20

Arg
ser Pro
Phe

Ser

Ser Leu

Phe
85

Arg

Leu

Leu

Thr val

Pro

Cys

Gly

ASp

Leu

70

Ser

Glu

Pro

Ala

tistado de Secuencias

tcagctcectg
gcagtctcca
cagccagact
cagtctcctc
cagtgggtct
agtgtatttc
ggagatcaga
gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag

cgtcacaaayg

Ala G1n

Glu Thr

Glu Arg

40

Phe Phe

55

Ile Ser

Gly Ser
Glu

Pro

Thr
120

Leu

Ala
135

Pro

Thr

gggctectge
gctctettgt
cttagcttcg
atctctggta
gggacagact
tgtcagcagt
cgtacggtgg
ggaactgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca
daacdcCaaag

agcttcaaca

Leu
10

Leu Gly

Leu Thr

25

Ala Thr Leu

Ala Trp Tyr

Ile Ser

75

Gly

ser
90

Gly

Asp Phe Ala

Phe Gly Gly

ser val Phe

Gly

tgetgtggcet
ctttgtctcc
acttcttcge
tttccacccg
tcactctcac
ccagcagttt
ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag
tctacgectg

ggggagagtg

Leu Leu

Gln ser

30

ser Arg

GIn
60

Lys

Thr Arg Ala

Thr Asp Phe

val Tyr Phe

110

Thr
125

Gly Lys

ITe Phe

140

Pagina 78

Leu

Pro

Pro

gagaggtgcg
aggggagaga
ctggtatcaa
ggcecgetgge
tatcgacaga
accgctcacc
tgtctrcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcageage
cgaagtcacc

t

Leu
15

Trp

Ala Leu

Ala ser

Pro Gly

Ala Gly

80

Thr
95

Leu

Cys GIn

Glu

val

Pro Ser

60
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240
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360
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Listado de Secuencias
Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu Asn
150 155 160

Gln Trp Lys val
170

Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys val Asp Asn Ala

175

Leu GIn Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser val
185

Thr Glu Gln Asp Ser Lys

Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp
195 200 205

Tyr Glu Lys His Lys val

210

Ser Sser Pro

225

<210> 87

<211> 708
<212> DNA
<213> Mus

<400> 87
atggacatga

cgctgtgaca
gtcaccatca
agaccaggga
ccatcaaggt
caacatgaag
ggcggaggga
ccgecatetg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga
<210> 88

<211> 236
<212> PRT
<213>

<400> 88

215

val Thr Lys Ser Phe

musculus

gggtgccegc
tccagatgac
cttgccgggc
aagcccctaa
tcagaggcag
attttggaac
ccaaggtgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctcgeccgt

Mus musculus

tcagctectg
ccagtctcca
aagtcagagc
cctcctgate
tggatctggg
ttactactgt
gatcaagcgt
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacage
ctacgagaaa

cacaaagagc

Tyr Ala Cys Glu val

Asn Arg Gly

gggctectge
tcctccctgt
attagcgact
tttgcttcaa
acagatttca
caacagagtt
acggtgactg
actgectetg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

Thr His GIn Gly Leu

220

Glu Cys

tgctgtggcet
ctgcatctgt
atttaaattg
acactttgca
ctctcaccat
acagaacccce
caccatctgt
ttgtgtgect
acgccctcca
cctacagcecet
acgcctgcga

gagagtgt

gagaggtgcg
aggggacaga
gtatcagcag

-aggtggggtc

taacagtctg
tctcactttc
cttcatcttce
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

Met Asp Met Arg val Pro Ala GIn Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Leu Arg Gly g]a Arg Cys Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
0 . 25 30

Pagina 79
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Leu

Gln

Ala

65

Pro

Ile

ser

Lys

Glu

145

Phe

Gln

ser

Glu

Ser
225

ser Ala
35

ser Ile

50

Pro Asn

Ser Arg

Asn Ser

Tyr Arg

Arg Thr

Gln Leu

Tyr Pro

ser Gly

Thr Tyr

Lys His

210

Pro val

<210> 89
<211> 708
<212> DNA

<213>

<400> 89
atggacatga gggtgcccge tcagctcctg gggctcctye

Ser

Ser

tLeu

Phe

Leu

100

Thr

val

Lys

Arg

Asn

180

Ser

Lys

Thr

val

Asp

Leu

Arg

85

Gin

Pro

Ala

ser

Glu

165

Ser

Leu

val

Lys

Mus musculus

Gly

TYr

Ile

70

Gly

His

Leu

Ala

GIn

Ser

Tyr

Ser
230

Asp

Leu

55

Phe

Ser

Glu

Thr

Pro

135

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala
215

Phe

Listado de Secuencias

Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala ser

40

Asn

Ala

Gly

Asp

Phe

120

sar

Ala

val

Ser

Thr
200

Cys

Asn

Trp

Ser

Ser

Phe

105

Gly

val

ser

Gln

val

185

Leu

Glu

Arg

Tyr

Asn

Gly

90

Gly

Phe

val

Trp

Thr

Thr

val

Gly

Gln

Thr
75

Thr

Thf

Gly

val

155

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
235

cgctgtgaca tccagatgac ccagtctcca ctctccctgt

gtcgccatca cttgtcggge aagtcagage attagcgact

aaaccgggaa aacctcctaa gatcgtgatc tatgetgcat

45

Gln Arg Pro Gly Lys
60

Lteu GIn Gly Gly val
80

Asp Phe Thr Leu Thr
95

Tyr Tyr Cys GIn GIn
110

Thr Lys val Glu Ile

Phe Pro Pro Ser Asp
140

Cys Leu Leu Asn Asn
160

val Asp Asn Ala Leu
175

GIn Asp Ser Lys Asp

190

Ser Lys Ala Asp Tyr

His GIn Gly Leu Ser
220

Cys

tgctgtggct gagaggtgcg
ctgcatctgt aggagacaga

ctttaaattyg gtatcagcag

ccggtttgec gagtggggtce

Pagina 80
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ccatcaaggt
caacctgaag
ggcggaggga
ccgecatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga

tcagtggcgg
attttgcaac
ccaaggtgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctegecegt

Listado de Secuencias

tggctctggg
ttactactgt
gatcagtcgt
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagce

acagatttca
caacagagtt
acggtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

ctctcgtcat
acagtgcccc
caccatctgt
ttgtgtgcct
acgccctcca
cctacagcect
acgcctgega

gagagtgt

cagtactcta
gctcactttc
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

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

<400>

Met Asp Met Arg val
1

Leu

Leu

Gln

Pro

65

Pro

Ile

Ser

ser

Glu

145

Phe

Arg
Ser
Ser
50

Pro
Ser

Ser

Tyr

Tyr

90

236
PRT
Mus

90

Gly

Ala

35

Ile

Lys

Arg

Thr

Ser
115
Thr

Leu

Pro

musculus

Ala

20

Ser

Ser

Ile

Phe

Leu
100

Ala

val

Lys

Arg

5

Arg

val

ASp

val

Ser

85

Gln

Pro

Ala

Ser

Glu
165

Pro
Cys
Gly
Ser
Ile
70

Gly
Pro

Leu

Ala

Ala
AsSp
ASp
Leu
S5

Tyr
Gly
Glu
Thr
Pro
135

Thr

Lys

Gln

Ile

Arg

40

Asn

Ala

Gly

Asp

Phe

120

ser

Ala

val

Leu

Gln

25

val

Trp

Ala

Ser

Phe
105

Gly

val

Ser

Gn

Leu
10

Met
Ala
Tyr
Ser
Gly
30

Ala

Gly

Phe

val

Trp
170

Gly

Thr

Ile

GlIn

Gly

75

Thr

Thr

Gly

Ile

val

155

Lys

Leu

Gln

Thr

Gln

60

Leu

Asp

Tyr

Thr

Phe

140

Cys

val

Pagina 81

Leu

Ser

cys

45

Lys

Pro

Phe

Tyr

Lys

125

Pro

Leu

ASp

Leu

Pro

30

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

val

Pro

Leu

Asn

Leu

15

Leu

Ala

Gly

Gly

Leu

35

Gln

Glu

Ser

Asn

Ala
175

Trp

Ser

ser

Lys

val

80

val

Ile

Asp

Asn

160

Leu

300
360
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ser Thr Tyr

195

Glu Lys His
210

Sser pPro val
225

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

<400> 91
atggacatga

91
708
DNA

cgctgtgaca
gtcaccatca

aaacaaggga
ccatcaaggt
cagcctgaag
ggccaaggga
ccgecatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

92

236
PRT
Mus

92

180

Listado de Secuencias
GIn Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp
190

185

ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu

200

Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr

215

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu
230

musculus

gggtgcccgc
tccagatgac
cttgccaggc
aagcccctaa
tcagtggcag
atattgcaac
ccaaggtgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctcgeeegt

musculus

tcagctcctg
ccagtcteca
gagtcaggac
ggtcctoatc

tggatctggg
atattactgt

‘caataaacgt

gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

235

gggctecctgce
tccteectgt
attaacaact
ttcgatgecgt
acagatttta
caacaatatg
acggtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

Met Asp Met Arg val Pro Ala GIn Leu Leu Gly
1

5

10

Leu Arg Gly géa Arg Cys Asp Ile GIn Met Thr

25

Leu Ser Ala ser Ile Gly Asp Arg val Thr Ile
40

GIn Asp Ile Asn Asn Tyr Leu Asn Trp Tyr GIn G
55 6

50

&

Ser Lys Ala Asp Tyr

205

His GIn Gly Leu Ser

220

cys

tgctgtggct
ctgcgtctat
atttaaattg
ccaatttggc

ctttaaccat
acaatctccc
caccatctgt
ttgtgtgect
acgcccteca
cctacagcct
acgcctgega

gagagtgt

gagaggtgcg
aggagacaga
gtatcagcag
agcaggcgtc
cagcagccta
tctgacattc
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

Leu Leu Leu Leu Trp
15

Gln Ser Pro Ser Ser

30

Thr Cys GIn Ala Ser

45

Padgina 82

Tn Lys GIn Gly Lys
0
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Ala

65

Pro

Ile

Tyr

LYyS

Glu

145

Phe

Gln

ser

Glu

Ser
225

Pro

ser

Ser

Asp

Arg

Gln

TYyr

ser

Thr

Lys

210

Pro

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

<400>

Lys

Arg

ser

Asn
115

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

195

His

val

93

717
DNA
Mus

93

val

Phe

Leu

100

Leu

val

Lys

Arg

Asn

180

Ser

Lys

Thr

Leu

ser

85

G1n

Pro

Ala

Ser

Glu
165

ser

Leu

val

LYS

musculus

Ile Phe

70

Gly ser

Pro Glu

Leu Thr

Ala Pro

135

Thr
Lys
Glu

GIn

Ser Ser

ala
215

Tyr

ser Phe

230

Listado de Secuencias

Asp Ala Ser Asn Leu Ala

Gly

ASp

Phe

120

Ser

Ala

val

Ser

Thr

200

Cys

Asn

Ser

Ile

105

Gly

val

Ser

Gln

val

185

Leu

Glu

Arg

Gly

90

Ala

Gln

Phe

val

Thr

val

Gly

75

Thr

Thr

Gly

Ile

val

155

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu

ASp

Tyr

Thr

Phe
140

Cys

val

GlIn

Ser

His

220

Cys

Phe

Tyr

Lys

125

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Ala

Thr

Cys

val

Pro

Leu

ASn

ser

190

Ala

Gly

Gly

Leu

95

ASp

Ser

Asn

Ala

175

Lys

Asp

Leu

val

80

Thr

Gln

Asn

ASp

Asn

160

Leu

Asp

Tyr

Ser

atggacatga
cgctgtcagt
accatctect
cagcagtttc
ggggrecctg
gggctccagt
ggttatgtct

tcggtcacge

gggtgcccge
ctgtcgtgac
gcactgggag
caggaacagc
accgattctc
ctgaggatga
tcggaactgg

tcttcccacc

tcagctectg
gcagccgecc
cagctccaac
ccccaaagtc
tgcctecaag
ggctgattac
gaccaaggtc

ctcctctgag

gggctcctgc
gcagtgtctg
atcggggceag
ctcatctttg
tctgecacct
tactgccagt
accgtcctag

gagcttcaag

tgctgtggct
gggccccagg
gttatgatgt
ctaacgacta
cagccteect
cctatgacaa
gtcagcccaa

ccaacaaggc

Pagina 83

gagaggtgcg
acagaggatc
acactggtac
tcggecctea
ggccatccgt
ccgectgagt
ggctgecece

cacactggtg
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Listado de Secuencias
tgtctcataa gtgacttcta cccgggagcc gtgacagtgg cctggaaggc agatagcagc 540

cccgtcaagg cgggagtgga gaccaccaca ccctccaaac aaagcaacaa caagtacgcg 600
gccagcaget acctgagect gacgcectgag cagtggaagt cccacaaaag ctacagcetge 660
caggtcacgc atgaagggag caccgtggag aagacagtgg cccctgcaga atgctct 717
<210> 94

<211> 239

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 94

Met Asp Met Arg val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

1 5 10 15

Leu Arg Gly Ala Arg Cys GIn Ser val val Thr GIn Pro Pro Ala val
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Gly GIn Arg Ile Thr ITe Ser Cys Thr Gly Ser Ser
35 40 45

Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp val His Trp Tyr Gln G1n Phe Pro
50 55 60

Gly Thr Ala Pro Lys val teu Ile Phe Ala Asn Asp Tyr Arg Pro Ser
65 70 75 80

Gly val Pro Asp ggg Phe Ser Ala Ser Lys Ser Ala Thr Ser 81a Ser
90 5

Leu Ala Ile Arg Gly Leu GlIn Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys
100 105 110

GIn Ser Tyr Asp Asn Arg Leu Ser Gly Tyr val Phe Gly Thr Gly Thr
115 120 125

Lys val Thr val Leu Gly GIn Pro Lys Ala ala Pro Ser val Thr Leu
130 135 140

Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu GIn Ala Asn Lys Ala Thr Leu val
145 150 155 160

Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala val Thr val Ala Trp Lys
165 170 175

Ala Asp Ser Ser Pro val Lys Ala Gly val Glu Thr Thr Thr Pro Ser
180 185 190

Lys GIn Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr
195 200 205

Pagina 84



210

Listado de Secuencias )
Pro Glu GIn Trp Lys Ser His Lys Ser Tyr Ser Cys GIn val Thr His

215

Glu Gly Ser Thr val Glu Lys Thr val Ala Pro
230

225

<210> 95

<211> 717
<212> DNA
<213> Mus

<400> 95
atggacatga

cgctgtcagg
accatctcct
caacaacttc
ggggtcccty

gggctrccagy
gcttatgtct
tcggtcacgc
tgtctcataa
cccgtcaagg
gccagcagcet
caggtcacgc
<210> 96

<211> 239
<212> PRT
<213> Mus

<400> 96

Met Asp Met Arg val
1 5

Leu Arg

Ser Gly

35

Asn
50

Ser

Gly
65

Lys

Gly val

Gly Ala

Ala Pro

Ile Gly

Ala Pro

Pro Asp

musculus

gggtgcecge
ctgtgctgac
gcactgggag
caggaaaagc
accgattctc
ctgaggatga
tcggaactgg
tctteccacc
gtgacttcta
cgggagtgga
acctgagect

atgaagggag

musculus

Arg

Ala

Lys

Arg
85

Pro Ala

Cys

Gly Arg

Gly

Leu

70

Phe

tcagctectg
tcagccgtcc
cagttccaac
ccccaaactce
aggctccaag
ggctgattat
gaccaaggtc
ctcctctgag
cccgggagec
gaccaccaca
gacgcctgag
caccgtggag

Gln
Ala

Gln

val
40

Arg

Tyr
55

AsSp
Ile

val

Ser Gly

val

Thr

val

ser

235

gggctectge
tcagtgtctg
atcggggcag
gtcatctctg
tctggcacct
tactgccagt
accgtcctag
gagcttcaag
gtgacagtgg
ccctccaaac
cagtggaagt

aagacagtgg

Leu Leu Gly

10

Leu Thr
25

ITe ser

His Trp

Ala Asn
75

ser Lys Ser Gly Thr

90

220

Ala Glu Cys ser

tgctgtgget
gggccccagg
gttatgatgt
ctaacaccaa
cagccteect
cgtatgacaa
gtcagcccaa
ccaacaaggc
cctggaaggc
aaagcaacaa
cccacaaaag

cccctgcaga

Leu Leu

Gln Pro

30

Thr
45

cys

Tyr Gln

60

Thr Asn

Pagina 85

Leu

Ser Ser

Gly

Gln

Arg

Ser

gagaggtgceg
gcggagggtc
acactggtat
tcggecctea
ggccatcact
cagcgtgagt
ggctgececc
cacactggtg
agatagcagc
caagtacgcg
ctacagctgc

atgctct

Leu
15

Trp

val

Ser Ser

Leu Pro

Pro Ser

80

Ala
95

Ser
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Leu

Gln

Lys

phe

145

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu
225

Ala

Ser

val

130

Pro

Leu

Asp

Glin

Glu

210

Gly

Ile

Tyr

115

Thr

Pro

Ile

Ser

ser

195

Gln

Ser

Thr

100

Asp

val

Ser

Ser

ser

180

Asn

Trp

Thr

Gly

Asn

Leu

Ser

Asn

LysS

val

Leu
Ser
Gjy
Glu

150

Phe
val
Lys
Ser

Glu
230

Gln

val

Gin

135

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His

215

Lys

Listado de Secuencias

Ala Glu Asp Glu Ala Asp

105

ser Ala

120

Pro Lys

Leu Gn

Pro Gly

Ala

Ala
200

Lys Ser

Thr val

Tyr

Ala

Ala

Ala
170

val

Ser

Tyr

Ala

val

Ala

Asn

155

val

Glu

Ser

Ser

Pro
235

Phe

Pro
140

Lys

Thr

Thr

Tyr

Cys

220

Ala

Ala

val

Thr

Leu

205

Gln

Glu

Tyr
110

Thr

val

‘Thr

Ala

Thr
190

Ser

val

Cys

Tyr

Gly

Thr

Leu

Leu

Thr

Ser

cys

Thr

Leu

val

160

Lys

ser

Thr

His

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

97

717
DNA
Mus

<400> 97
atggacatga

cgctgtcaga
accatctcct
cagcagtttc

ggggtccctg
ggactccagg

ggttatgtct
tcggtcacgce
tgtctcataa
cccgtcaagg
gccagcagct

caggtcacgc

musculus

gggtgcccge
gcgctttgac
gcactgggag
ctggaacagc

accgattctc
ctgaggatga
tcggaactgg
tctteccacc
gtgacttcta
cgggagtgga
acctgagect

atgaagggag

tcagctcctg
tcagacaccc
cagatccaac
ccceegactce
tggctccaag
ggctacttat
gaccgaggtc
ctcctctgag
cccgggagcec
gaccaccaca
gacgcctgag

caccgtggag

gggctcctge
tcagtgtctg
atcggggcag
ctcatctatg
tctggeacct
tactgccagt
accgtcgtag
gagcttcaag
gtgacagtgg
ccctccaaac
cagtggaagt

aagacagtgg

tgctgtggcet
ggaccccegg
gatatgatgt
Ctaataacat
cagccteect
cctatgacag
gtcagcccaa
ccaacaaggc
cctggaaggc
aaagcaacaa
cccacaaaag

cccctgcaga

"Pagina 86

gagaggtgceg
gcagagggtc
acagtggtac
tcgatcctcea
ggccatcact
aagtctcagt
ggctgccccc
cacactggtg
agatagcagc
caagtacgcg
ctacagctgce

atgctct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
717



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

<400>

98
239
PRT

Mus musculus

98

Met Asp Met Arg
1

Leu

Ser

Ser

Gly

65

Gly

Leu

GIn

Glu

Phe

145

Cys

Ala

Lys

Pro

Glu

Arg

Gly

Asn

50

Thr

val

Ala

Ser

val

130

Pro

Leu

Asp

GIn

Glu
210

Gly

Gly Ala
20

Thr Pro
35

Ile Gly

Ala Pro

Pro Asp

Ile Thr
100

Tyr Asp
115

Thr val

Pro Ser

Ile Ser

Ser Ser
180

ser Asn
195

GIn Trp

Ser Thr

val

5

Arg

Gly

Ala

Arg

Arg

85

Gly

Arg

val

ser

ASp

165

Pro

AsSn

Lys

val

Pro

cys

Gln

Gly

Leu

70

Phe

Leu

ser

Gly

Glu

150

Phe

val

Lys

Ser

Glu

Ala

Gln

Arg

Tyr

55

Leu

Ser

GIn

Leu

GlIn

135

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His

215

Lys

Listado de Secuencias

Gln

ser

val

40

Asp

Ile

Gly

Ala

ser

120

Pro

Leu

Pro

Ala
Ala
200

Lys

Thr

Leu

Ala

25

Thr

val

Tyr

Ser

Glu

105

Gly

LysS

Gln

Gly

Ser

val

Leu

10

Leu

Ile

Gin

Ala

ASp

Tyr

Ala

Ala

Ala

170

val

Ser

Tyr

Gly

Thr

Ser

Trp

ASn

75

Ser

Glu

val

Ala

Asn

155

val

Glu

Ser

Ser

Pro
235

Leu
GIn
Cys
Tyr
60

Asn

Gly

Phe
Proc
140
Lys
Thr
Thr

Tyr

220

Ala

pagina 87

Leu
Thr
Thr
45

GIn
Ile
Thr
Thr
Gly
ser
Ala
val
Thr
Leu
205

GlIn

Glu

Leu

Pro

30

Gly

Gln

Arg

Ser

Tyr

110

Thr

val

Thr

Ala

Thr
190
Ser

val

Cys

Leu

15

Ser

Ser

Phe

Ser

Ala

95

Tyr

Gly

Thr

Leu

Leu

Thr

Ser

Trp

val

Arg

Pro

Ser

80

Ser

Cys

Thr

Leu

vai

160

LYS

Ser

Thr

His

J10



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

<400> 99
atggacatga

99
717
DNA

cgctgtcagt
accatctcct
cagcagcttc
ggggtccctg
gggctccaga
gcttatgtct
tcggtcacgc
tgtctcataa
cccgtcaagyg
gccagcégct
caggtcacge
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

100
239
PRT
Mus

100

Met Asp Met Arg val
1 5

Leu Arg

ser Gly

35

Ser Asn

50

Arg Thr

65

Gly val

Leu Ala

Gln Ser

115

Gly

Ala

Ile

Ala

Pro

Ile

Tyr

musculus

gggtgcccge
ctgtgttgac
gcactgggag
caagaacagc
accgattctc
ctgaggatga
tcggaactgg
tctteecacc
gtgacttcta
€gggagtgga
acctgagect

datgaagggag

musculus

Ala
20

Arg

Pro Gly

Gly Ala

Pro Lys

AsSp Arg
. 85

Thr
100

Gly

Asp Ser

Pro

Cys

Gln

Gly

Leu

70

Phe

Leu

Ser

Listado de Secuencias

tcagctecctg
gcagccgcecc
cagctccaac
ccccaaactce
tggctccaag
ggctgattat
gaccaaggtc
ctcctctgag
cccgggagcc
gaccaccaca
gacgcctgag
caccgtggag

Ala Gln

GIn

Ser

val
40

Arg

Tyr
55

Asp
Leu Ile
ser

Gly

GIn Thr

Leu

Thr

val

Tyr

Glu

Ala

gggctecctge
tcagtgtctg
atcggggcag
ctcatctatg
tctggeacct
tattgccagt
accgtcctag
gagcttcaag
gtgacagtgg
ccctccaaac
cagtggaagt

aagacagtgg

Leu Leu Gly

10

val Thr

25

Leu

Ile ser

His Trp

Gly Asp

75

Ser Ser

Asp Glu

105

Tyr val

tgctgtggcet
gggccccagg
gttatgatgt
gtgacaccaa
cagcctecct
cctatgacag
gtcagcccaa
ccaacaaggc
cctggaaggc
aaagcaacaa
cccacaaaag

cccctgcaga

Leu Leu Leu

GIn Pro

30

Thr
45

Cys Gly

Tyr Gln G1n

60

Thr Asn Arg

Thr

Gly

ASp

Phe Thr

pagina 88

Pro

Ser

Tyr
110

gagaggtgcg
gcagagggtc
acactggtac
tcggccctca
ggccatcact
cagcctgagg
ggctgceeccece
cacactggtg
agatagcagc
caagtacgcg
ctacagctgc

atgctct

Leu
15

Trp
val

Ser

Ser Sser

Leu

Pro

ser
80

Pro

Ala
95

Ser
Tyr

Ccys

Gly Thr

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
717
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Lys
Phe

145

Cys

Lys

Pro

Glu
225

val
130

Pro

Leu

ASp

GlIn

Glu

210

Gly

<210>
<211>

Thr

Pro

Ile

Ser

Ser
195

Gln

Ser

101
717

val

ser

Ser

Leu

Ser

165

ser
180

Asn

Trp

Thr

Pro

Asn

Lys

val

Gly

Glu

150

Phe

val

Lys

Ser

Glu

230

Gln
135

Glu

Tyr

Lys

TYyr

His

215

Lys

Listado de Secuencias

Pro Lys Ala Ala Pro Ser

Leu

Pro

Ala

Ala

200

Lys

Thr

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

val

140

Ala Asn

155

Lys

Ala val Thr

170

val Glu Thr

Ser ser Tyr

Tyr Ser Cys

220

Ala Pro Ala

235

Ala

val

Thr

Leu

205

Gin

Glu

val

Thr

Ala

Thr

190

Ser

val

Cys

Thr

Leu

Trp

Pro

Leu

Thr

ser

Leu

val

160

Lys

ser

Thr

<212>
<213> Mus

<400> 101
atggacatga

DNA

cgctgtcagt
accatctcct
cagcagctec
ggaatccctg
ggcctccaga
gcttatgtet
tcggtcacgc
tgtctcataa
ccegtcaagg
gccagcaget
caggtcacgc
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

102
239
PRT
Mus

102

musculus

gggtgcecgce
ctgtcgtgac
gcactgggag
caggagcagc
accgagtetc
ctgaggatga
tcggaggtgg
tcttecccacc
gtgacttcta
cgggagtgga
acctgagcct

atgaagggag

musculus

tcagctectg
gcagccgecc
cagctccaac
ccccaaagtce
tggctccaag
ggctgtttat
gacccaggtc
ctcctctgag
cccgggagec
gaccaccaca
gacgcctgag
caccgtggag

gggctectgce
tcagtgtctg
atcggggcag
ctcatctttg
tctggeacct
tactgccagt
accgtccttg
gagcttcaag
gtgacagtgg
ccctccaaac
cagtggaagt
aagacagtgg

tgctgtgget
gggccccagg
gttatgatgt
gtaacaacaa
cagcctcect
cctatgacag
gtcagcccaa
ccaacaaggc
cctggaaggc
aaagcaacaa
cccacaaaag

cccctgeaga

Pagina 89

gagaggtgcyg
gcagagggtc
tcactggtac
tcggeectea
ggccatcagt
cagcctgagt
ggctgeccce
cacactggtg
agatagcagc
caagtacgcg
ctacagctgce

atgctct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
717

212



Listado de Secuencias
Met Asp Met Arg val Pro Ala GlIn Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
10 :

Leu Arg Gly Ala Arg Cys GIn Ser val val Thr GIn Pro Pro Ser val
20 25 30

ser Gly g]a Pro Gly GIn Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser
5 40 : 45

Ser Agn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp val His Trp Tyr GIn G1n Leu Pro
S 55 60

Gly Ala Ala Pro Lys val Leu Ile pPhe Gly Asn Asn Asn Arg Pro Ser
65 70 75 80

Gly Ile Pro Asp Arg val Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser
85 90 95

Leu Ala Ile Ser Gly Leu GIn Thr Glu Asp Glu Ala val Tyr Tyr Cys
100 105 110

GIn Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Ala Tyr val Phe Gly Gly Gly Thr
115 120 125

GIn val Thr val Leu Gly Gln Pro Lys Ala Ala Pro Ser val Thr Leu
130 135 140

Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu GIn Ala Asn Lys Ala Thr Leu val
145 . 150 155 160

Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala val Thr val Ala Trp Lys
165 170 175

Ala Asp Ser Ser Pro val Lys Ala Gly val Glu Thr Thr Thr Pro ser
180 185 190

Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr
195 200 205

Pro Glu GIn Trp Lys Ser His Lys Ser Tyr Ser Cys Gln val Thr His
210 215 220

Glu Gly Ser Thr val Glu Lys Thr val Ala Pro Ala Glu Cys Ser

225 230 235

<210> 103

<211> 720

<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 103 ‘

atggacatga gggtgcccge tcagetcctg gggetectyge tgctgtggcet gagaggtgcg 60

pagina 90



cgctgtaatt
accatcrtcct
cagcgecegg
gtccctgatc
tctggectga
cccttttatg
ccctcggtca
gtgtgtctca
agccecgtea
gcggeceagea
tgccaggtca
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

104
240
PRT
Mus

104

Met Asp Met Arg val
1 5

Leu Arg

Ser Glu

35

Gly

Ser

ttatgctgac
gcacccgcaa
gcagttcccc
ggttctctygg
agactgagga
tcttcggaac
cgctcttecce
taagtgactt
aggcgggagt
gctacctgag
cgcatgaagg

musculus

Pr

Ala
20

Arg Cy

Pro Gly Ly

Ser
65

val

Ser

Cys

Thr

Leu
145

Ser
50

ser

Pro

Leu

GlIn

Lys

Phe

Ile

Pro

ASp

Thr

Ser
115

val

Pro

Ala

Ala

Arg

Ile

100

Tyr

Thr

Pro

Ser

Thr

Phe

85

Ser

Asp

val

Ser

As

Va

70

Se

Gl

Se

Le

Se
15

Listado de Secuencias

tcagccccac
cagtggcagc
cgccactgtg
ctccatcgac
cgaggctgac
tgggaccaag
accctectet
ctacccggga
ggagaccacc
cctgacgect

gagcaccgtg

o Ala Gln

Phe

S Asn

val
40

s Thr
n Tyr val
1 1le

Tyr

r Gly Ser

y Leu

Lys

Asn
120

r Ser

u Gly GlIn

r Glu Glu

0

Thr

tctgtgtcgg
attgccagca
atctatgagg
atctcctcca
tactactgtc
gtcaccgtcc
gaggagcttc
gccgtgacag
acaccctcca
gagcagtgga

gagaagacag

Leu
10

Leu Gly

Met Thr

25

Leu

Ile ser

Gln Trp Tyr

Glu Asn

75

ASp

Ile Asp Ile

90

Thr Glu

105

Asp

Pro Phe Tyr

Pro Lys Ala

Leu
155

agtctccggg
actatgtgca
ataatcaaag
actctgectce
agtcttatga
tcggtcagec
aagccaacaa
tggcctggaa
aacaaagcaa
agtcccacaa

tggccecctge

Leu Leu Leu

His
30

Gln Pro

Thr
45

Cys Arg

gaagacggtt
gtggtaccag
accctctggg
cctcaccatc
tagcagcaat
caaggctgec
ggccacactg
ggcagatagc
caacaagtac
aagctacagc

agaatgctct

Leu
15

Trp
val

Ser

Asn Ser

GIn
60

Gln

Ser

Glu

val

Ala
140

Gln Ala Asn

pdgina 91

Gln

Arg

Ser

Phe
125

Pro

Lys

Arg

Pro

Asn

Asp

110

Gly

ser

Ala

Pro

Ser

Ser

95

Tyr

Thr

val

Thr

Gly
Gly

80

Ala

Tyr

Gly

Thr

Leu
160

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

214



Listado de Secuencias

val Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala val Thr val Ala Trp
165 170 175
Lys Ala Asp Ser Ser Pro val Lys Ala Gly val Glu Thr Thr Thr Pro
180 185 190
Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu
195 200 205
Thr Pro Glu GIn Trp Lys Ser His Lys Ser Tyr Ser Cys Gln val Thr
210 215 220
His Glu Gly Ser Thr val Glu Lys Thr val Ala Pro Ala Glu Cys Ser
225 230 235 240
<210> 105
<211> 717
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 105
atggacatga gggtgcccgce tcagctcctg gggetcctge tgctgtgger gagaggtgcg
cgctgtaatt ttatgctgac tcagecccac tctgtgtcgg agtctccggg gaagacgatt
accatctect geacccgcag cagtggcage atttccagca actatgtgca gtggtaccaa
cagcgeccgg gcagetccce caggatcgta atgtctgagg atgaccaaag accctctggg
gtctctgatc gattctctgg ctccatcgac atatcctcca actctgectt cctcaccatc
tctggactga agcctgagga cgagggtgat tactactgtc agtcttatga taccgacatc
ccttatgtct tcggaactgg gaccaaggtc accgtcctag gtcagcccaa ggcrtgecccec
tcggtcacgc tcttcccacc ctectctgag gagcttcaag ccaacaagge cacactggtg
tgtctcataa gtgacttcta cccgggagcc gtgacagtgg cctggaaggce agatagcagce
cccgtcaagg cgggagtgga gaccaccaca ccctccaaac aaagcaacaa caagtacgeg
gccagcagct acctgagect gacgcctgag cagtggaagt cccacaaaag ctacagctgce
caggtcacgc atgaagggag caccgtggag aagacagtgg cccctgcaga atgctct
<210> 106
<211> 239
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 106

Met Asp Met Arg val Pro Ala Gln Leu Leu Gly
1 5 10

Leu Arg Gly géa Arg Cys Asn Phe Met Leu Thr

25

Leu Leu Leu Leu Trp
15

Gln Pro His Ser val

30

Pagina 92

60
120
180
240
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360
420
480
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ser Glu

Gly ser
50

ser Ser
65

val ser

Phe Leu

Cys Gln

Lys val
130

Phe Pro
145

Cys Leu

Ala Asp

Lys Gln

Pro Glu
210

Glu Gly
225

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

<400>
atggaca

cgctgtg
atcacca
aaatcag

ccctcaa

Ser

35

Ile

Pro

ASp

Thr

Ser

115

Thr

Prc

Ile

Ser

Ser

' Listado de Secuencias
Pro Gly Lys Thr Ile Thr Ile Ser Cys Thr Arg Ser Ser

40

Ser Ser Asn Tyr val

Arg Ile val Met Ser

70

Arg Phe Ser Gly Ser

85

Ile Ser Gly Leu Lys

100

Tyr Asp Thr Asp Ile

120

val Leu Gly G1ln Pro

135

Ser Ser Glu Glu Leu
150

Ser Asp Phe Tyr Pro

Ser Pro val Lys Ala

180

Asn Asn Lys Tyr Ala

195 .

GIn

Ser

107
708
DNA
Mus

107
tga

aca
taa
gga
gat

200

Trp Lys Ser His Lys

215

Thr val Glu Lys Thr
230

musculus

gggtgcccgce
tccagatgac
gttgccagge
aagcccctaa

tccgtggaag

tcagctectg
ccagtctcca
gagtcaagac
actcctgatc

tagatctggg

Gln

Glu

Ile

Pro

105

Pro

Lys

G1n

Gly

Ser

val

45

Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly

Asp

Asp

30

Glu

Tyr

Ala

Ala

Ala

170

val

Ser

Tyr

Ala

Asp

75

Ile

Asp

val

Ala

ASn

155

val

Glu

Ser

Ser

Pro
235

gggctcctge

tcttcectgt

attgacaact

tacgatgcat

acagattttt

60

GIn Arg Pro Ser Gly
80

Ser Ser Asn Ser Ala
95

Glu Gly Asp Tyr Tyr
110

Phe Gly Thr Gly Thr

Pro Ser val Thr Leu
140

Lys Ala Thr Leu val
160

Thr val Ala Trp Lys

Thr Thr Thr Pro Ser
190

Tyr Leu Ser Leu Thr
205

Cys GIn val Thr His
220

Ala Glu Cys Ser

tgctgtggct gagaggtgeg
ctgcatctgt aggagacaga
atttaaattg gtatcagcag
acaatttgaa ggcaggggtc

ttttgactat cagcagcctg

Pagina 93

60
120
180
240
300

216



cagcctgaag
ggcggaggga
ccgccatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga

cagggcctga

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

<400>

Met Asp Met Arg

1

Leu
Leu
Gln
Ala
65

Pro
Ile
Gln
Lys
Glu
145

Phe

Gln

Arg
Ser
ASp
50

Pro
ser

Ser

TYyr

TYr

sSer

108
236
PRT
Mus

108

Gly

Ala

35

Ile

Lys

Arg

Ser

Leu

Pro

Gly

attttgcaac
ctaaggtgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctcgecccgt
musculus
val
5

Ala
20

Arg

Ser val

Asp Asn

Leu Leu

Phe Arg

85

Leu GIn

100

Tyr Pro

val Ala
Ser

LysS

Glu
165

Arg

Asn Ser

180

Listado de Secuencias

ctattactgt
gatcaaacgt
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

ctacagcaat
acggtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

atagatatcc
caccatctgt
ttgtgtgcct
acgccctcca
cctacagcect
acgcctgega

gagagtgt

cctcactttc
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

Pro

Cys

Gly

Tyr

Ile

70

Gly

Pro

Leu

Ala

G1n

Ala

Asp

Asp

Leu

55

TYyr

ser

Glu

Thr

Pro

135

Thr

LYys

Gln

Ile

Arg

40

Asn

Asp

Arg

AsSp

Phe
120

Ser

Ala

val

ser

Leu

Gln

25

Ile

Trp

Ala

Ser

Phe
105

Gly

val

Ser

Gln

val
185

Leu
10

Met
Thr
Tyr
Tyr
Gly
90

Ala

Gly

Phe

val

Trp

170 .

Gly
Thr
Ile
Gln
Asn
75

Thr
Thr
Gly
Ile
val

155

Lys

Leu

Gln

ser

Gln

60

Leu

ASp

Tyr

Thr

Phe
140

Cys

val

Thr Glu GIn

Pagina 94

Leu

Ser

Cys

Lys

Lys

Phe

Tyr

Leu

Asp

ASp

Leu

Pro

30

GIn

Ser

Ala

Phe

Cys

110

val

Pro

Leu

AsSn

ser
190

Leu

15

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

95

Leu

Glu

Ser

Asn

Ala
175

Lys

Trp

Ser

Ser

Lys

val

80

Thr

GlIn

Asp

Asn

160

Leu

Asp

360
420
480
540
600
660
708

217



Listado de Secuencias

ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr

195

200

Glu Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr

210

215

Ser Pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu
230

225

<210>
<Z211>
<212>
<213> Mus

<400> 109
atggacatga

109
717
DNA

cgctgtcagt
accatctcct

cagttggtcc

ggggtccctg
gggctccagg
gcrtgggtgt
tcggtcacgce
tgtctcataa
cccgtcaagg
gccagcagct
caggtcacgc
<210>
<211>

<212>
<213>

110
239
PRT
Mus

<400> 110

musculus

gggtgcccgce
ctgtgttgac
gcactggggg
caggaagagc
accgattctc
atgatgatga
tcggeggcygy
tctteccacc
gtgacttcta
cgggagtgga
acctgagect

atgaagggag

musculus

tcagcrectg
gcageegecc
cagctccaac
ccccagattc
ggcctccgag
ggctgattat
gaccaagctg
ctcctctgag
ccecgggagec
gaccaccaca
gacgcctgag

caccgtggag

235

gggctectgce
tcagtgtctg
at €ggggcag
ctcattcatg
tctggctect
tactgccagt
accgtcctag
gagcttcaag
gtgacagtgg
ccctecaaac
cagtggaagt

aagacagtgg

Met Asp Met Arg val Pro Ala GIn Leu Leu Gly
1 5

Leu Arg Gly gga Arg Cys GlIn Ser

10

val Leu Thr
25

ser Gly Ala Pro Gly GIn Arg val Thr Ile Ser
35

40

205

His GIn Gly Leu Ser

220

Cys

tgctgtgget
gggccccagg
gttatgaagt
gtgacaacga
catccttect
cctatgacac
gtcagcccaa
ccaacaaggc
cctggaaggce
aaagcaacaa
cccacaaaag

ccecctgeaga

gagaggtgcg
gcagagggtc
ccactggtac
tcggecectcea
ggccatcagt

cagcctrgagt

ggctgcceccc

cacactggtg
agatagcagc
caagtacgceg
ctacagctgc

atgctct

Leu Leu Leu Leu Trp
15

GIln Pro Pro Ser val

30

Cys Thr Gly Gly Ser
45

Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Glu val His Trp E%r Gln Leu val Pro
55

50

Pagina 95

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
717

948



Gly
65

Arg
Gly val
Ala

Leu

Gln ser Ty

Ala

Pro

r

115

Leu Th

130

Lys

Phe Pro

145

Cys Leu °

Ala Asp Se

Gln Se

19

Lys

Glu
210

Pro

Glu
225

Gly Se

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

111
711
DNA
Mus

<400> 111
atggacatga

cgctgtgaca
gccaccctct
cagaaacctg
atcccagaca
ctggagccty
tttggccagg
ttcccgecat

aacttcratc

r

Pro

r

r
5

GlIn

r

Pro Arg

Asp Arg

85

Ser
100

Gly
Asp Thr
val

Leu

Ser Ser

Phe

70

Phe

Leu

Ser

Gly

Glu

Listado de Secuencias

Leu
Ser Ala
Glin

Asp

ser
120

Leu

Gln
135

Pro

Glu Leu

150

Ser

ser
180

Asn Asn

Trp

Lys

Thr val

Phe

val

Lys

Ser

Glu

Tyr Pro

Lys Ala

Ala
200

Tyr

His
215

Lys

Lys Thr

230

musculus

gggtgcecgce
tccagatgac
cctgcaggac
gccaggctec
ggttcagtgg
aagattttgc
ggaccaaggt
ctgatgagca

ccagagaggc

tcagctectg
ccagtctcca
cagtcagagt
caggctectc
cagtgggtct
aacttactac
ggagatcaaa
gttgaaatct

caaagtacag

Ile His Gly ?gp Asn Asp

Glu
90

Ser Ser

Asp Asp Glu

Ala Trp val

Lys Ala Ala

Gln Ala Asn

155

Ala val

170

Gly

Gly val Glu

Ala Ser Ser

ser Tyr Ser

val Ala Pro

235

gggctcctgce
ggcaccctgt
gttagcagta
atgtatgatg
gtgacagact
tgtcaacaga
cgtacggtgg
ggaactgcct
tggaaggtgg

Arg

Gly Ser

Ala Asp

Phe

Pro val

140

Lys
Thr val
Thr Thr

Leu
205

Tyr

Cys Gln val

Ala Glu Cys

tgctgtgget
ctrtgtctec
cctccgtage
catccagtag
tcactctcac
gttacagtct
ctgcaccatc
ctgttgtgtg

ataacgccct

Pagina 96

Ser
Tyr

110

Gly

Thr
Ala
Thr
190

ser

ser
80

Pro

Ser Phe

95

Tyr Cys

Gly Thr
Thr

Leu

val
160

Leu

Lys

sSer

Leu Thr

Thr

sSer

gagaggtgcg
aggggaaaga
ctggtaccag
ggccgetggce
catcagcaga
tcecgtacact
tgtcttcatc
cctgctgaat

ccaatcgggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540

J1T



Listado de Secuencias
aactcccagg agagtgtcac agagcaggac agcaaggaca gcacctacag cctcagcagc 600

accctgacgc tgagcaaagc agactacgag aaacacaaag tctacgcctg cgaagtcacc 660
catcagggcc tgagctcgec cgtcacaaag agcttcaaca ggggagagtg t 711
<210> 112

<211> 237

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 112

Met Asp Met Arg val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

1 5 10 15

Leu Arg Gly Ala Arg Cys Asp Ile g]n Met Thr GIn Ser Pro Gly Thr
20 5 30

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Thr Ser
35 40 45

GIn ser val ser Ser Thr ser val Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly
50 55 60

GIn Ala Pro Arg Leu Leu Met Tyr Asp Ala Ser Ser Arg Ala Ala Gly
65 70 75 80

Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser val Thr Asp Phe Thr Leu
85 90 95

Thr Ile ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln
100 105 110

Gln Ser Tyr Ser Leu Pro Tyr Thr Phe Gly G6In Gly Thr Lys val Glu
115 120 ' 125

ITe Lys Arg Thr val Ala Ala Pro Ser val Phe Ile Phe Pro Pro Sser
130 135 140

Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu Asn
145 150 155 160

Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys val GIn Trp Lys val Asp Asn Ala
165 170 175

Leu GIn Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser val Thr Glu Gln Asp Ser Lys
180 185 190

Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu ser Lys Ala Asp
195 200 205

Tyr Glu Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His GIn Gly Leu
210 215 220

Pagina 97

220



225

113
711
DNA

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

<400> 113
atggacatga

cgctgtaaca
gccaccctct
cagaagcctg
atcccagaca
ctgcagcctg
tttggccagg
ttccegecat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgc
catcagggcc
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

114
237
PRT
Mus

114

Met ASp Met Arg

1

Leu Arg

Leu Ser

35

ser val

50

Gln Ala

65

Ile Pro

Gly

Leu

Pro

Asp

Listado de Secuencias

230

musculus

gggtgceecge
tccagatgac
cctgcagggc

gccaggctcc

ggttcagtgg
aagatattgc

ggaccaagct
ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagc

tgagctegec

musculus

val
5
Ala Afg
20

Ser Pro

Thr Gly
val

Arg

Phe
85

Arg

Pro

Cys

Gly

Asn

Leu

70

Ser

tcagctcctg
ccagtctcca
cagtcagagt
cagggtcctc
cagtgggtct
aacatattac
ggagatcaaa
gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag

cgtcacaaag

Ala Gln

Asn Ile

Glu Arg

40

His Leu

55

Met Tyr

Gly Ser

Asp

Gly

235

gggctcctgce
ggcaccctgt
gttaccggca
atgtatgata
gggacagatt
tgtcaacagt
cgtacggtgg
ggaactgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag

agcttcaaca

Leu
10

Leu Gly

GIn Thr

25

Met

Ala Thr Leu

Ala Trp Tyr

Thr Ser

75

Ser
90

Gly

Ser Ser Pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

tgctgtggct
ctttgtctce
accacttagce
catccagtag
tcactctcac
ttgataatct
ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag
tctacgectg

ggggagagtg

Ltey Leuy

Gln Ser

30

Sser Cys

45

GIn G1n

60

Ser Arg

Thr Asp

Padgina 98

Leu

Pro

Arg

Lys

Ala

Phe

gagaggtgcg
aggggaaaga
ctggtaccag
ggccactggce
catcagcagc
cccgtacact
tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagce
cgaagtcacc

t

Leu
15

Trp

Gly Thr

Ala Sser

Pro Gly

Thr Gly-

80

Thr
95

Leu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
711

G271



Thr

GIn

Ile

Leu

Asp

Tyr

Ser

Ile

Phe

Lys

Glu

Phe

GIn

Ser

Glu

210

ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr
195

Lys

Pro

Ser

100

Asn

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

val

Leu

Leu

val

Lys

Ser

Lys

Thr

Gln

Pro

Ala

Ser

150

Glu

Ser

Leu

val

Lys

Pro

Tyr

Ala
135

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

215

Ser

Listado de Secuencias
Glu Asp Ile Ala Thr Tyr

105

Thr pPhe

120

Pro ser

Thr Ala

Lys val

Glu Ser

185

Ser Thr

200

Ala Cys

Phe Asn

Gly

val

Ser

Gln

170

val

Leu

Glu

Arg

Gln

Phe

val

155

Trp

Thr

Thr

val

Gly

Gly

Ile

140

val

Lys

Glu

Leu

Thr

220

Glu

Thr
125

Phe

Cys

val

Gln

Ser

205

His

Cys

Tyr

110

Lys

Pro

Leu

Asp

Lys

Gln

225

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

<400> 115
atggacatga

115
708
DNA

cgctgtgaca
gtcaccatta
aaaccagggc
ccatccegtt
cagcctgaag
ggccaaggga
ccgecatctg
ttctatccca-
tcccaggaga
ctgacgctga

cagggcctga

<210> 116

musculus

gggtgccege
tccagatgac
ctrgtcggge
aggcecctag
tcagcggceag
attttgcaac
ccagggtaga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctcgecegt

tcagcrtectg
ccagtctcca
aagtcgagac
actcctcatc
tggatatggg
ttactcctgt
caccaaacgt
gaaatctgga
égtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

gggctcctgce
tccteccctgt
attagtgtct
tatggtgcat
acagatttcg
caacagagtrt
acggtggcetg
actgcctctyg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

tgctgtggct
cagcatctgt
atgtaaattg
ccaatttggg
ctctcaccat
atagtatccc
caccatctgt
ttgtgtgect
acgcecteca
cctacagect
acgcctgcga

gagagtgt

Pagina 99

cys
Leu

Pro Sser

Leu Asn

160

AsSn
175

Ser Lys

Ala Asp

Gly Leu

gagaggtgcg
aggagacaga
gtatcaactg
gtttggtgtc
cagcggtctg
tctgacgttc
cttcatcttce
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

708

222



Listado de Secuencias

<211> 236
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 116

Met Asp Met Arg val Pro Ala GIn Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Leu Arg Gly Ala Arg Cys Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser
20 25 30

Leu Ser Ala Ser val Gly Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser
35 40 45

Arg Asp Ile Ser val Tyr val Asn Trp Tyr GIn Leu Lys Pro Gly Gln
50 55 60

Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Asn Leu Gly Phe Gly val
65 70 75 80

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Ala Leu Thr
85 90 95

Ile Ser Gly Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Ser Cys GIn Gln
100 105 110

Ser Tyr Ser Ile Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg val Asp Thr
115 120 125

Lys Arg Thr val Ala Ala Pro Ser val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
130 135 140

Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu Asn Asn
145 150 155 160

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys val GIn Trp Lys val Asp Asn Ala Leu
165 170 175

GIn Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp
180 185 190

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
195 200 205

Glu Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His GIn Gly Leu Ser

210 215 220
Ser Pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235
<210> 117

<211 708 Pagina 100 9%0?3



<«212>
<213>

<400> 117
atggacatga

DNA
Mus

cgctgtgaca
atcaccataa
agatcaggga
ccctcaagat
cagcctgaag
ggccaaggga
ccgccatctg
ttcratccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

118
236
PRT
Mus

118
Met Asp Met
1

Leu

Arg Gly

Ala
35

Leu Ser

Gln Asp Ile

50

Ala
65

Pro Lys

Pro Ser Arg

Ile Ser Ser

G1n ser

115

ser

musculus

gggtgccege
tccagatgac
gttgccaggce
aagcccctaa
tccgtggaag
attttggaac
ccaaggtgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctcgecegt
musculus
Pr

Arg val
5

Ala
20

Arg Cy

Ser val G]

Asp Asn Ty

Il
70

Leu Leu

Phe Arg G1

85

Leu Gln

100

Pr

Tyr Pro Le

Listado de Secuencias

tcagctectg
ccagtctcca
gagtcaagac
actcctgatc
tagatctggg
ttattactgt
aatcaaacgt
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

o Ala GIn

Ile

s Asp

Arg
40

y Asp

r Leu Asn

55

e Tyr Asp

y Ser Arg

¢ Glu Asp

Phe
120

u Thr

Gln

Trp

Ala

Gly

gggctectgce
gactccctgt
attgacaact
tacgatgcat
acagattttt
ctacagcaga
‘acggtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

Leu
10

Leu Gly

Met Thr

25

Ile Thr Ile

Tyr GIn

Asn
75

Tyr

Ser Gly Thr

90

Phe Thr

105

Gln

Gly Thr

tgctgtggcet
ctgcatctgt
atttaaattg
acaatttgaa
ttttgaccat
gtagttaccc
caccatctgt
ttgtgtgect
acgccctccea
cctacagcect
acgcctgega

gagagtgt

Leu Leu

Gin Ser

30

ser Gln

Gln
60

Leu Lys

Asp Phe

Tyr Tyr Cys

110

val

r
~
w

125

pagina 101

Leu

Pro

Ser

Ala

Phe

gagaggtgcg
aggagacaga
gtatcagcag
ggcaggggtc
cagcagcctg
cctcacgttce
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

Leu
15

Trp
Asp Ser
Ala ser
Gly Lys

val
80

Gly

Leu Thr

95

Leu GIn

Glu Ile

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
708

IR



Listado de Secuencias

Lys Arg Thr val Ala Ala Pro Ser val phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp

130 135 140
Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu Asn Asn
145 150 155 160
Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys val GIn Trp Lys val Asp Asn Ala Leu

165 170 175
Gln Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp
180 185 190
Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
195 200 205

Glu Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His GIn Gly Leu Ser

210 215 220
Ser pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235
<210> 119
<211> 708
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 119
atggacatga gggtgcccgce tcagctcctg gggctcctgc tgctgtggct gagaggtgeg 60
cgctgtgaca tccagatgac ccagtctcca gectaccctgt ctctgtctcc aggggaaaga 120
gccaccctet cctgcaggge cagtcggagt gttagcagca acttagcctg gtaccagcag 180
aaacctyggec gggcccccag gectectcatg tttggtgeat ccaccaggge cactggtgtc 240
ccagcccggt tcagtggcag tgggtctggg acagagttca ctctcaccat cagcagcectg 300
cagtctgagg atgttgcaac ttattactgt cagcacgaca atgagttgcc gctcactttc 360
ggcggaggga caaaggtgga gctcaaacgt acggtggctg caccatctgt cttcatcttc 420
ccgccatctg atgagcagtt gaaatctgga actgcctctg ttgtgtgcct getgaataac 480
ttctatccca gagaggccaa agtacagtgg aaggtggata acgccctcca atcgggtaac 540
tcccaggaga gtgtcacaga gcaggacagc aaggacagca cctacagcct cagcagcacce 600
ctgacgcetga gcaaagcaga ctacgagaaa cacaaagtct acgcctgcga agtcacccat 660
cagggcctga getcgeccgt cacaaagage ttcaacaggg gagagtgt 708
<210> 120
<211> 236
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 120 '

Met Asp Met Arg val Pro Ala GIn Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 :

10

pPagina 102
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Listado de Secuencias

Leu Arg Gly Ala Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr GIn Ser Pro Ala Thr
20 25 30

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser
35 40 45

Arg Ser val Ser Ser Asn Leu Ala Trp Tyr GIn Gln Lys Pro Gly Arg
50 55 60

Ala Pro Arg Leu Leu Met Phe Gly Ala Sser Thr Arg Ala Thr Gly val
65 70 75 80

Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr
85 90 95

Ile Ser Ser Leu Gin Ser Glu Asp val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His
100 105 110

Asp Asn Glu Leu Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Leu
115 120 125

Lys Arg Thr val Ala Ala Pro Ser val pPhe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
130 135 140

Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu Ash Asn
145 150 155 160

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys val GIn Trp Lys val Asp Asn Ala Leu
165 170 175

GIn Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp
180 185 190

ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
195 200 205

Glu Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His Gln Gly Leu Ser
210 215 220

Ser Pro val Thr Lys Ser pPhe Asn Arg Gly Glu Cys

225 230 235

<210> 121

<211> 720 t

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 121

atggacatga gggtgcccgc tcagctcctg gggotcctge tgctgtggct gagaggtgcg 60

cgctgtgaca ttcagatgac tcagtccccc tcctctctct ccgettcagt cggggacaga 120 022;242

pPagina 103



gtgactatca
| tggtttcagce
ggttcagggg
attagctccc
ccctatacct
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca
gaagtcaccc
122

240
PRT

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

<400> 122

Homo

gctgccgagce
agaagccggg
ttcecteecg
tccagectga
tcggacaggg
tccegecatce
acttctatcc
actcccagga
ccectgacgcet

atcagggcct

sapiens

Listado de Secuencias

cagtgagtca
aaaagcccca
cttctccgge
agactttgct
tactaaactg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgecec

Met Asp
1

Leu Arg

Leu Ser

Glu Ser

50

Lys Pro

GTy ser
Phe Thr
Phe

Cys

Leu
130

Lys

Pro
145

Pro

Met
Gly
Ala
35

val

Gly

Gly

Leu

Gln

115

Glu

Ser

Arg

Ala

20

Ser

Asp

LyS

val

Thr
100

Gln

Ile

Asp

val
5
Arg
val
ASn
Ala
Pro
85
Ser
Lys

Glu

Pro

Cys

Tyr

Pro

70

Ser

ser

Lys

Arg

Gln
150

Ala

Asp

Asp

Gly

55

LysS

Arg

ser

Glu

Thr
135

Leu

Gln
Ile
Arg
40

Ser
Leu
Phg
Leu
val

120

val

Lys

Gln

Ala

Ser

gtcgataatt
aagctcctca
tctgggtctg
acctattttt
gagattaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

Leu Gly

10

Leu

Gln Thr

25

Met

val Thr Ile

Ser Phe Met

Leu Ile Tyr

75

Ser Gly Ser

90

Pro Glu

105

Pro Tyr Thr

Ala Pro

Thr
155

Gly

atggctcatc
tttacgccgce
gcactgattt
gccagcagag
gtacggtggc
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

Leu

Gin

Ser

Asn

60

Ala

Gly

Asp

Phe

Ser
140

Ala

Pagina 104

Leu

ser

Ccys

45

Trp

Ala

Ser

Phe

Ser

Leu
Pro
30

Arg
Phe
sSer
Gly

Ala
110
GIn

Phe

val

cttcatgaat
ttcaaaccag
tacactgact
caaagaggtc
tgcaccatct
tgttgtgtgc
taacgccctce
cacctacagc
ctacgcctge

gggagagtgt

Leu
15

Trp
Ser Ser
Ala ser
GIn Gln

Gln
80

Asn

Thr Asp

Thr Tyr

Gly Thr

Ile Phe

val Cys

160

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

R,



Leu

Asp

ASp

Lys

Gln
225

Leu

Asn

ser

Ala

210

Gly

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

<400>

Asn

Ala

Asp

Leu

123
16
PRT

Asn

Leu

180

Asp

Tyr

ser

Phe

165

Gln

Ser

Glu

Ser

Mus musculus

123

Arg Ser Ser GIn Ser
1 5

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

<400>

Lys val Ser Asn Arg
1

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

<400>

Ser GIn ser Thr His
1 5

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

<400>

124
7
PRT

Mus musculus

124

125
9
PRT

5

Mus musculus

125

126
112
PRT

Mus musculus

126

Asp val val Met Thr

1

5

Asp Gln Ala Ser Ile

20

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

230

Leu

Phe

val

Gln

Ser

Listado de Secuencias
Pro Arg Glu Ala Lys val Gln

Gly Asn

Tyr Ser
200

His Lys
215

val Thr

Glu His

Ser

170

Ser Gln
185
Leu Ser

val Tyr

Lys Ser

ser Asn
10

Pro Leu Thr

Thr Pro

Cys Arg

Glu

Ser

Ala

Phe
235

Gly

Ser

Thr

Cys

Asn

AsSn

val

Leu

205

Glu

Arg

Thr

Trp

Thr

190

Thr

val

Gly

Tyr

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu

Leu
15

val
Gjn
Ser
His

Cys
240

His

Leu Ser Leu Pro val Ser Leu Gly

10

15

Ser Ser Gln Ser Leu Glu His Ser

25

Pdgina 105
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Listado de Secuencias
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu GIn Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys val Ser Asn Arg Phe Ser Gly val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr.Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

ser Arg val Glu g]a Glu Asp Leu Gly val Tyr Phe Cys Ser g}n Ser
5 90

Thr His val Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys val Glu Leu Lys

100 105 110
<210> 127
<211> 5
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 127
Thr Tyr Gly Met Ser
1 5
<210> 128
<211> 17
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 128
Trp Ile Asn Thr Tyr Ser Gly val Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe Lys
1 5 10 15
Gly
<210> 129
<211> 12
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 129
Gly Arg Glu Tyr Tyr Tyr Gly Ser Gly Ile Ala Phe
1 5 ' 10
<210> 130
<211> 121
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 130

GIn Ile His Leu val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

229
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Listado de Secuencias

Thr val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Ser Phe Thr Thr
20 25 30
Gly Met Ser Trp val Lys GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp
35 40 45
Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Ser Gly val Pro Thr Tyr Ala Asp Asp
- 50 55 60
Lys Gly Arg Phe Ala Phe ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala
65 70 75
Leu GIn Ile Asn Asn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe
85 90 a5
val Arg Gly Arg Glu Tyr Tyr Tyr Gly Ser Gly Ile Ala Phe Trp
100 105 110
GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ala
115 120
<210> 131
<211> 15
<212> PRT
<213> Mus musculus’
<400> 131
Arg Ala ser Glu Ser val Asp Asn Tyr Gly Ser Ser Phe Met Asn
1 5 10 15
<210> 132
<211> 7
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 132
Ala Ala ser Asn Gln Gly Ser
1 5
<210> 133
<211> 9
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 133
Gln Gln Ser Lys Glu val Pro Tyr Thr
1 5
<210>. 134
<211> 111
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 134
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Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Gly

30



Asp
1

Gln
Gly
Lys
Arg

65

Pro

Arg

Ser

Leu

50

Phe

Met

val

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

<400>

val Leu Thr

Ala Thr Ile
20

Ser Phe Met
35

Leu Ile Phe

Ser Gly Ser

Glu Glu Asp
85

Pro Tyr Thr
100

135

5

PRT

Mus musculus

135

Ser Thr Tyr Ile Ser
1 5

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

<400>

136

17

PRT

Mus musculus

136

Gln

Ser

Asn

Ala

Gly

70

AsSp

Phe

ser

cys

Trp

Ala

55

Ser

Ala

Gly

Listado de Secuencias
Pro Pro Ser Leu Ala val
10

Arg Ala Ser Glu Ser val
25

Phe GIn GIn Lys Pro Gly
40 45

Ser Asn GIn Gly Ser Gly
60

Gly Thr Asp Phe Ser Leu
75

Ala Met ggr Phe Cys Gln

Gly Gly Thr Lys Leu Glu

Ser
AsSp
30

Gln

val

Asn

Ile
110

Leu

15

AS

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Ly

n

S

Gly

Tyr

Pro

Ala

His

80

Lys

Trp Ile Tyr Ala Gly Thr Gly Gly Thr Arg Tyr Asn Arg Lys Phe Thr
pl 5 10 15

Gly

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

<400>

1

<210>
<211>
<212>

137

9

PRT

Mus musculus

137

138
118
PRT

Glu Gly val Asp Gly Trp Phe Thr Tyr
5
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Listado de Secuencias
<213> Mus musculus

<400> 138
GIn Gly Gln Met Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser val Gln Leu Ser Cys Lys Thr Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Thr
20 25 30

Tyr Ile ggr Trp Leu Lys GIn Lys Pro Gly GIn Ser Leu Glu Trp Ile
40 45

Ala Tgp Ile Tyr Ala Gly Thr Gly Gly Thr Arg Tyr Asn Arg Lys Phe
5 55 60

Thr Gly Lys Ala GIn Leu Thr val Asp Thr Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Gln Phe Ser ggr Leu Thr Thr Glu Asp Ser Ala Ile Tyr Tyr Cys
90 95

Ala Arg Glu Gly val Asp Gly Trp Phe Thr Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110

Leu val Thr val ser Ala

115

<210> 139

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 139

Arg Ala Ser Glu Ser val Asp Asn Tyr Gly Ile Ser Phe Met Asn

1 S 10 15
" <210> 140

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 140

Asp Ala Ser Asn Gln Gly Tyr

1 5

<210> 141

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 141

GIn GIn Ser Lys Glu val Pro Tyr Thr
5

1
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<210> 142

<211> 111

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 142

Asp Ile val Leu Thr Gln

1 5

Gln Arg Ala Thr Ile Ser

20

Gly Ile Ser Phe Met Asn
35

Lys Leu Leu Ile Tyr Asp

50

Arg Phe Ser Ala Ser Gly

65 70

Pro Met Glu Glu Asp Asp

85
Glu val Pro Tyr Thr phe
100

<210> 143

<211> 5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<40Q0> 143

Ser His Tyr Ile Ser
1 5

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

<400>

144

17

PRT

Mus musculus

144

Ser

cys

Trp

Ala

55

ser

Ile

Gly

Listado de Secuencias

Pro

Arg

Phe

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Ala

Ala

25

GIn

Asn

Thr

Met

Gly

Ser

10

Ser

GIn

GlIn

Asp

Tyr

90

Thr

Leu

Glu

Lys

Gly

Phe

75

Phe

Lys

Ala

Ser

Pro

Tyr

60

Ser

Cys

Leu

val

val

Gly

45

Gly

Leu

GIn

Glu

Ser

Asp

30

GIn

val

Asn

Glin

Leu

15

ASn

Pro

Pro

Ile

Ser

" 95

Ile
110

LysS

Gly

Tyr

Pro

Ala

His

80

Lys

Irp Ile Tyr Ala g]y Thr Gly Gly Thr Agg Tyr Asn GIn Lys Phe Thr
1 : 15

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

145
9
PRT

Mus musculus

145
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Listado de Secuencias

Glu Gly val Asp Gly Trp Phe Thr Tyr
5

1

<210> 146

<211> 118

<212> PRT i
<213> Mus musculus
<400> 146

GIn Gly G1n Met GIn GIn Ser Gly Ala Glu Leu val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser val Lys Leu Ser Cys Lys Thr Ser Gly Phe Thr Phe Asn Ser His
20 25 30

Tyr Ile Ser Trp Leu Lys GIn Lys Pro Gly GIn Thr Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Ala Trp Ile Tyr Ala Gly Thr Gly Gly Thr Arg Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Thr Gly Lys Ala GIn Leu Thr val Asp Thr Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met GIn Phe Ser Ser Leu Thr Thr Glu Asp Ser Ala Ile Tyr gyr Cys
8BS 90 5

Ala Arg Glu Gly val Asp Gly Trp Phe Thr Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu val Thr val Ser Ala

115
<210> 147
<211> 15
<212> PRT
<213> Rattus naorvegicus
<400> 147
Arg Ala Ser GIn Ser val Ser Ile Ser Gly His Asn Leu Met His
1 5 10 15
<210> 148
<211> 7
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus
<400> 148

Arg Ala Ser Asn Leu Pro Ser
1 5

<210> 149

<211> 9 BLP
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Listado de Secuencias

<212> PRT
<213> Rattus norvegicus
<400> 149

GIn GIn Ser Arg Glu Ser Pro Trp Thr
1 5

<210> 150
<211> 110
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus
<400> 150

Asp Ile val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Leu Ala val Ser Leu Gly GIn
1 5 10 15

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser val Ser Ile Ser Gly
20 25 30

His Asn Leu Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Gln Pro Lys
35 40 45

Leu Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Leu Pro Sef Gly Ile pPro Ala Arg
50 55 60

Phe ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gly Phe Thr Leu Thr Ile Asn Pro
65 70 75 - 80

val Gln Ala Asp Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gln Ser Arg Glu
85 90 95

ser Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Thr Leu Glu Leu Lys

100 105 110
<210> 151
<211> 10
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 151
Gly Phe Pro Phe Ser Asn Tyr Gly Met Ala
1 . 5 10
<210> 152
<211l> 17
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 152

Ser Ile Thr Tyr ésp Gly Ser Ile -Thr Ege Tyr Arg Asp Ser Xg? Lys
1

Gly
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<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

ser Asp
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Glu val
1

Ser Leu
Gly Met

Ala ser
50

Lys Gly
Leu GIn
Thr ser
Tyr Trp

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

<400>

Ser Ser
1

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

153

15

PRT

Mus musculus

153

Thr Thr ﬁsp

154
124
PRT
Mus musculus

154

Arg Leu val
5

Lys Leu Ser
20

Ala Trp val
35

Ile Thr Tyr
Arg Phe Thr

Met Asp Ser
85

Ser Asp Thr

Gly Gln Gly
115

155

5

PRT

Mus musculus

155
Tyr Ile Ser
5

156

17

PRT

Mus musculus

Tyr

Glu

Ccys

Arg

ASp

Ile

70

Leu

Thr

Thr

Tyr

ser

Ala

GIn

Gly

55

ser

Arg

ASp

Leu

Listado de Secuencias

His

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ser

Tyr

val
120

Gly

Gly

ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Tyr

105

Thr

Gly
10

Gly

10

Gly

Thr

Thr

Asn

Asp

90

His

val

Phe

Leu

Phe

Arg

Phe

Ala

75

Thr

Gly

Ser

Trp

val

Pro

Gly

TYr

60

LYys

Ala

Gly

Ser
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Phe

Gln

Phe

Leu

45

Arg

Ser

Thr

Phe

Ala

Pro

ser

30

Glu

ASp

Thr

TYyr

Trp
110

Tyr

Gly
15

AsSn
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Phe

Arg

Tyr

val

val

Tyr

Cys

Ala

I3 6



Listado de Secuencias

<400> 156

Trp Ile Tyr Ala Gly Thr Gly Ala Thr Arg Tyr Tyr Gln Arg Phe Thr
1 5 10 15
Gly

<210> 157

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 157 »

Glu Gly val Asp Gly Trp Phe Thr Tyr

1 5

<210> 158

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 158

Arg Ala Ser Glu Ser val Asp Asn Tyr Gly Ile Ser Phe Met Asn
1 5 10 15
<210> 159

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 159

Asp Ala Ser Asn GIn Gly Tyr

1 5

<210> 160

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 160

Gln Gln Ser Lys Glu val Pro Tyr Thr

1 5

<210> 161

<211> 5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 161

Ser Ser Tyr Ile Ser
1 5

<210> 162
<211> 17

<212> PRT |
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Listado de Secuencias
<213> Mus musculus

<400> 162

Trp Ile Tyr Ala Gly Thr Gly Ala Thr Arg Tyr Tyr GIn Arg Phe Thr
1 5 10 15

Gly

<210> 163

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 163

Glu Gly val Asp Gly Trp Phe Thr Tyr
1 5

<210> 164

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 164

Arg Ala Ser Glu Ser val Asp Asn Ser Gly Ile Cys Phe Met Asn
1 5 10 15
<210> 165

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 165

Asp Ala Ser Asn GIn Gly Tyr

1 5

<210> 166

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 166

GIn GIn Ser Lys Glu val Pro Tyr Thr
1 5

<210> 167
<211> 5§
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 167

Ser Thr Tyr Ile Ser
1 5

<210> 168 O?%
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Listado de Secuencias

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 168

Trp ITe Tyr Ala Gly Thr Gly Gly Thr Arg Tyr Asn Arg Lys Phe Thr
1 5 10 15
Gly

<210> 169

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 169

Glu Gly val Asp Gly Trp Phe Thr Tyr

1 5

<210> 170

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 170 |
Arg Ala Ser Glu Ser val Asp Asn Tyr Gly Thr Ser Phe Met Asn
1 5 10 15
<210> 171

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 171

Ala Ala Ser Asn Gln Gly Ser
1 5

<210> 172

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 172

GIn GIn Ser Lys Glu val Pro Tyr Thr
1 5
<210> 173

<211> 14

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 173

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Leu Gly Ala ggy Tyr Asp val Asn
5

1
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Listado de Secuencias

<210> 174

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 174 '

Gly Asn Glu Ile Arg Pro Ser
1 5

<210> 175
<211> 11
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 175

Glu Thr Trp Asp Ser Ser Leu Ser Thr val val
1 5 10

<210> 176
<211> 111
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 176

Gln ser val val Thr GIn Pro Pro Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
1 5 10 15

Arg val Thr Met Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Leu Gly Ala Gly
20 25 30

Tyr Asp §a1 Asn Trp Tyr Gln GIn Leu Pro Gly Lys Ala Pro Lys val
5 40 45

Leu Ile Tyr Gly Asn Glu Ile Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60 -

ser Gly Ser Lys Ser Asp Thr Ser aAla Thr Leu Asp Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gln Thr Gly Asp g]u Ala Asp Tyr Tyr 855 Glu Thr Trp Asp Ser Ser
5 95

Leu Ser Thr val val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu

100 105 110
<210> 177
<211> 11
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 177

Arg Ala Ser GIn Ser Ile Ser Glu Tyr Leu Asn
1 5 10
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Gly val
1

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

<400>
GIn G1n
1

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

<400>
Asp Ile
1

AsSp Arg

Leu Asn

Tyr Gly

50

Sser
65

Gly

Glu Asp

Thr Phe

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

<400>

Arg Ala
1

178

7

PRT

Mus musculus

178

Ser Thr Arg
5

179

9

PRT

Mus musculus

179

Asp Tyr Asn
5

180
107
PRT
Mus musculus

180

Gln Met Thr

Thr Ile

20

val

Trp GIn

35

Tyr

val Ser Thr

Ser Gly Thr

val
85

Ser Ala

Gly Gln
100

Gly

181

11

PRT ‘

Mus musculus

181

Ser GIn ser
5

Ala

val

Gln

Thr

GlIn

Arg

ASp

70

Tyr

Thr

Ile

Thr

Pro

Ser

Cys

LysS

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Asn

Listado de Secuencias

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

ASp

Thr

ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Asn

Ser Leu Ser

10

Ser GIn Ser

Gln Ala Pro

Ala
60

Ile Ala

Tle
75

Thr Ser

Gln
90

ASp Tyr

Ile Lys

Leu Asn
10
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Ala

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ser

ser

30

Leu

Phe

Leu

val

val

15

Glu

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr



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

<4Q0>

182
7

PRT

Mus musculus

182

Ala Ala ser Thr Ser

1

<210>
<Z211>
<212>
<213>

<400>

1

'<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Ile
1

ASp Arg

Leu Asn

phe Ala
50

Asn Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

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

<400>

183

9
PRT

5

Mus musculus

183

184
107
PRT

Gln GIn Asn Asp Ser
5

Mus musculus

184

GIn

val

Trp

35

Ala

Phe

val

Gly

185
11
PRT

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Gly

GIn
100

Thr

Ile

Leu

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Mus musculus

185

GIn Ala Ser Gln Asp
1 5

Gln

Met

Gln

Thr

Gln

Ser

ASp

70

Tyr

Thr

Ile

Ser

Pro

Ser

Cys

Lys

Tyr

Arg

Asn

Listado de Secuencias

Phe

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Ser

Cys

Leu

Asn

Thr

Phe

Ala

25

Gly

Gly

Leu

GIn

Tyr

Ser Leu
10

ser Gln

Lys Ala

val Pro

Ile Ile
75

GIn Asn
90

Ile Lys

Leu Ser
10

ser

ser

Pro

ser

60

ser

ASp
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Ala

Ile

Lys

Arg

Gly

Ser

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Met

val

15

Asp

Leu

Ser

GlIn

Pro
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Phe

I



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

<400>

186
7

PRT
Mus musculus

186

Asp Thr Ser Asn Leu Glu
1 ,

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

<400>

5

187

9

PRT

Mus musculus

187

GIn GIn Ser Asp Ash Leu

1

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

<400>

5

188
107
PRT
Mus musculus

188

Asp Ile Gin Leu Thr Gln
1 5

Asp Arg
Leu Ser

Tyr Asp
50

Ser Gly
65

Glu Asp
Thr Phe

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

<400>

Arg Ala
1

val Thr Ile
20

Trp Tyr Gln
35

Thr Ser Asn

ser Gly Thr

Ile Ala Thr
85

Gly Gln Gly
100

189

12

PRT

Mus musculus

189

ser GIn Arg
5

Thr

Gln

Leu

ASp

70

Tyr

Thr

val

Thr

Pro

Ser

cys

Lys

Glu

55

Phe

TYyr

Lys

sSer

Listado de Secuencias

Tyr

Pro

GIn

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Ser

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

GlIn

Glu
105

ser

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

GIn
30

Tyr
10

Leu Ser

Gln Asp

Ala Pro

Pro Ser

60

Ile Ser
75

ser Asp

LysS

Leu Ala
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Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

Asn

Ser

Asn

30

val

Phe

Leu

Leu

val
15

Asn

Leu

Ser

GIn

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

I Le3



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

<400>

190
7

PRT
Mus musculus

190

Gly Thr ser Ser Trp Ala
1 5

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

<400>

191

9

PRT

Mus musculus

191

GIn GIn Ser Ser Ser Ile

1

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

<400>

Asp Ile
1

Glu Arg
Tyr Leu
Met Tyr

Gly Sser
65

Pro Glu
Tyr Thr

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

<400>
Arg Ala
1

5
192
108
PRT
Mus musculus
192
Gln Met Thr
5

Ala Thr Leu
20

Ala Trp Tyr
35

Gly Thr Ser

Gly Ser Gly

Asp Phe Ala
85

Phe Gly Gln
100

193

12

PRT

Mus musculus

193

ser Gln Thr
5

Gln

Phe

Gln

Ser

Thr

70

Thr

Gly

Leu

Thr

Pro

ser

Cys

GIn

Trp

55

Asp

Tyr

Thr

Ser

Listado de Secuencias

Tyr

Pro

Arg

Arg

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Phe

Thr

Gly Thr
10

Ala Ser
25

Pro Gly
Thr Gly
Thr Leu
Cys Gln

90

Leu Glu
105

Asp Phe
10

Leu Ser

Gln Arg

Gln Ala

Ile Pro

60

Thr Ile
75
Gln Ser

Ile Lys

Phe Ala
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Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

ser

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ile
95

Gly

Ser

Leu

Ser

GIn

80

Pro



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

<400>
Gly Ile
1

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

<400>

194

7

PRT

Mus musculus

194

Ser Thr Arg
5

195

9

PRT

Mus musculus

195

Ala

GIn GIn Ser ser Ser Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Glu Thr
1

Glu Arg

Phe Phe

Ile Ser
50

Gly Ser
65

Pro Glu
Leu Thr

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

<400>

Arg Ala
1

5

196
108
PRT
Mus musculus
196

Thr Leu Thr

Ala Thr Leu
20

Ala Trp Tyr
35

Gly Ile ser
Gly Ser Gly

Asp Phe Ala
85

Phe Gly Gly

197
11
PRT
Mus musculus

197
ser Gln ger

GIn

ser

Gln

Thr

Thr

70

val

Gly

Ile

Ala

Pro

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

ser

Listado de Secuencias

Leu

Pro

Arg

Phe

Phe

Lys

Asp

Thr

Ala Leu Leu

10

Ala Ser G1n Thr

25

Pro Gly Gln Ala

Ala Gly val

Thr
75

Cys GIn Gln
90

val Glu

105

Tyr Leu Asnh
10
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Ser

Pro
60
Leu Thr Ile

Ser

Ile Arg

Leu

Leu

Pro

45

Asp

Asp

Ser

ser

ser

30

Ser

Arg

Arg

ser

Pro

15

Phe

Leu

Phe

Leu

Leu
95

Gly

ASp

Leu

Ser

Glu

80

Pro

91,5



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

<400>

198
7
PRT

Mus musculus

198

Ala Ser asn Thr Leu

1

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

<400>

199
9
PRT

5

Mus musculus

199

Gln GIn Ser Tyr Arg
1 5

<210> 200

<211> 107

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 200

Asp Ile Gln Met Thr

1 _ 5

Asp Arg val Thr Ile

20

Leu Asn Trp Tyr Gln
35

Phe Ala Ser Asn Thr

50

Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp Phe Gly Thr

85
Thr pPhe Gly Gly Gly
100

<210> 201

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 201

Arg Ala Ser Gln Ser
1 5

GlIn

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ile

Gly

Pro

Ser

cys

Arg

Gln

55

Phe

TYr

Lys

Ser

Listado de Secuencias

Leu

Pro

Arg

Pro

40

Gly

Thr

Cys

val

Asp

Thr

Ser Ser Leu Ser
10

Ala Ser GIn Ser
25

Gly Lys Ala Pro

Gly val Pro Ser
60

Leu Thr Ile Asn
75

Gln GIn Ser Tyr
90

Giu Ile Lys
105

Ser Leu Asn
10
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Ala

Ile

Asn

45

Arg

Ser

Arg

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

val

15

Asp

Leu

Arg

GIn

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

His

80

Leu

V1



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

<400>

1

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

<400>

202
7
PRT

Mus musculus

202

203
9
PRT

Ala Ala Ser Gly Leu
5

Mus musculus

203

Gln Gln Ser Tyr Ser
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Asp Ile
1

ASp Arg
Leu Asn

Tyr Ala
50

Gly Gly
65

Glu Asp
Thr Phe

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

<400>

204
107
PRT

Mus musculus

204

Gln

val

Trp

35

Ser

Phe

Gly

205
11
PRT

Met

Ala

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr
5

Ile
GIn
Gly
Thr
Thr

85

Gly

Mus musculus

205

GIn Ala Ser GlIn Asp

1

5

Pro

Ala

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ile

ser

Pro

Ser

Cys

Lys

Pro

55

Phe

TYyr

Lys

ASn

Listado de Secuencias

Leu

Pro

Arg

Pro

40

sSer

Thr

Cys

val

Asn

Thr

Leu

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Tyr

ser
10

Ser

Lys

val

val

GIn

90

Ile

Leu

Gln

Pro

Pro

Ile

75

Ser

Ser

Leu Asn

10

Ser

Ser

Pro

ser

60

ser

Tyr
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Ala

Ile

Arg

Thr

Ser

Ser

Ser

30

Ile

Phe

Leu

Ala

val
15

ASp
val
ser

Gln

Pro
95

Gly

Ser

Ile

Gly

Pro

80

Leu

e}



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

<400>

1

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

<400>

206
7

PRT

Mus musculus

206

207
9
PRT

Asp Ala Ser Asn Leu
5

Mus musculus

207

GIln GIn Tyr Asp Asn
1 5

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

<400>

208
107
PRT

Mus musculus

208

Asp Ile Gln Met
1

Asp Arg

Leu Asn

Phe Asp
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr phe

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

<400>

val

Trp

35

Ala

Ser

Ile

Gly

209
14
PRT

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Mus musculus

209

Thr Gly Ser Ser Ser
1 5

Ala

Leu

GIn

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

ASN

Ala

Pro

Ser

cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Ile

Listado de Secuencias

Leu

Pro

Gln

G1n

40

Ala

Thr

Cys

val

Gly

Thr

ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

105

Ala

ser Leu Ser
10

Ser GIn Asp

Lys Ala Pro

val Pro Ser
60

Thr Ile Ser
75

GIn Tyr Asp
90

Asn Lys

Ala

Ile

Lys

Arg

ser

Asnh

Ser

Asn

30

val

Phe

Leu

Leu

Gly Tyr Asp val His
10
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Ile

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

TYyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu



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

<400>

1

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

<400>

210
7
PRT

Mus musculus

210

211
11
PRT

Ala Asn Asp Tyr Arg
5

Mus musculus

211

GIn Ser Tyr Asp Asn
1 5

Thr

5

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

<210> 212

<211> 111

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 212

GIn ser val ‘val

1

Arg Ile Thr Ile
20

Tyr Asp val His

35
Leu Ile Phe Ala
50

Ser Ala Ser Lys

65

GIn Ser Glu Asp

Leu Ser Gly Tyr
100

<210> 213

<211> 14

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 213

Thr Gly Ser ser Ser
1 5

Pro

Arg

GIn

Cys

Tyr

Asp

Ala

70

Ala

Phe

Asn

ser

Leu

Pro

Thr

Gln

TYyr

55

Thr

Asp

Gly

Ile

Listado de Secuencias

Ser

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Thr

Gly

Gly

Ala:

Ser

25

Phe

Pro

Ala

Tyr

Gly

Tyr
10

val
10

Ser
Pro
Ser
Ser

Cys

Thr

val

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

val

Ala Gly Tyr Asp
10
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Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

val

Pro

Gly

30

Pro

ASp

Arg

ASp

val
110

His

Gly
15

Ala
Lys
Arg
Gly
Asn
95

Leu

Gln

Gly

val

Phe

Leu

80

Arg



Listado de Secuencias

<210> 214

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 214

Ala Asn Thr Asn Arg Pro Ser
1 5

<210> 215

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 215

Gln Ser Tyr Asp Asn Ser val ser Ala Tyr val
1 5 10
<210> 216

<211> 111

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 216

GIn Ala val Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Arg
1 5 10 15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly
20 25 30

Tyr Asp val His Trp Tyr Gln GIn Leu Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
35 40 45

val Ile Ser Ala Asn Thr Asn Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Asn Ser

85 90 95

val Ser Ala Tyr val pPhe Gly Thr Gly Thr Lys val Thr val Leu

100 105 110
<210> 217
<211> 14
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 217

Thr Gly Ser Arg Ser Asn Ile Gly Ala G%y Tyr Asp val Gln
5 1

1
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<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Ala Asn
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
GIn ser
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln Ser
1

Arg val
Tyr Asp

Leu Ile
50

Ser Gly
65

Gln Ala

Leu Ser

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

<400>

Thr Gly
1

218

7

PRT .

Mus musculus

218

Asn Ile Arg
5

219

11

PRT

Mus musculus

219

Tyr Asp Arg
5

220
111
PRT
Mus musculus
220

Ala Leu Thr

Thr Ile Ser
20

val Gln Trp
35

Tyr Ala Asn
Ser Lys Ser

Glu Asp Glu
85

Gly Tyr val
100

221

14

PRT

Mus musculus

221

Ser Ser Ser
5

Ser

Ser

GIn

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Asn

Ser

Leu

Thr

Thr

G1n

Ile

55

Thr

Thr

Gly

Ile

Listado de Secuencias

Ser

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Thr

Gly

Gly

Ser

Ser

25

Phe

ser

Ala

TYyr

Gly

Ala

TYyr
10

val

10

Arg

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr

Gly
10

val

Ser

Ser

Gly

Gly

l.eu

75

Gln

Glu

Tyr

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

ser

val

ASp
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Thr

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

val

Pro

Gly

30

Pro

ASp

Thr

ASp

val
110

His

Gly

15

Ala

Arg

Arg

Gly

Arg

95

val

GIn

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Lol



Pro

<210> 222

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 222

Gly Asp Thr Asn Arg
1 5
<210> 223

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 223

GIn Ser Tyr Asp Ser
1 5

<210> 224
<211> 111
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 224

GIn Ser val Leu Thr
1 S

Arg val Thr Ile Ser
20

Tyr Asp val His Trp
35

Leu Ile Tyr Gly Asp
50

ser Gly Ser Lys Ser

65
GIn Thr Glu Asp Glu
85

Leu Arg Ala Tyr val
100

<210> 225

<211> 14

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 225

Thr Gly Ser Ser Ser
1 5

Ser

Gln
cys
Tyr
Thr
Gly
70

Ala

Phe

AsSh

Ser

Leu

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Asp

Gly

Ile

Listado de Secuencias

Arg

Pro

Gly

GIn

40

Arg

Ser

Tyr

Thr

Gly

Ala

Ser

ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Ala

Tyr
10

val

10

Ser

Pro

sSer

Ser

Cys

90

Thr

val

ser

Ser

Arg

Gly

Leu

75

GIn

LysS

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

val

Gly Tyr Asp

10
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Ala

e

Ala

45

Pro

Ile

TYr

Thr

val

Pro

Gly

30

Pro

ASp

Thr

Asp

val
110

His

Gly
15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Gln
G?y
Leu
Phe
Leu

80

Ser

9



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

<400>

1

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

<400>

1

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

<400>

226
7
PRT

Mus musculus

226

227
11
PRT

Gly Asn Asn Asn Arg
5

Mus musculus

227

228
111
PRT

GIn Ser Tyr Asp Ser
5

Mus musculus

228

GIn ser val val Thr

1

Arg val

Tyr Asp

Leu Ile
50

ser Gly
65

Gln Thr

Leu Ser

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

<400>

1

Thr

val
35

Phe

Ser

Glu

Ala

229
13
PRT

Ile

20

His

Gly

Lys

Asp

Tyr
100

5

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

Mus musculus

229

Thr Arg Asn Ser Gly
5

Pro

sSer

Gln

Cys

Tyr

AsSn

Gly

70

Ala

Phe

ser

Ser

Leu

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Thr

val

Gly

Listado de Secuencias

Ser

Pro
Gly
GlIn
40

Arg
Ser

Tyr

Gly

Ala

Ala

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ser

Tyr val
10

val Ser
10

ser Ser

Pro Gly

ser Gly

Ser Leu
75

Cys GIn
90

Thr Gln

Asn Tyr
10

Gly

Asn

Ala

Ile

60

Ala

Ser

val

val
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Ala

Ala
45

Pro

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Asp

val
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

GIn

Gly

val

val

Leu

80

Ser

253



Thr

Ser

Tyr

Asn

Ile

Asp

85

Tyr

<210> 230
<211> 7
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 230
Glu Asp Asn Gln Arg
1 5
<210> 231
<211> 11
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 231
Gin ser Tyr Asp Ser
1 5
<210> 232
<211> 112
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 232
Asn Phe Met Leu
1
Thr val Thr Ile

20
Tyr val Gln Trp

35
Ile Tyr Glu Asp
50

Gly ser Ile Asp
65
Leu Lys Thr Giu
Ser Asn Pro Phe

100
<210> 233
<211> 13
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 233

1

Thr Arg Ser Ser Gly
5

Pro

Ser

Gln

cys

Gln

Gln

Ser

70

Glu

val

Ser

Ser

Asn

Pro

Thr

G1n

Arg

55

Ser

Ala

Phe

Ile

Listado de Secuencias

Pro

His

Arg

Arg

40

Pro

ASn

Asp

Gly

Ser

Phe

Ser

Asn

25

Pro

Ser

Ser

Tyr

Thr
105

Ser

Tyr
10

val

10

ser

Gly

Gly

Ala

Tyr

Gly

val

Ser

Ser

val

Ser

75

Cys

Thr

Glu

Ser

Ser

Pro

60

Leu

Gln

Lys

Asn Tyr val

10
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Ser

Ile

Pro

45

Asp

Thr

Ser

val

Gln

Pro

Ala

30

Ala

Arg

Ile

TYyr

Thr
110

Gly

15

Ser

Thr

Phe

Ser

Asp

95

val

Lys

Asn

val

Ser

Gly

80

Ser

Leu

NYY



e
ke

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

<400>

Glu Asp
1

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

<400>

Gln ser
1

<210>
<211>
<212>
<Z213>

<400>

Asn Phe
1

Thr Ile

Tyr val

Met Ser
50

Gly ser
65

Leu Lys

Asp Ile

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

<400>

Gln Ala
1

234

7

PRT

Mus musculus

234
Asp Gln érg

235
10
PRT
Mus musculus

235

Tyr Asp Thr
5

236
111
PRT
Mus musculus
236
Met Leu Thr
5
Thr Ile Ser
20
Gln Trp Tyr
35
Glu Asp Asp
Ile Asp Ile
Pro Glu Asp
85
Pro Tyr val
100
237
11
PRT
Mus musculus

237

ser Gln Asp
5

Pro

ASp

Gln

Cys

GIn

GIn

Ser

70

Glu

Phe

Ile

Ser

Ile

Pro

Thr

Gln

Arg

55

Ser

Gly

Gly

ASp

Listado de Secuencias

Pro

His

Arg

Arg

40

Pro

Asn

Asp

Thr

Asn

TYr

ser

ser

25

Pro

Ser

Ser

Tyr

Gly

Tyr

val
10

val

10

Ser

Gly

Gly

Ala

Tyr

Thr

Leu
10

Ser

Gly

Ser

val

Phe

75

Cys

Lys

Asn

Glu

sSer

ser

ser

60

Leu

Gln

val
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Ser

Ile

Pro

45

ASp

Thr

Ser

Thr

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Ile

Tyr

val
110

Gly
15

sSer

Phe

Ser

ASp
a5

Leu

Lys

Asn

val

Ser

Gly

80

Thr

255



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

<400>

Asp Ala
1

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

<400>

238

7

PRT

Mus musculus

238 °

Tyr Asn Leu
5

239

9

PRT

Mus musculus

239

Lys

Leu GIn Gln Tyr Arg Tyr
1 5

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

<400>

240
107
PRT
Mus musculus

240

?Sp Ile Gln Met Thr Gln
5

Asp Arg

Leu Asn

Tyr ASp
50

Ser Arg
65

Glu Asp

Thr pPhe

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

<400>

Thr Gly
1

Ile Thr Ile
20

Trp Tyr Gln
35

Ala Tyr Asn
Ser Gly Thr

Phe Ala Thr
85

Gly Gly Gly

241
14
PRT
Mus musculus

241

Gly Ser ser
5

Ser

Gln

Leu

Asp

70

TYr

Thr

Asn

Ala

Pro

ser

Cys

Lys

LyS

Phe

Tyr

Lys

Ile

Listado de Secuencias

Leu

Pro

GlIn

ser

40

Ala

Phe

Cys

val

Gly

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
10S

ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln
90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Gln

Lys

Ser

ASp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ala Sser

Ile Asp

30

Lys Leu

Arg Phe

Ser Leu

Arg Tyr

Ala Gly Tyr Glu val His
10
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val

15

Asn

Leu

Arg

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Gly

Pro
80

Leu

95¢



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

<400>
Gly Asp
1

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

<400>

Gln Ser
1

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

<400>
GIn Ser
1

Arg val

Tyr Glu

Ile
50

Leu

Ser Ala

65

Gln Asp

Leu Ser

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

<400>

Arg Thr
1

242

7

PRT

Mus musculus

242

ASNn ASp Arg
5
243
11
PRT
Mus musculus

243

Tyr Asp Thr
5

244
111
PRT
Mus musculus

244
val Leu Thr

Ile
20

Thr Ser

val His

35

Trp

Gly Asp

Ser Glu Ser

Glu
85

ASp Asp

Ala Trp val

245

12

PRT

Mus musculus

245

Ser Gln Ser
5

Pro

Ser

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

val

Ser

Leu

Pro

Thr

Gln

Asp

55

Ser

Asp

Gly

Ser

Listado de Secuencias

Ser

Pro

Gly

Leu

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

sSer

Ala

Ser

Gly

25

val

Pro

Ser

Tyr

Thr

Trp val

10

val
10

Ser Gly

Ser Ser Asn

Pro Gly Arg

val
60

Ser Gly

Phe Leu Ala

75

Cys GIn Ser

Thr Lys Leu

ser val Ala
10
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Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Pro
Gly
30

Pro
Asp
sSer

Asp

val
110

Gly

15

Ala

Arg

Arg

Gly

Thr

95

Leu

Gln

Gly

Phe

Phe

Leu

80

Ser

257



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

<400>

—

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

<400>

246
7
PRT

Mus musculus

246

247
9
PRT

Asp Ala ser Ser Arg
1 5

Mus musculus

247

GIn Gln Ser Tyr Ser
1 5

Thr

Leu

Tyr

ser

val

Ala

85

Gin

<210> 248

<211> 108

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 248

Asp Ile Gln Met

1

Glu Arg Ala Thr

20

Ser val Ala Trp
35

Met Tyr Asp Ala

50

Gly Sser Gly Ser

65

Pro Glu Asp Phe

Tyr Thr Phe Gly

100

<210> 249

<211> 12

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 249

Arg Ala Ser GIn Ser

1

5

Ala

Leu

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Thr

Gly

val

Ala

Pro

Ser

Cys

GlIn

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Thr

Listado de Secuencias

Tyr

Pro

Arg

Phe

Tyr

Lys

Gly

Thr

Gly

Thr

25

Pro

Ala

Thr

Cys

val
105

Asn

Thr Leu Ser
10

ser GIn Ser

Gly Gln Ala

Gly Ile Pro
60

Leu Thr Ile
75

GIn GIn Ser
90

Glu 1le Lys

His Leu Ala
10

Piagina 135

Leu

val

Pro

45

ASp

Ser

Tyr

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu
95

Gly

Thr

Leu

Ser

Glu

80

Pro

259



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

<400>

Asp Thr
1

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

<400>
Gln G1n
1

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

<400>

250

7

PRT

Mus musculus

250

ser Ser Arg
5

251

9

PRT

Mus musculus

251

Phe Asp Asn
5
252
108
PRT
Mus musculus

252

Ala

Leu

Asn Ile GIn Met Thr Gln

1

Glu Arg

Leu

Met Tyr
50

Gly ser
65

Pro Glu

Tyr Thr

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

<400>

Arg Ala
1

5

Ala Thr Leu
20

Ala Trp Tyr
35

Asp Thr Ser
Gly ser Gly

Asp Ile Ala
85

Phe Gly G1n
100

253
11
PRT
Mus musculus

253

Ser Arg Asp
S

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Thr

Gly

Ile

Thr

Pro

Ser

Cys

Gln

Arg

55

ASp

Tyr

Thr

Ser

Listado de Secuencias

Tyr

Pro

Arg

Phe

Tyr

Lys

val

Thr

Gly Thr Leu

10

Ala Ser Gln
25

Pro Gly Gln Ala

Thr Gly Ile

Thr Leu Thr Ile

75

Cys GIn Gln
30

Leu Glu Ile

105

Tyr val Asn
10
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Ser

Ser

Pro
60

Phe

Lys

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Asp

sSer

Thr

30

Arg

Arg

Ser

Asn

Pro

15

Gly

val

Phe

Leu

Leu
95

Gly

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Pro

259



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

<400>
Gly Ala
1

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

<400>

254

7

PRT

Mus musculus

254

Ser Asn Leu
5

255

9

PRT

Mus musculus

255

Gly

GIn GIn Ser Tyr Ser Ile
1 5

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

<400>

Asp Ile
1

ASp Arg

val Asn

Tyr Gly

50

Ser Gly

65

Glu Asp

Thr phe

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

<400>

Gln Ala
1

256
107
PRT
Mus musculus

256
Gln Met ghr

Thr Ile

20

val

Trp Gln

35

Tyr

Ala Ser Asn

Tyr Gly Thr

Thr
85

Phe Ala

Gln
100

Gly Gly

257
11
PRT
Mus musculus

257
Ser Gln Asp
5

Gln

Thr

Leu

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ile

Phe

Pro

ser

Cys

LyS

Gly

55

Phe

Ser

Arg

Asp

Listado de Secuencias

Leu

Pro

Arg

Pro

40

Phe

Ala

Cys

val

Asn

Thr

sSer Leu

10

Ser

Ala
25

ser Arg

Gly GIn Ala

Gly val Pro

Ile
75

Leu Thr

Gln
90

Gln ser

Thr Lys

105

Tyr Leu Asn
10

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Pagina 137

Ala

Ile

Arg

45

Arg

Gly

ser

Ser

ser

30

Leu

Phe

Leu

Ile

val

15

val

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Gly

Pro
80

Leu



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

<400>

Asp Ala Tyr Asn Leu
1

258
7
PRT

Mus musculus

258

5

5

Thr

5

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

<210> 259
<211> 9
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 259
Leu GIn Gln Ser Ser
1
<210> 260
<211> 107
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 260
Asp Ile GIn Met
1
Asp Arg Ile Thr
20

Leu Asn Trp Tyr

35
Tyr Asp Ala Tyr

50
ser Arg Ser Gly
65
Glu Asp Phe Gly
Thr Phe Gly Gln
100

<210> 261
<211> 11
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 261

Arg Ala ser Arg Ser

1

5

Lys

Tyr

Gln

ser

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

val

Pro

Ser

Cys

Arg

Tyr

Lys

Ser

Listado de Secuencias

Leu

Pro

Phe

Cys

val

ser

Thr

ASp

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Asn

ser Leu
10

Ser Gln

Lys Ala

val Pro

Thr Ile
75

Gln Gln
90

Ile Lys

Leu Ala
10

Ser

ASp

Pro

Ser

60

Ser

ser

Pagina 138

Ala

LysS

Arg

ser

Ser

Ser

Asp

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

val

15

Asn

Leu

Arg

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

N4



Listado de Secuencias

<210> 262

<211 7

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 262

Gly Ala ser Thr Arg Ala Thr
1 5

<210> 263

<211> 9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 263

Gln His Asp Asn Glu Leu Pro Leu Thr
1 5

<210> 264

<211> 107

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 264

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Arg Ser val Ser Ser Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Arg Ala Pro Arg Leu Leu Met
35 40 45

Phe Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly val pro géa Arg Phe Ser Gly
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Asp Asn Glu Leu ggo Leu
85 90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Leu LyS

100 105
<210> 265
<211> 711
<212> DNA
<213> Rattus norvegicus
<400> 265
atggagacag acagactcct gctatgggca ctgctgctct gggttccagg ctccactggt 60

gacattgtct tgacccagtc tcctgctttg getgtgtcte tagggcagag ggccacactc 120 Ojﬂé;;éz)
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tcctgtaggg
cagaaaccag
atccctgceca
gtgcaggctg
ttcggtggag
ttccegecat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgc

catcagggcc

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

<400>

266
234
PRT

266

Met Thr Trp Thr

1

Ser Cys

Ala

Leu

Gly

Thr

65

Arg

Ile

Tyr

Leu

Thr
145

Glu

Thr

50

Thr

Phe

Asn

Asp

Gly

Glu

ser

35

Tyr

Met

ser

ASn

Glu

ccagccaaag
gacagcaacc
ggttcagtgg
atgacattgc
gcaccacgtt
ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagc

tgagctcgec

Gln val

20

Thr val

Tyr Ile
Ile

Tyr

ser
85

Gly

val Gln

100

His Ile

Pro

LysS

Leu GIn

Leu Leu
5

Met

Lys

His

Gly

70

Ile

Thr

Pro

ser

Gly

Listado de Secuencias

tgtcagtata
caaactcctc
cagtgggtct
aacctattac
ggaattgaaa
gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag

cgtcacaaag

Rattus norvegicus

Phe Leu

Leu Thr

Leu Ser

40

Trp
55

Tyr
Asp Asp
Asp Ser
Glu Asp

Phe
120

Ile

Thr
135

Pro

AsSn Lys

Ala

GIn

G1n

Glu

Gly

Thr

Ala

tctggacata
atctatcgtg
gggacaggct
tgtcagcaga
cgaactgtgg
ggaactgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag

agcttcaaca

Phe
10

Leu

Pro Lys

25

Cys Lys Leu

His

G1n

Pro
75

LYS Arg

Ser Asn

90

ser

Ala Ile

105

Gly Gly

Leu Thr

Thr Leu

155

atcttatgca
catccaacct
tcaccctcac
gtagggagtc
ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag

tctacgectg

ggggagagtg

Tyr His

Ser val

30

Leu

Ser

ctggtaccaa
accatctggg
catcaatcct
tccgtggacg
tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
ccrcageage
cgaagtcacc

t

Thr
15

Gly

Thr Ser

Asn

Glu

60

ASp

Ser

Tyr

Thr

val
140

val
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Ser
45

Gly
Gly

Ala

Phe

cys

Asp

Arg

val

Phe

Cys

Leu

Pro

Leu

ASN

Ser

Pro

Leu

95

His

Thr

Pro

Ile

Ile

Pro

ASD

80

Thr

Ser

val

ser

ser
160

180
240
300
360
420
480
540
600
660
711

962



Asp Phe

Pro Ile
Lys Tyr

Ser Arg

Tyr

ser

Ile

195

Asn

210

Glu
225

Lys

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

<400>

267
DNA

267

ser

1380

Pro Ser

165

Gln
180

Gly
Ala Ser
Phe

ser

Leu Ser

Asp

val

Ser

Thr

Pro

Listado de Secuencias

val

Asp

Phe
200

230

Rattus norvegicus

atggctgtcc tggtgctgtt getctgecty

gtgcagctga
tgcactgtct

ggaaaaggtc

gctctcaaat
atgaacagtc
cccggggget
acaacagccc
gtgaccctgg
tctggageec
actctcacca
aacgtagccc
aatccttgtg
aaagatgtgc
cagaatgatc
cagactcatg
atcgtgcacc
ttccctgece
gtatacacca
atggtaaaag

caggaaaact

tggagtcagg
ctgggttctc
tggagtggat
cccgactgag
tgcaaagtga
actttgatta
catctgtcta
gatgcctggt
tgtccagcegg
gctcagtgac
acccggecag
gatgtacagg
tcaccatcac
ccgaggtcecyg
ccceggagaa
gggactggct
ccatcgagaa
tggcgectec
gcttctatcc

dCdagaacac

acctggcectg
actgaccagce
gggagrattg
catcagaagg
agacacaaat
ctggggccaa
tccactggcet
caagggctat
tgtgcacacc
tgtaccctec
cagcaccaag
ctcagaagta
tctgacfcct
gttcagctgg
gcagtccaac
caatggcaag
aagcatctcc
caaggaagag
cccagacatt

tccacctacg

Glu val Ala Trp Lys Ala
170

Thr Ala Asn Pro Thr Lys

185

Leu Arg Leu Thr Ala Glu

Gln val Thr His Glu Gly

Glu Cys val

gtgacatttc
gtgcagccct
tataacgtgc
tggagtgatg
gacacctcca
acttactact
ggagtcatgg
cctggaactg
ttccctgage
ttcccagctg
agcacctggt
gtggacaaga
tcatctgtct
aaggtcacgt
tttatagatg
agcactttac
acgttcaaat
aaacccgaag
atgacccaga
tatacggagt

atggacacag

Asn

Gln
190

Gln
205

Asn
220

caagctgtgt
cagagaccct
actgggttcg
gagacacaga
agaaccaagt
gtgtcagagg
tcacagtctc
ctctcaaaag
cagtcaccgt
tcctgceagtc
ccagccaggc
aaattgtgcc
tcatctteccc
gtgttgtggt
acgtggaagt
gctcagtcag
gcaaagtcaa
gcacaccacg
gtcaagtcag
ggaagatgaa
atgggagtta
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Gly Ala
175

Gly Asn

Trp Arg

Thr val

cctgtcccag
gtcccteacc
acagcectcca
ttataattca
tttcttaaaa
ggggttatta
ctcagctgaa
taactccatg
gacctggaac
tggactctac
cgtcacctgc
aagggaatgc
cccaaagacc
agacattagc
ccacacagct
tgaactcccc
cagtggagca
aggtccacag
tatcacctgc
cgggcageca

cttcctctac

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

© 1020

1080
1140
1200
1260

J64



Listado de Secuencias
agcaagctca atgtaaagaa agaaacatgg cagcagggaa acactttcac gtgttctgtg 1320

ctgcatgagg gcctgcacaa ccaccatact gagaagagtc tctcccactc tcggggtaaa 1380

<210> 268
<211> 460
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus
<400> 268

Met Ala val Leu val Leu Leu Leu Cys Leu val Thr Phe Pro Ser Cys
1 5 10 15

val Leu Ser GIn val GIn Leu Met Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Gln
20 25 30

Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu
35 40 45

Thr ser Tyr Asn val His Trp val Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Met Gly val Leu Trp Ser Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Ser
65 70 75 BO

Ala Leu Lys Ser Arg Leu Ser Ile Arg Arg Asp Thr Ser Lys Asn GIn
85 90 95

val Phe Leu Lys Met Asn Ser Leu GIn Ser Glu Asp Thr Asn Thr Tyr
100 105 110

Tyr Cys val Arg Giy Gly Leu Leu Pro Gly Gly Tyr Phe Asp Tyr Trp
115 120 125

Gly GIn Gly val Met val Thr val Ser Ser Ala Glu Thr Thr Ala Pro
130 135 140

Ser val Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Thr Ala Leu Lys Ser Asn Ser Met
145 150 155 160

val Thr Leu Gly Cys Leu val Lys Gly Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr
165 170 175

val Thr Trp Asn Ser Gly Ala Leu Ser Ser Gly val His Thr Phe Pro
180 185 190

Ala val Leu GIn Ser Gly Leu Tyr Thr Leu Thr Ser Ser val Thr val

195 200 205
Pro Ser Ser Thr Trp Ser Ser GIn Ala val Thr Cys Asn val Ala His
210 215 220 .
Pagina 142



Pro

225

Asn

Pro

Thr

Ser

Pro

305

Asn

Glu

Glu

Phe

385

Gln

Tyr

Gly

His

Ala

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

val

ser

Gly

Glu

370

Tyr

Glu

Phe

Asn

Thr
450

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

<400>

Ser

Cys

Lys

val

275

Phe

Lys

His

Gly

Thr

355

Met

Pro

Asn

Leu

Thr

435

Glu

269
235
PRT

Rattus norvegicus

269

Ser

Gly

Thr

260

val

Ile

Arg

Ala

340

Pro

Thr

Pro

Tyr

Tyr

420

Phe

Lys

Thr

Cys

245

Lys

val

Asp

Ser

Asp

325

Phe

Arg

GIn

Asp

Thr

Ser

Lys

Thr

Asp

ASp

Asp

Asn

310

Trp

Pro

Gly

ser

Ile

390

Asn

LYys

Cys

Leu

val

Gly

val

val

295

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

375

Tyr

Thr

Leu

Ser

ser
455

Met Thr Trp Thr Leu Leu Phe

Listado de Secuencias
ASp Lys Lys %%g val Pro

Ser

Leu

Ser

280

Glu

Thr

Asn

Pro

GIn

360

val

Thr

Pro

Asn

val

440

His

Leu

Glu

Thr

265

Gin

val

Leu

Gly

Ile

345

val

ser

Glu

Pro

val

425

Leu

Ser

val

250

Ile

Asn

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

Ile

Trp

Thr

410

Lys

His

Pro

Ser

Thr

ASp

Thr

Ser

315

Thr

Lys

Thr

Thr

Lys

Glu

Gly

Ser

Leu

Pro

Ala

300

val

Phe

Ser

Met

Cys

380

Met

AsSp

Glu

Gly

Lys
460

val

Thr

Glu

285

Ser

Lys

Ile

Ala

365

Met

AsSn

Thr

Thr

Leu
445

Arg

Phe

Pro

270

val

Thr

Glu

Cys

Ser

350

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

Glu

Ile

255

Lys

Arg

His

Leu

LyS

Lys

Pro

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

Cys

240

Phe

val

Phe

Ala

Pro

320

val

Pro

Lys

Gly

Pro

400

Ser

Gln

His

Ala Phe Leu Tyr His Leu Thr Gly
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266



Ser

Leu

Gly

Thr

65

Arg

Ile

Tyr

Leu

Ser

145

Asp

Pro

Asn

Lys

val
225

Cys

Glu

Thr

50

Thr

Phe

Asn

ASp

Phe

val

LysS

ser
210

Glu

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

<400>

1

Ala

ser

35

Tyr

Met

Ser

Asn

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His

Lys

270
464
PRT

Rattus norvegicus

270

Gln
20

Thr

Tyr

Ile

Gly

val

100

His

Pro

Leu

Pro

Ala
180

Ala

Arg

Thr

val

val

Ile

Tyr

ser

85

Gln

Ile

Lys

Gln

Gly

Gly

Ala

ser

val

5

Met

Lys

His

Gly

70

Ile

Thr

Pro

Ala

Ala

150

Ala

val

ser

Tyr

Ala
230

Met Ala val Leu val Leu

Leu

Leu

Trp

55

Asp

Asp

Glu

Ile

Asn

135

Asn

val

Glu

Ser

Ser

215

Pro

Leu

Listado de Secuencias

Thr

Ser

40

Tyr

Asp

Ser

Asp

Phe

120

Pro

Lys

Thr

Thr

Tyr

200

Cys

Thr

Leu

Gln

25

Cys

GIn

Lys

ser

Glu

105

Gly

Thr

Ala

val

Thr

185

Leu

Gln

Glu

10

Pro Lys Ser val

LyS

Gln

Arg

ser

20

Ala

Gly

val

Thr

Ala

170

Lys

Ser

val

Cys

Leu

His

Pro

75

Asn

Ile

Gly

Thr

Leu

155

Trp

Pro

Leu

Thr

Ser
235

Asn

Glu

60

Asp

Ser

Tyr

Thr

Leu

140

val

Lys

Ser

Thr

His
220

Sser
45

Gly
Gly

Ala

Phe

Cys

Ala

Lys

Pro
205

Glu

Ser

30

ASp

Arg

val

Phe

Cys

110

Leu

Pro

Leu

Asp

Gln

190

Glu

Gly

15

Thr

Asn

Ser

Pro

Leu

95

Thr

Pro

Ile

Gly

Ser

Ser

Ser

Ile

Pro

AsSp

80

Thr

Ser

val

Ser

Ser

160

Ser

Asn

Trp

Thr

Cys Leu val Thr Phe Pro Ser Cys

10
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15 .
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val

Pro

Thr

Glu

65

Ala

val

Tyr

Gly

Ser

145

Ala

val

Ala

val

His

225

Cys

val

Thr

Leu

ser

ser

50

Trp

Leu

Phe

Cys

GIn

130

val

ala

Ser

val

Pro

210

LYyS

val

Phe

Pro

Ser

Glu

35

Tyr

Met

Lys

Leu

val

115

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

195

Ser

Pro

Glu

Leu

Glu
275

Gln

20

Thr

Asn

Gly

ser

Lys

Arg

val

Pro

Gly

ASn

180

Gln

Ser

Ser

Cys

Phe
260

val

val

Leu

val

val

Arg

85

Met

Gly

Met

Leu

165

Ser

Ser

Asn

Asn

Pro

245

Pro

Thr

Gln

Ser

His

Leu

70

Leu

Asn

Gly

val

Ala

150

Leu

Gly

Ser

Phe

Thr
230

Pro

Pro

cys

Leu

Leu

Trp

55

Trp

Ser

Ser

Leu

Thr

135

Pro

val

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys

val

Listado de Secuencias

Met Glu Ser Gly Pro Gly Leu

Thr
40

val

ser

Leu

Leu

120

val

Cys

Lys

Leu

Leu

200

Thr

val

Pro

FPro

val
280

25

Cys

Arg

Asp

Arg

Gln

105

Pro

Ser

ser

Asp

Thr

185

Tyr

Gln

Asp

Ala

LysS
265

Thr

GIn

Gly

Arg

90

Ser

Gly

Ser

Arg

Tyr

170

ser

Ser

Thr

Lys

Pro

250

Asp

val

Pro

ASp

75

Asp

Glu

Gly

Ala

Ser

155

Phe

Gly

Leu

Tyr

Thr
235

Pro

Thr

Ser

Pro

60

Thr

Thr

Asp

Tyr

Ser

140

Thr

Pro

val

Ser

Thr

220

val

val

Leu

val Asp val Ser
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Gly

45

Gly

ASp

Ser

Thr

Phe

125

Thr

Ser

Glu

His

Ser

205

Cys
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Applicant

AMGEN" INC. /

"

Filing of amendments and statement under Article 19;

Intemational Search Report.

The applicant is hereby notifled that the international search report and the written opinion of the International Searching
Autherity have been estabitshed and are transmitied harewith. '

The applicant is entitled, if he so wishes, to amend the claims of the Intermational Application (see Rule 46):
When? The time limit for flling such amendments is normally two months from the date of transmittat of the

Where? Directly to the International Bureau of WIPQ, 34 chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland, Fascimile No.: (41-22) 338.82.70

For more detailed instructions, sse the notes on the accompanying sheset.

The applicant is heréby notified that no International search report will be established and that the detlaration under
Article 17(2)(a) to that effect and the written opinion of the Intemational Searching Authority are transmitted herewith.

With regard to the protest against payment of (an) additional fee(s) under Rule 40.2, the applicant is notified that:

2.
a [

D the protast together with the decision thereon has been transmitted to the International Bureau together with the
applicant's request to forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated Offices.

no decision has been made yet on the protest; the applicant will be notified as soon as a decision is made.

4. Reminders .

Shortly after the expiration of 18 months from the priority date, the international application will be published by the
International Bureau. If the applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the international
application, or of the priority claim, must reach the International Burgau as provided in Rules 90bis.1 and 90b/s.3, respectively,
before the completion.of the technical preparations for intarnational publication.

The applicant may submit comments on an informal basis on the written cpinion of the International Searching Authority to the
International Burgau. The International Bureau will send a copy of such comments to ali designated Offices uniess an
international preliminary examination report has been or Is to be established. These comments would also be made available to
the public but not before the expiration of 30 months from the priority date.

Within 19 months from the priority dats, but only In respect of some daeslgnated Offices, a demand for intemational preliminary
examination must be filed if the applicant wishas to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority
date (in some Offices even later); otharwise, the applicant must, within 20 months from the priority date, perform the prescribed
acts for entry Into the national phase before thosae designated Offices.

In respect of other dasignated Offices, the time limit of 30 months (or later) will apply even if no demand is filed within 19
months. -

See the Annex to Form PCT/IB/301 and, for details about the applicable time limits, Office by Office, see the PCT Applicant’s
Guide, Volume If, National Chapters and the WIPO Internet site.

Nams and malling address of the intemational Searching Autherity

T &\ FEuropean Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
_@)) NL-2280 HV Rijswijk

Authorized officer

Stefanie Blchler
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 apo nl, .
Fax: (+31-70) 340-3016" . i

Form PCT/ISA/220 (October 2005)

(See notes on accompanying sheet)
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NOTES TO FORM PCT/ISA/Z20

These Notes are.intended to give the.basic nstructions cancerning the #iling of amendments ynder article 19, The

Notes are based on the requirements of the Patent Cooperation Trealy, the Regulations and the Administrative instructions

under that Treaty. n case of discrepancy batween these Notes.and thase reguiremants, the latter are applicable. For more:
detailed information, see-also the PCT Applicant's Gu!de, a publication of WIPQ.

In thase Notes, “Asticla®, "Rule”, and "Section*” refer to the provisions of the PCT, the PCTReguranons amme F’CT'

Adrrrlmstrahve instmcﬁons, respectively

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, after having recetved the international search report and the written opinfan of the Intarnational
Searching Authority, ocne opportunity to amend the claims of the internationat application. It should however ba emphasized
that, since all parts of the intemationat application (claims,description and drawings) may be amended during the
international preliminary examination procedure, there is usually no need to file amendments of the claims under Article 19
except where, e.g. the applicant wants the latter to be published for the purposes of provisional protection or has another
reasen for amending the claims before intemational publication. Furthermaore, it should be emphasized that provisiosal
protecﬁon is availabie in some States only (see PCT Applicant's Guide, Volume I/A, Annexes Bt and B2). :

The attention of the applicant is drawn to the fact that amendments te the claims under Article 19 are nat allowed where
the International Searching Authority has declared, under Article 17(2), that no international search report wauld be
estabiished (see PCT Appiicant's Guide, Volume /A, paragraph 296).

What parts of the international application may be amended?
Under Articte 19, oniy the claims may be amended.

During the intemational phase, the claims may aiso be amandsd (orfurtheramended) urrisr Article 34 befora the:.

international Preliminary Examining Authority. The description and drewrngs may anly be-amefnided under .
Articte’34 bafore the 1mernanonal Examining Authority. :

Upon entry into the nationa! phase, al! pars of the mtemallonal application may be amendad under Articla 28 or,

where applicable, Article 41,

When? - Within 2 months from the date of transmittal of the Internatlenal search report or 16 months from the priority date,

whichever time limit expires later. It should be ncted, however, that the amendments will be considered as having
been received on time if they are recelved by the Intarnational Bureau after the expiration of the applicable tme
limit but before the completion of the technical pl;eparaﬂons for International publication (Rule 46.1). .

Where not to file the amendments?

How? -

The amendments may only be filed with the Interational Bureau and not with the receiving Ofﬁce or the
International Searching Authority (Rule 46.2).

Where a demand for international preliminary examination has been/is filed, ses below.

Either by cancelling one or more enlire claims, by adding one or more new claims or by amendmg the text of one
or more of the claims as filed.

A replacement sheet must be submitted for each sheest of the clarms whilch, on account of an amendment or

amendments, differs from the sheet originally filed.

All the claims appearing on a replacement sheet must be numbered In Arabic numerals. Where a claim is
cancelled, no renumbering of the other claims Is required. [n all cases where claims are renumbered they must be
renumbered consecutively (Section 205(b)).

_ The amendments must be made in the language in w_hich the international application is to be published.

What decuments mustmay accompany the amendments?

Letter (Sectlon 205(b)):
The amendments must be submitted with a letter.

The letter will not be published with the international application and the amendad claims. It should not be
confused with the "Statement under Article 19(1)" {see below, under "Statement under Article 19(1)°}).

The letter must be in English or French, at the choice of the applicant. However, If the language of the

international application is English, the letter must be in Englrsh if the language of the international application

is French, the letter must be in French.

" Notes to Form PCTASA/220 (first sheet) (October 2005)
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'NOTES TO FORM PCT/TSA/ZZ0 {continued) .

The letter must indicate the differences between the claims as filed and the claims as amendéd. it must, in
particular, indicate, in connecticn with each ciaim appearing in the international appiication (it being understaod
that icenticat indicatians cancerning saveral claims may be grouped},whether

{) thaclaim is unchangad:

() the clalm s cancelled;.

(i} the ctaim is new;

(v) the clainT replaces one or more claims as filed;

(v) theclaimis the result of the division of a ciaim as filed.

The tollowing examples lllustrate the manner in which amendments must be explained in the
accompanying letter: }

1. [Where originally there were 4é claims and after amendment of some clalms thers are 51}:
“Claims 1 to 29, 31, 32, 34, 35, 37 to 48 raplaced by amended claims bearing the same numbers;
claims 30, 33 arid 36 unchanged; new claims 43 to 51 adced.”

2. [Where originally there were 15 clalms and after amendment of aJI daims there are 1]
*Claims 1 to 15 replaced by amended claims 1 te 11.%

3. [Where originally there were 14 claims and the amendments consnst in cancelling scme claims and i add'mg
new claims]:
*Claims 1 to 6 and 14 unchanged; claims Tto 13 cancerled new claims 15, 16 and 17 addsd.” or
"Claims 7 to 13 cancelled; new claims 15, 16 and 17 added; all ather clalms unchanged.”

4. [Where various kinds of amendments are mads]: .
*Clalms 1-10 unchanged; clalms 11 to 13, 18and t9~cancened claJms 14, 15and 18 replaceduy amaaded.
clalm 14; claim 17 subdivided into amended claims 15, 16'and 17; new claims 20 and 21 added.”

"Statement und_er article 1 9(1)" (Rule 46.4)

The amendments may be accompanied by a statsment explaining the amendments and Indicating any impact
that such amandments might have on the description and the qrawings (which cannot be amended under Article 19(1)).

The statement will be publlshed with the Internaticnal application and the amended claims.
It must be in the language in which the international application is to be published.
It must be brief, not exceeding 500 words if in English or If translated into English.

it should not be confused with and does not replace the letter indicating the differences between the claims as filed
and as amended. It must bs filed on a separate sheet and must be identified as such by a heading, preferably by
using the words "Statement under Article 19(1)."

it may not contain any disparaging comments on the intemational search report or the relevance of citations
contained in that report. Reference to citations, relevant to a given claim, contained in ths international search
report may be made only in connection with an amendment of that claim.

: Consequenoe it a demand for international prefiminary examination has already been filed

1, at the time of fiing any amendments and any accompanying statement, under Article 19, a demand for
intemational preliminary examination has aiready been submitted, the applicant must prelerably, at the time of
filing the amendments (and any statement ) with the Interationa! Bureau, also file with the International
Preliminary Examining Authority a copy of such amendments (and of any statement) and, where required, a
translation of such amendments for the procedure before that Authority (see Rules 55.3(a) and 62.2, first
sentencs). For further information, see the Notas to the demand form (PCT/IPEA/401).

If a demand for international preliminary examination is made, the written opinion of the Internationai Searching
Authority will, except in certain cases where the Intemational Preliminary Examining Authority did not act as
International Searching Authority and where it has notified the International Bureau under Rule 66.1bis(b), be
considered to be a written opinion of the International Preliminary Examining Authority. If a demand is made, the
applicant may submit to the International Preliminary Examining Authority a reply to the written opinicn together
where appropriate, with amendments before the expiration of 3 months from the date of malling of Form
PCT/ISA/220 or before the expiration of 22 menths from the priorlty date, whichever expiras later (Rule 43bis.1(c)).

Consequence with regard to translation of the international application for entry Into the national phase

The applicant's attention is drawn to the fact that, upon entry into the national phass, a translation of the claims as
amended under Article 19 may have to be furmished to the designated/elected Offices, instead of, or in addition to,
the translation of the claims as filed. .

For further details on the requirements of each designated/elected Office, see the PCT Applicants Guide,
Volume il

Notes to Form PCT/ISA/220 (second sheet) (October 2005)
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PATENT CQOPERATION TREATY:- )

PCT. S

INTERNATIONAL SEARCH HEFORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44} -

Appflicant’'s or agant’s file reference FOR FURTHER. see Form FCT/IS.

A-1378-DCT ACTION _ as weil as, where applicable, item § below.
International application No. International filing date (day/month/year) {Eartiest) Priority Date (day/month/year)
PCT/US2008/012987 . 21/11/2008 21/11/2007
Applicant

AMGEN INC.

This international search report has baen prepared by this Intemational Searching Authority and ts transmitted to the applicant
according to Acticle 18. A copy Is being transmitted to the International Bureau.

This international search report consists of a total of 9 sheets.
D Itis also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report ‘ .
a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of:

the International application in the language in which It was filed .

r_—| a translation of the international application into : , which is the language
of a translation fumished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

b. [ ] Thisinternational search report has been established taking Into account the rectification of an abvious mistake
. authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis(a)). )

c. With regard to any nuclectide and/or amino acld sequence disclosad in the intarnationat application, see Box No. i, .
2. D Certain claims were found unsearchable (See Box No. H)
3. Unity of invention is lacking (see Box No Il)

4. With regard to the title,
[[] thetextis approved as submitted by the applicant

the text has been established by this Authority to read as follaws:
WISE BINDING ANTIBODIES AND EPITOPES

5. With regard to the abstract,
[[] thetextls approved as submittad by the applicant

the text has been estabiished, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Bex No. IV. The applicant
may, within one month from the date of malling of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. _27
as suggested by the abpllcant .
D as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
[_—_l as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention
b. ]:I A» none of the figures is to be published with the absiract

.+ Form PCT/ISA/210 (first sheet) (April 2007) .
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fiternational application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT . . POT/GSZ0G8/01298T "

Box No.t ~ Nucleotide and/or aminG acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first'sheet)

1. With regard to any rarclgotide andfer aming acid sequence disctosed i the: imemational apnﬁceman ‘and necassary to.the:claimed -
Inuentian, the intemational search was carried cut an the basis of:

a. type of material
E[ & sequencaiisting
D.- table(s) refated to the sequence listing

b. format of material

o par
in electronic form

¢.  time of filingAurnishing
contained in the international application as filed -
filed together with the international appllcaﬁori In electronic form
]:] furnished subsequently to this Authority for the purpose of search -
2. D In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table reiating therato nas haen filted

or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies.is identical tn that in.the. .-
application as filed or does not go beyend the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Addltional comments:

B Form PCT/ISA/210 (continuatien of first sheet (1)) {Aprii 2005)
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\.., \Atemational application No.

INTEBNA'['!GNALSEAHCH REPORT ... . BCT/US20087 012987

Box No.IV  Textof the abstract (Continuation of item 5 of the first sheét) -

and includes for their manufacture and use.

The present inventian-relatéS'to'binding agents for WISE such as antibodies,

" Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (3)) (April 2005)
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INTEF. __ATIONAL SEARCH REPORT "

PCT/US2008/G12987

A. CLASSIFICATION OF SUBW

ECT MATTER
INV. . CQ7K16/18 . A61K39/395

B. FAELDS SEARCHED

According to International Patent Classification {fPC) orto both nationat classiication and IPC

€07K

Minimum documantation searched (classificallon systam followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation 1o the extent that such documents are included in the fields searched

EPO-Internal

Electronic data base consulted during the international search (name of dala base and, where practical, search lerms used)

»- CHEM ABS Data, BIOSIS, EMBASE, Sequence Search

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category”

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

Relevani to claim No.

claims 20,30,31,33; sequence 70

o e et

BAKER KEVIN P [US]; FERRARA NAPOLEONE
[US]; GERBER) 31 January 2002 {2002-01-31)

X DATABASE Geneseq [Online] 1,2,
19 July 2002 (2002-07-19), "Human . ‘
angiogenesis related protein PRO532 SEQ ID
NO: 70."

XP002524001
retrijeved from EBI accession no.
-GSP: ABB95457 :
Database accession no. ABB95457
abstract ' ,
X -& WO 02/08284 A2 (GENENTECH INC [US]; 1,2

Ry S

m Further documents are listed In the continuation of Box C.

Sae patent family annex.

* Speclal categories of clled documents :

‘A’ document defining the general state of the art which s not
considered 1o be of particular relevance .

*E" earlier documant but published on or afterthe intemational
filing date

'L* document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited 10 establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

'Q* document referring 1o an oral disclosure, use, exhibition or
other means

*P* document published prior to the Intemational fillng date but
" later than the priority dale clafimed

T later documeant published after the international filing date
or prority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

“X* documeni of patticular relevance; the claimed invention
cannot ba considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alona

*Y" document of parlicutar relevance; the claimed invantion
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
ime'r:ts ﬁuch combination being obvious to a person skilled
n the a

‘& document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the Intemational search report
15 May 2009 11/09/2009
Name and mailing address of the ISA/ Authorized officer
European Patent Cttice, P.B. 5818 Patentiaan 2
NL - 2280 HV Rijswilk )
Tel. (+31-70) 340-2040, ] :
Fax: (+31-70) 340-3016 Weikl, Martina

* Fown PCTASA210 (second sheet) (April 2005}

page 1 of 2
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NTEl__ATIONAL SEARCH REPORT "

'T\. | ‘I

ational application Ner

PCT/US2008/012987

C(Continuatian). DOCUMENTS CONSICDERED TO BE RELEVANT

Category”

Citatlon of document, with indication, where appropriate, of the refevant passages

Relevant to ctaim No.

b

X

YANAGITA M ET AL: "Uterinme

sensitization.assoctiated gene-1: (USAE-I)

a2 nevel -BMP antagonist expressed in the
kidmey, accelerates tubular injury”
JOURNAL OF CLINICAL INVESTIGATION,
AMERICAN SOCIETY FOR CLINICAL.
INVESTIGATION, US,
vol. 116, no. 1,
1 January 2006 (2006-01-01), paqes. 70-79,
XP003020472
ISSN: 0021-9738
cited in the application
the whole document
YANAGITA MOTOKO: "Balance between bone
morphogenetic proteins and thelir-
~antagonists in kidney injury."
- THERAPEUTIC APHERESIS AND DIALYSIS : .
OFFICIAL PEER-REVIEWED JOURNAL OF THE®

INTERNATIONAL SQCIETY FOR APHERESIS,. THE. .

JAPANESE SOCIETY FOR APHERESIS, THE
JAPANESE SOCIETY FOR DIALYSIS THERAPY oCT
2007,

vol. 11 Supp] 1 October 2007 (2007-10),
pages S38-543, XP002524000

ISSN: 1744—9979

the whole document

YANAGITA M ET AL: "USAG-1: a bone
morphogenetic protein antagonist
abundantly expressed in the kidney"
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH
COMMUNICATIONS, ACADEMIC PRESS INC.
ORLANDO, FL, US,

vol. 316 no. 2,

,‘ 2 April 2004 (2004 -04-02), pages 490- 500

XP004495910
ISSN: 0006-291X
the whole document

1-16,
18307

1-16,
18-30

1-16,
18-30

"Form PCTASA/210 [continuation of second sheet) (April 2005}

page 2 of 2
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5’ - mtemauonal application Na.
INTERNATIORAL SEARCH HEPORT ™ . PCT/US2008/012987

Bax No. |l Observations where certain ctaims were found unsearchabe (Continuation of item 2 of first sheet)

. This intemational search report has nat bean estahlished i respact af Canai claims under Afticle 17(2)(a) for the fallowing reasons:..

1. D Cla}ms NOS -

because they relate to subject ma.nar natrequired ia be searched by this Authority, namaly: -

2 D Ctaims Nos.:
because they relats to parts of the international applrcahon that do not comply with the prescribed requiremants to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, spec}ﬁcally

a. D Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the: second and third sentences of Rule &4(&)

"Box No.lUl Observations where unity of Inuention Is lacking (Continuation of item 3 of ficst sheet).

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

see additional . sheet

pry

As all required addinonal search fees were timsly paid by the applicant, this lntematlonal search report covers allsearchable
claims.

2. D As ali searchable claims could be searched without effort justifying an additional fees, this Authorit\} did not invite payment of
additional fees.

3. As only some of the required additional search fees were imely paid by the applicant, this international search reportcovers
only those claims for which fees were paid, specifically ciaims Nos.:

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

sée 'add1t1ona1 sheet(s)

¢

Aemark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where appHcab!e the
payment of a protest fee.

The additional search feas were accompanied by the applicant's protest but the appllcable protest
fee was not paid wlthln the time limit specified in the invitation.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

* Form PCT/ISA/210 (continuation of first shest (2)) (Aprit 2008) .




internationa! Application No. PCT/US2008 012987 ‘,

FURTHER INFORMATION CONTINUED FRGM.  PCTASA/ J1(

This International Searching Authority found muTltiple (graups of)
inventions. in this internatfonal applicatfaon, as follows:

1. claims: 1-16, 18-30 (all partfally)

Claims reTating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy -

chain CDR sequences SEQ ID Nos 127-129 and light chain CDR
sequences SEQ .ID Nos 123-125; carresponding WISE epitopes.

2. claims: 1-16 (partially), 17 (completely), 19-30 (pértiaT}y}

Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy -

chain CDR sequences SEQ ID Nos 135-137 and Tight chain CDR
sequences SEQ ID Nos 131-133, 173-175, 177-179, 181-183,
185-187, 189-191, 193-195, 197-199, 201-203, 205-207,
209-211, 213-215, 217-219, 221-223, 225-227, 229-231,
233-235, 237-239, 241-243, 245-247, 249-251, 253285,
257-259 and 261-263; corresponding WISE epitopes

3. claims: 1-14, 19-30 (all partially)

Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy
chain CDR sequences SEQ ID Nos 143-145 and 1ight chain CDR
sequences SEQ ID Nos 139-141; corresponding WISE epitopes

4. claims: 1-16, 18-30 (all partially)

Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy
chain CDR sequences SEQ ID Nos 151-153 and iight chain CDR
sequences SEQ ID Nos 147-149; corresponding WISE epitopes

5. claims: 1-12, 19-30 (all partially)

Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy
chain CDR sequences SEQ ID Nos 158-160 and 1ight chain CDR
sequences SEQ ID Nos 155-157; cerresponding WISE epitopes

6. claims: 1-12, 19-30 (all partially)

Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy
chain CDR sequences SEQ ID Nos 164-166 and 1ight chain CDR
sequences SEQ ID Nos 161-163; corresponding WISE epitopes

7. claims: 1-12, 19-30 (all partially)

Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy
chain CDR sequences SEQ ID Nos 170-172 and .light chain CDR
“sequences SEQ ID Nos 167-169; corresponding WISE epitopes

333




imernational Appicaton No. PCT/US2008 /012987 .

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM. FCIASAY 210

8. clatms: 1-16, 18-30 (aITl partially)

‘Claims relating to (nmeutralizing) WISE antibodies with heavy
chain CDR sequences SEQ ID Nos 277-279 apnd Tight chain COR -
sequences SEQ ID Nos 273-275; corresponding WISE epitopes




trfernration an patent tamiy members .

INTEL_ )TKOMALSEARCHRE#GRT'“ . r*

\ hatiomat appiication Na.

PCT/US2008/012987
Patent document Publication . Patent famiy " Publication . .
- Cited In search freport- " date . n:lember(sl : date-. - -
WG 0208284 - A2 31-Q1-200Z AU L9730 A 05-02-2002 "
Ch 2416538 AL Ji-Q1-2002 -
" EF 1309685 AZ. 14-05-2003 .
JP 2004516013 T 03-06-2004

_ Form PCTASA/210 (petent family annex) (April 2005)
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"¢ATENT COQOPERATION TRL_TY

From the

INTERNATIONAL SEARGHING AUTHORLTY

To:

see form PCTAISA220

PCT"

WRITTEN OPINION OF THE:"
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

(PCT Rule 43bis.1).

Date of mailing
(day/inontlvj/egr) see form PCTASA210 {secand sheet)”

Applicant's or agent's file reference

see form PCTASAR20 -

FOR FURTHER ACTION
See paragraph 2 below |

Intemational application No.

PCTAJS2008/0012087

lntemaﬁona] filing date (dayfmonthirear)
21.11.2008

Prictity date - (day/fwond'vyeafj'
21.11.2007 '

INV. CO7K16/18 AB1K39/395

International Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC

Applicant
AMGEN INC.

2. FURTHER ACTION

will not be so considered.

whichever expires later.

1. This opinion contains indications relating o the following items:

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Gertain defects in the international application -

. Bl BoxNo.i | Basis of the opinion

] BoxNo. 1l Priority

" [ Box No. Il
B2 Box No. IV  Lack of unity of invention
B Box No.V
0 Box No. VI Certain documents cited
O Box No. VII
& Box No. VIlI

Certain observations on the international application

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of tha International Preliminary Examining Authority ("{PEA") excep! that this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the |PEA and the chosen IPEA has notifed the
Internationai Bureau under Rule 66.1bis{b) that written opinions of this International Searchmg Authonty

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amerdments, before the expiration of 3 menths
from the date of mailing of Form PCTASA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date,

For further options, see Form PCTASA/220.

3.  Far further details, see notes to Form PCTASA220.

Name and mailing address of the ISA:

g) European Patent Office

D-80298 Munich
Tel. +49 89 2398 -0
Fax: +49 89 2399 - 4465

Date of completion of
this opinion

see form
PCTASAZ10

Weikl, Martina S
‘ Telephone No. +49 89 2398-7518 %.M,ﬂ,n

Authorized Officer

.; Pirngy,

€)

l'

“'m‘ - mvﬂ

Form PCTASAR237 (Caver Sheet) (April 2005)
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- WRITTEN OPINICN GF THE - 7 Internatianat application No. -
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY .- . - PCTUS2008012987 . .

Box No.! Basis of the opiniomr

1. With regard to the language, this opinion has been established.on the basis of:.
R the intemational application i the language in which it was filed". ;

O atranslation of the intemational application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 {D)). . :

2: L1 This opinion has been established taking into account the rectification of an obwous mistake authorized -
by or notmed to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

3. With regard to any nucleotide andlor amino acid sequence disclosed in the internationat applicatiom and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
& a sequence Iistihg _
(1. table(s) related to the sequence listing
b. formafof material:
& on paper
& in electfonic form
c. time of ﬁiing/furnishing: '
coﬁtained in the international application as filed.
® filed together with the internationat applicafion in electronic form.
O furnishedv subseqﬁently to thié Authority for the purposes of search.
4. O In addition, in the cése that more than one version or copy 6f a.sequence listing andfor table relating thereto
- 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 furmshed .

5. Additional comments:

Form PCTASA/ 237 (April 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE ~ | ‘ Interationat application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY""~. - . . = - ‘PCTAS2008012987:

Box No. IV Lack of unity of invention -

1. &. In response to the invitation (Form PCT/ISA/ZOB) to pay additional fees,-the applicant has, wnthm the
applicable tiroe limit: v

(J paid additional fees

paid additional fees under protest and, where applicable, the protest fee

o O

paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid

%4

not paid additional fees -
2. O This Authority found that the requirement of unity of invention. is.nat. campiied \mth and.chose not to.invite
the applicant to pay additionat fees.

3. This Authority considers that the requirement of unify of invention in accordance with Rule 13.1,132and 133 is

. O complied with
B not complied with for the following reasons:

see separate sheet

4. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the international application:

O all parts.

® the parts relating to claims Nos. 1-16, 18-30 (all partially)

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
-industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) » Yes: Claims 3-26,28-30

No: Claims 1,227
Inventive step (IS) ' Yes: Claims
No: Claims 1-30
Industrial applicability (1A) " Yes: Claims 1-30
: No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Form PCTASA!237 (April 2007) : : 53@
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" )
WRITTEN OPINION OF THE International application No. "
INTERNATIONAL:'SEARCHING'AUTHORITY .. "~ ... ' PCTAJS2008012987" " -

Box No. Vil Certairr observations on the intermational application

* The following abservations on the clarity of the ciaims, descriptian, and drawings ar on the-question whethes the
claims are fully supported by the description, ars made:

see separate sheet

Form PCTASA/237 (April 2007} ' 3 3@



WRITTEN OPINION OF THE © .. \nterational applicaton No. .. -

- INTERNATIONAL SEARCHING '

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) . PCT/US2008/012987 . .. ..

Reitem IV.
The separate inventions/groups of inventions.are: ~ -

Group 1: Claims 1-16, 18-30 (all partially)
" Claims relating to (neutralizing) WISE antibadies with heavy chain CDR
sequences SEQ ID Nos 127-129 and light chain CDR sequences SEO iD
Nos 123-125; corresponding WISE epltopes

Group 2: Claims 1-16 (parttauy), 17 (completely), 19-30 {partially}
' Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy chaimr CDR- -
sequences SEQ ID Nos 135-137 and light chain COR sequerices SEQ 10~
Nos 131-133, 173-175, 177-179, 181-183, 185-187, 189-191, 193-185; 197~
199, 201-203, 205-207, 209-211, 213-215, 217-219, 221-223, 225-227, 229-
231, 233-235, 237-239, 241-243, 245:247, 243-251, 253-255, 257-259 and
261-263; correspondmg WISE epitopes

Group 3: Clalms1 14, 19-30 (all partlally)
Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy cha.'n CDR -
sequences SEQ ID Nos 143-145 and light chain CDR sequences SEQ ID
Nos 139-141; corresponding WISE epitopes :

- Group 4: - Claims 1-16, 18-30 (all partially)
: - Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy chain CDR
sequences SEQ ID Nos 151-153 and light chain CDR sequences SEQ ID
Nos 147-149; corresponding WISE epitopes -

Group 5: Claims 1-12, 19-30 (all partially) - :
Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy chain CDR
sequences SEQ ID Nos 158-160 and light chain CODR sequences SEQID
Nos 1 55-15 7, corresponding WISE epltopes

- Group 6: Claims 1-12, 19-30 (all partiaily)
Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy chain COR
sequences SEQ ID Nos 164-166 and light chain CDR sequences SEQ ID
Nos 161-163; corresponding WISE epitopes

um PCT/NSA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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WRITTENOPINIONOFTHE =~ - . International application Na.. -
INTERNATIONAL SEARCHING -~ | |
AUTHORITY (SEPARATE SHEET] PCT/US2008/012987 " .. .. |

Group .7: Claims.1-12, 19-30 (all partiaily}
.. Claims relating to-(neutralizing) WISE antibodies with heavy chain COR
sequerices SEQ ID'Nos170-172 and light chain COR sequences SEQID.
Nos 167-169,; corresponding WISE epitopes-

. Group 8. Claims1-16, 18-30 (all partially) :
E Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy chain CDR - - I
sequences SEQ ID Nos 277-279 and light chain COR sequences SEQ [D
Nos 273-275; correspondmg WISE epitopes - o ’

They are not so linked as to form a single general inventive'concep't(Rule'13.-1 PCT)
for the following reasons: - : : ‘

Article 3(4)(iii) in combination with'Rule 13.1 PCT stipulates that the international
application shall relate to.one invention only or to a group so linked as to form a single
general inventive concept. Rule 13.2 PCT stipulates that where a group of inventions is -
claimed in one and the same international application, the requirement of unity of
invention shall be fulfilled only when there is a technical relationship among those
inventions involving one or more of the same or corresponding 'special technical
features', i.e. technical features that define a novel and inventive contribution which .
each of the claimed inventions, considered as a whole, makes over the prior.art.

The only common concept (technical relationship) linking the above groups of
. inventions is that they relate to (neutralizing) antibodies against WISE protein.

However, this concept cannot be regarded as the 'single general inventive concept’
required by Rule 13.1 PCT because it is not novel (respectively inveniive).
WQ0O02/08284 (cited in the'international search report) already discloses WISE
antagonistic antibodies in the context of therapeutic applications (see SEQ ID No 70
and e.g. claims 20 and 30 of W0O02/08284). :

Since no other 'special technical feature' (Rule 13.2 PCT) could be identified to provide
a linking concept between the different groups there is lack of unity and each group .
must be regarded as a separate group of inventions.

-
. ———

it must furthermore be pointed out that the identification of an epitope must a priori be
regarded as a routine pracedure without inventive activity. Hence, the identification of

irm PCTISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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the immunogenic WISE epitopes can not serve 1o establish unity amang the groups-af -
invertians as'set gut above.

In response to the invitation to restrict or pay additional fees, the appiicant has not paid
" additional fees. The following examination report thus only relates to the invention first
mentioned in the-claims (i.e. group 1 of inventions as set aut above).

Re ltem V.
1. - Documents -

Reference is made- to the following documents: . '

D1: WO 02/08284 A (GENENTECH INC [US} BAKER KEVIN P[US}
FERRARA NAPOLEONE [US]; GERBER) 31 January 2002 (2002-01-31)

D1a: GENESEQ database entry accession number ABB95457

D2: YANAGITAM ET AL: "Uterine sensitizatioh.associate_d gene-1 (USAG-1), a

novel BMP antagonist expressed in the kidney, accelerates tubular injury”
JOURNAL OF CLINICAL INVESTIGATION, AMERICAN SOCIETY FOR
CLINICAL INVESTIGATION, US, vol.-116, no. 1, 1 January 2006 (2006-01-
. 01), pages 70-79, XP003020472 ISSN: 0021-9738 cited in the application
D3:. YANAGITA MOTOKO: "Balance between bone morphogenetic proteins and
their antagonists in kidney injury.” THERAPEUTIC APHERESIS AND
DIALYSIS : OFFICIAL PEER-REVIEWED JOURNAL OF THE
INTERNATIONAL SOCIETY FOR APHERESIS, THE JAPANESE ,
SOCIETY FOR APHERESIS, THE JAPANESE SOCIETY FOR DIALYSIS
THERAPY OCT 2007, vol. 11 Suppl 1, October 2007 (2007-10), pages
$38-543, XP002524000 ISSN: 1744-9979 '
- D4: YANAGITA M ET AL: "USAG-1: a bone morphogenetic protein antagonist
- abundantly expressed in the kidney" BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL
RESEARCH COMMUNICATIONS, ACADEMIC PRESS INC. ORLANDO,
FL, US, vol. 316, no. 2, 2 April 2004 (2004-04-02), pages 490-500,
XP0044385910 ISSN: 0006-291X

smm PCTASA/237 (Sepatate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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2. - Subject-matter of the application .

The application relates to neutralizing WISE (USAG-1; SOSTDC1; ECTODIN)
antibodies for the treatment of fibrosis and proteinuria. WISE is'an antagonist of
bone morphogenetic protein (BMP).

3. . Novelty (Article 33(2) PCT)

3.1 Claims 1 and 2 read onto neutralizing WISE antibodies, i.e. antibodies whrch are
able of counteracting the physiological effects of WISE.

Document D1.already disclases the.complete sequence. of human'WISE (note. "
that SEQ 1D NO 70 of D1 is 100% identical to SEQ 1D No 2 of the present:
application) and furthermore discloses antagonistic antibodies to WISE (see e.g.
claims 20 and 30 of D1).

Hence, the subject-matter of claims 1 and 2 is not novel gver D1.

3.2 Claum 27 relates to an immunogenic WISE polypeptide which is suitabie for use ln o
praducing inhibitory antibodies. According to the teaching of the present’
application inhibitory antibodies can be raised against the full length wildtype
WISE, so that claim 27 is not novel over the sequence of WISE as e.g. disclosed
in D1.

4. Inventive Step (Article 33(3) PCT)

4.1 Documents D2 and D3 have already elucidated the role of WISE as an BMP
antagonist and its concomittant involvement in renal damage and fibrosis by WISE
knockout experiments. Both documents strongly correlate the inhibition of WISE
with therapeutic benefits.

The difference between the subject-matter of D2 or D3 and the subject-matter of
~current claims 1 and 2 hence merely lies in the fact that in the latter the inhibition
of WISE is achieved by neutralizing (antagonistic) antibodies as opposed to WISE
knockout.

However, antagonistic antibodies are the standard tool of choice for the skilled
person who is aiming to inhibit a biclogical pathway or molecule. Hence, no

irm PCT/ISA/237 {Separate Sheet) (Sheet 4) (EPO-April 2005)
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4.3

inventive aclivity can be-acknowledged for the subject-matter of claims t-and 2. -

The identification of epitopes must a priori be-regarded as-a routine pracedure
without inventive activity. Hence, the further definition of the antibodies as binding
to the epitopes as set out in claims 3-7 can not serve to establish an inventive .
step. ‘
The same objection applies mutatis mutandis to claims 28-30.

PCT/US2008/012987 . .

Claims 8-18 relate to neutralizing WISE antibodies which are further defined by - -
structural features. The antibodies of group 1 of inventions are characterized by - -

heavy chain CDR sequences SEQ ID Nos 127-129 and light chain CDR -

sequences SEQ ID. Nas 123-125 (heavy chain'sequence SEQ ID.No 16 .and light: -

chain sequence SEQ ID No 14 correspanding to antibady AbB). .

Such antibodies do not seem to exhibit a technical effect which would set them
apart from neutralizing antibodies in general as they have already been disclosed
in document D1 or suggested in D2/D3.

Hence, no inventive step can be acknowledged for the subject-matter of claims 8-
18. '

'(Note that inventive step could only be acknowledged for an antibody which wouid

have a technical effect that sets it apart from neutralizing antibodies in general).
Such an antibody would however have to be defined by the structural. features
which are responsible for achieving this particular technical effect, i.e. the
sequence of all six CDR regions or the sequences of both heavy and light
variable chain. In many of the present claims the antibodies are however only
defined by less than six CDRs or only one variable chain. This is not sufficient to
praoperly characterize an antibody.

-Similarly, claims which define variabilities in the CDR regions (e.g. claims 8 or 13)

must be cbjected to for the same reasons as it is common knowledge that the
residues in the CDR regions are crucial for antigen binding and that substitution of
a single residue can already significantly alter the binding behaviour of an
antibody. : ,

A similar argumentation applies mutatis mutandis to claims 15-18 wherein
sequence variation is allowed for the variable regions. In an extreme scenario,
wherein the mutations giving rise to this degree of sequence variation are strictly

sm PCTASA/237 (Separate Sheet).(Sheet 5) (EPC-April 2005) .
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lacalized to the CDH regicns, then the antibodies are structuraﬂy only defined by a ‘

common framework structure)
4.4 Dependent claims19—26 do not seem to disclose additional features which are on
their own sufficient to establish an inventive step of the claimed subject-matter.
Re ltem Vil

T. Designétions such as.Ab.-A, Ab-B, etc,- WISE, Lobpi epitope, Loob 3 epitope, -
T49 epitope or T56.1 epitope (claims 1, 3-5; 23, 28-30 etc) are arbitrary and

* without meaning to the skilled person.sa.that they render the scope of the. clalms :

unclear

2. Claim 8 relates to a CDR represented by SEQ ID No 184. However, SEQ ID NO
184 does not seem to define a CDR but-a longer sequence.

arm PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 6) (EPO-April 2005)




Possible steps after receipt of the internatignal search report (1SR} and
~written apinian of the International Searching Authority (WO-1SA) .

General
informatiomn

- Amending.claims
under
Art. 18 PGT

Filing a demand
_for international
. preliminary

examination

For all internationa applications filed on or after 1/01/2004 the competent:
ISA will establish an ISR It is accompanied.by the WO-ISA Unlike the
former written opinton of the IPEA (Rule 66.2 PCT), the WO-ISA is not
meant to be responded to, but to be takem into consideration for further
procedural steps. This document explains about the possibilities.

Within 2 months-after the date of mailing of the ISR and the WO-ISA the -

applicant may file amended claims under Art. 13 PCT directly with the

International Bureau of WIPO. The PCT reform of 2004 did not change--

this procedure. For further information please see Rule 46 PCT as well as-

form PCT/I1SA/220 and the corresponding Notes to farm PCT/1SA/220.

In principle,. the- WO-I1SA will be- considered as the: written apinion .of the
[PEA.. This should, in many cases, make. it unnecessary ta file a demand for.

international preliminary. examination. (f-the applicant nevertheless wishes----

to file a demand this must be done before expiry of 3 months after the
date of mailing of the ISR/WO-1SA or 22 months after priority

. date, whichever expires later (Rule 54bis PCT). Amendments under Art.

Filing informal
comments

End o.f'the
internationai
phase

Relevant PCT
‘Rules and more
information -

<XS 200704010CK_|_»>

34 PCT can be filed with the [PEA as before, normally at the same time as
filing the demand (Rule 66.1 (b) PCT). -

If .a demand for international preliminary examination is filed and no
comments/amendments have been received the WO-I1SA wili be transformed
by the IPEA into an IPRP (international Preliminary Report on Patentability)
which would merely reflect the content of the WO-1SA. The demand can still
be withdrawn (Art. 37 PCT).

- After receipt 6f the ISR'WO-1SA the applicant may file informal comments

on the WO-1SA directly with the Internationat Bureau of WIPO. These
will be communicated to the designated Offices together with the iPRP
(International Preliminary Report on Patentability) at 30 months from the
priority date. Flease also refer to the next box.

At the end of the international phase the International Bureau of WiPO will

transform the WO-1SA or, if a demand was filed, the written opinion of the

IPEA into the IPRP, which will then be transmitted together with possible
informal comments to the designated Offices. The | PRP replaces the former
IPER (lnternatlonal preliminary examination report).

Rule 43 PCT Rule 43bis PCT, Rule 44 PCT, Rule 44bis PCT, PCT Newsletter
12/2003 OJ 11/20083, OJ 12/2003
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intemational application No

PCT/US2008/012987

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER -

INV. C07K16/18 A61K39/395 .

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched” (dassmcaﬂon system followed by classification symbols)

Cco/K

Documantation searched other than minimum documentation to the axtent that such documents ane included . in the fields searched

Ejectronic data base consulted during the international search (nama of dala base and, where praciical, search lerms used)

EPO-Internal, CHEM A8S Data,

BIOSIS, EMBASE, Sequence Search

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

Chtalion of gocument, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to daim'No.

X DATABASE Geneseq [Online]
19 July 2002 (2002-07-19),

NO: 70."

"XP002524001

retrieved from EBI accession no.
GSP:ABB95457
~Database accession no. ABB95457
abstract

X "~& WO 02/08284 A2 (GENENTECH INC [US]
| BAKER KEVIN P [US];- FERRARA NAPOLEONE
{US]; GERBER) 31 January 2002 (2002-01- 31)

‘ctaims 20,30,31,33; sequence 70

"Human
angiogenesis related protein PR0532 SEQ ID

—f—

1,2

1,2

m Furthar documents are listed in the ooﬁtinuallon of Box C.

E See patant family annex.

* Spedial categories of cited documents :

A" document defining the general state of the an which is nol
considered lo be of particular relevance :
‘E* earlier document but published on or aftarthe intemational
filing date
L* document which may throw doubts on priority claim(s) or
which s cited to establish the publicalion date of another
Gilation or other special reason (as specified)
*(Q* document refarring to an oral disdosure, usa, exhibition or.
olher means
‘| *P* document published prior to Ihe intarnational filing date but
tater 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 1o 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 siep when the decument is 1aken alone

'Y* document of particular relevance; the claimed invenlion

cannol be consigered to invoive an inventiva siep when the
document ks combined with one or mora other such docu-

ments, such combination being obvlous to a person skilled

inthe arl.
&' document mamber of the same patent family

.1 Dale of the actual completion of the intemational search

Date of malling of the intemational search report

15 May 2009 - 11/09/2009
Nama and mailing address of the ISA/ Authorized officar
Europaean Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, '
Fax: (+31-70) 340-3016 Weikl, Martina

" Form PCTASAZ210 (second sheet) (April 2005)
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C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category® | Citatior of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X YANAGITA M ET AL: "Uterine
‘sensitization.associated gene-1 (USAG-1),
a novel BMP antagonist expressed in the
kidney, accelerates tubular injury”

© JOURNAL OF CLINICAL INVESTIGATION,
AMERICAN SOCIETY FOR CLINICAL
INVESTIGATION, US,
vol. 116, no. 1,

1 January 2006 (2006 -01- 01) pages 70-79,
XP003020472
ISSN: 0021-9738 . »
c¢ited in the application .
the whole document T
X YANAGITA MOTOKO: - "Balance between bone
-1 morphogenetic proteins and their
antagonists -in kidney injury."

THERAPEUTIC APHERESIS AND DIALYSIS :

OFFICIAL PEER-REVIEWED JOURNAL OF THE

INTERNATIONAL SOCIETY FOR APHERESIS, THE

JAPANESE SOCIETY FOR APHERESIS, THE

JAPANESE SOCIETY FOR DIALYSIS THERAPY OCT

2007,

vol. 11 Suppl 1, October 2007 (2007-10),

pages S38-543, XP002524000

ISSN: 1744-9979

the whole document

A . YANAGITA M ET AL: "USAG-1: a bone

morphogenetic protein antagonist

abundantly expressed in the kidney"

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH

COMMUNICATIONS, ACADEMIC PRESS INC.

ORLANDO, FL, US,

vol. 316, no. 2,

2 April 2004 (2004 04- 02) pages 490-500,

XP004495910

ISSN: 0006-291X

the whole document .

1-16,
18-30

1-16,
18-30

- 1-16,
18-30 .

Form PCTASA210 (continuation of sacond shest) (April 2005)
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Box No.il Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of tirst sheet)

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

1. D Claims Nos
because they relate to subject mater not required to be searched by this Authorlty namely:

2. D Claims Nos.:
because they relate to parts of the intemational application that do not comply with the prescribed requtremenls to such
an extant that no meaningfu! intemational search can be carried out, spacifically:

3. D Claims Nos.:

because thgy are dependent claims and are not dratted in accordance with the second and third sentences of Rule 6. 4(a)

Box No. Ill ' Observations where unity of Invention ie lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searctiing'Authority found muitiple inventions In this intemational application, as follows:

see additional sheet

-

D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report covers alisearchabip
claims. .

2. D As all sgarchable claims could be saarched wlthoul effort justitying an additional fees. this Autharity did not invite payment of
additional fees.

©

As only sormne of the reqwred additiona! search fees werg timely pald by the applicant, this international sea.rch reportcovers
only those claims for which fees were pald, specifically clalms Nos.:

4. m No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consaquently, this international search report Is
restrictad to the invention first mentioned in the claims; Itis covered by claims Nas.:

see additional sheet(s)

Remark on Protest The additional search fees wera accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the

payment of a protest fee.

Tha additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest

tes was not pald within the tme Imit specified in the Invitation.

D No protast accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (contmuation of first sheet {2)} (April 2005)
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 21

International, Application No. PCT/US2008 /01 2987

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

1. claims: 1-16, 18-30 (al) partially)

Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy
chain CDR sequences SEQ ID Nos 127-129 and light chain CDR
sequences SEQ ID Nos 123-125; corresponding WISE epitopes

2. claims: 1-16 (partially), 17 (completely), 19-30 (partially)

Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy
chain CDR sequences SEQ ID Nos 135-137 and light. chain CDR
sequences SEQ ID Nos 131-133, 173-175, 177-179, 181-183,

. 185-187, 189-191, 193-195, 197-199, 201-203, 205-207,
209-211, 213-215, 217-219, 221-223, 225-227, 229-231,
233-235, 237-239, 241-243, 245-247, 249-251, 253-255,
257-259 and 261-263; corresponding WISE epitopes

3..claims: 1-14, 19-30 (all partially) - o

Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with'héévy
chain CDR sequences SEQ ID Nos 143-145 and light chain CDR
sequences SEQ ID Nos 139-141; corresponding WISE epitopes

4. claims: 1-16, 18-30 (all partially)

Claims relating to (neutra]izing) WISE antibodies with heavy
chain CDR sequences SEQ ID Nos 151-153 and ‘1ight chain CDR
sequences SEQ ID Nos 147-149; corresponding WISE epitopes

5. claims: 1-12, 19-30 (all partially)

Claims relating to (neutralizing) WISE antiboedies with heavy
chain CDR sequences SEQ ID Nos 158-160 and 1ight chain COR
sequences SEQ ID Nos 155-157; corresponding WISE epitopes

6. claims: 1-12, 19-30 (a1l partially)

. Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy
chain CDR sequences SEQ ID Nos 164-166 and 1ight chain CDR
sequences SEQ ID Nos 161-163; corresponding WISE epitopes

7. claims: 1-12, 19-30 (all partially)

Claims relating to (neutralizing) WISE antibedies with heavy
chain CDR sequences SEQ ID Nos 170-172 and 1ight chain CDR
sequences SEQ ID Nos 167-169; corresponding WISE epitopes
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8. claims: 1-16, 18-30 (all partially)

© Claims relating to (neutralizing) WISE antibodies with heavy
chain CDR sequences SEQ ID Nos 277-279 and light chain CDR
sequences SEQ ID Nos 273-275; corresponding WISE epitopes
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