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ANEXOS TN
E Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la sollcitud.
E Documento que acredita ia existancia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

DX Documento de Representacion Legel.

D Documento de cesién del inventor al soliciiante o a su causants.
[[] peclareciones.

(] copla de la solicitud intemecional. (resumen, descripcion, relvindicaciones, dibujos)
[X] Traduccion de ia solicttud intemacional el castellano. (resumen, descripcién, relvindicaciones)

I'_'] Copia del examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen Preliminar
(IPEA).
D Traduccion del examen preliminar intemnacional efectuado por la IPEA.

[] De ser el caso, copla del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades Indigenas.
[C] Arte Final 12x12. @-

D De ser ol caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo ttular o su causante, relaclonados parcial o totaimente con la invencién de esta solicitud. -

D De ser @l caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional.

Otros reporte de blsqueda Internacional con su traduccion, publicacién con su traduccion, opinion escrita
de la autoridad de bisqueda Intamacional con su traduccién y listado de secuencias.
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El documento que acredita la calidad de REPREENTAW/
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de Ia
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer Ia personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en éI contenida.

AT

T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFiCIAL No. 2004-11-08-582
DE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacidon de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y en
espaiiol.

Certificado Notarial (sociedad), documento también escrito en inglés y en espafiol.

Marilyn L. Mitchell
Notario Puiblico, Estado de New Jersey
Mi Comisién Expira el 6 de febrero de 2005

APOSTILLA
(Convenciéon de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
2. Este documento plblico ha sido firmado por Marilyn L. Mitchell
3. actuando como Notario Publico de New Jersey
4, lleva el sello/estampilla de Marilyn L. Mitchell, Notario
CERTIFICADO ]
5. en Trenton, New Jersey 6. eldia7de octu'b'.ré de 2004
7. por John E McCormac, CPA, Tesorero de New Jersey :“%“-'f':r_wm
8.  No. A210247 Fﬁ%;ﬁ?ﬁ%ﬁ o
8. Sello/Estampilla . 10. Fima: (ilegi q 4

Hay un seillo dorado.

Traducido segin mi mejor saber y ent'eﬁdfé‘r. este didb-de

en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayd
2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Reptblica de Colombia.

n.v'. [ ] & (D 10
NITA ESCOBAR DE TAMAYU

A
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APOSTILLE
(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
MARILYN L MITCHELL

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
MARILYN L MITCHELL, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY
THE 7TH DAY OF OCTOBER 2004

BY: John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER
NO. A210247

SEAL/STAMP:
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‘o: ebajo -Ymados, WYETH, una socledad
orgarizeda y existente de conformidad con las leyes
del Estado de Delaware, Estados Unidos de América.

con domicilio en Five Glralda Farms, Madison,
Estado de New Jersey 07940,
Estados Unidos de América

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA yio
GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domicliados en Bogota,
Colombla, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
§-83, piso B80., nuestros representantss legales y
vardaderos en Bogotd, con facultades para reclbir
notificaciones y nombrar apoderados Judiclales ©
extrajudiciaies, con el fin de dar cumplimlento al

, 10. del articulo 543 del decreto 410 de
1071.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA ylo ENRIQUE
ALVAREZ. o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especiaiments facultados para
representamos ante las autoridades colombianas,
administratives, judiciales o de policla, en todoa o8
tramites relativos a la propledad industrial, a cuyo
ofecto les facultemos para dar ante dichas
autoridedes todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar soliciudes, deciaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar ol alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y epelaciones;
instawrar cancelaciones, renunclar total o
parclaimente a los reglistros, Bebonar todos los
lmpueabaywolnlyefoduarlndooropago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesqulera otros requisitos y tomes, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros Intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados pare tomar Intervencién como
demandantes o demandados ante los jueces que
gean competantes, pudiendo transar, someter a
&rbltros, desistr, percibir y apelar, con todas las
demas facultedes que resulten necesarias, y por ol
presente declaramos deade ahora vilido y bueno
cuanto dichos representantes ylo los apoderados que
cualqulera de elios nombre hicleren en nuestro
beneficlo.

protocolizacién de este documento y de cualquier
poder que cusiquiera de ellos otorgue & nombre
nuestro.

Dado y fimiado

/6

, @’ corporation
and existing under the of State of Delaware,
United States of America.

The underllﬂnx vmsrl;; organized

domiclled at Five Giralda Farms, Madison,

State of New Jersey 07940,
United States of Americs /

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GQUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombie,
with offices In said town, Calle 72 No. 5-83, Sbdh
Floor.ourhueandlogalreprummmnogou.
with power to recelve notifications and to appoint
Judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 10. of articie 543 of decree 410 of 1871.

Doctors ALICIA LLOREDA end/or GUSTAVO
TAMAYO andior IGNACIO SANTAMARIA end/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointsd, ere especially empowered to
represent us before the adminietrative, judiclal or
pollooauhpﬂﬂuodeunbh.lnallproondlngl
pertalning to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the seid authorities all
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Given and signed ttfs: _6th dayof October 2004
Wyeth

wfllllm H. %
Secretary

Asslstant




CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Estados Unidos de América
Estado de New Jersey
Condado de Morris

Hciv de Octubre / de 200 4 comparecié
William H. Calnan , aqulen conozcoy
de quien me consta que fimd el anterior documento,
zlqulan debldamente juramentado declard y dijo que
es

de WYETH la compalila nombrada en el documento
que antecede, una socledad debldamente organizada
y axisiente conforme a las leyes del Estado de
Delaware, Estados Unidos de América, domicllada
en la cludad de Madison, Condado de Morris,
Estado de New .Jersey, Estados Unidos de Amdrica,
legaimente constituida para un periodo de duracién
que aln no ha terminado, que ejerce su objeto social;
conforme a las leyes del Estado de Delaware,
Estados Unidos de América; que el declarante esta
autorizado por dicha Compaflla para conferir este
poder: que el sello estampado por & al ple de tal
poder, en nombre y en representacién de la
expresada Compaiiia, es el sello oficlal de ella; y que
al objelo para el cual se conflere este Instrumento
esta comprendido dentro del de !a socledad.

El suscrito Notario ha visto los Estatutos de
Incorporacién firmados en Madison, Estedo de New
Jersey, con fecha 4 Febrero, 1926 , Yy
certifica que de conformided con la leglsladbn de

{ss

.NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

United States of America
State of New Jersey
County of Morris

{ss

Onthis 6th dayof October 2004, perscnally

came, William H. Calnan

to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing Instrument, who being by me
duly swomn did deposs and say that he is the
Assistant Secretary of WYETH the company named

America, legally constihiled for a period of tenure not

yet explrad, which exercises its corporats purposes
according to the lawa of State of Delaware, United

of Incorporation of sald Corporation exscuted at
Wiimington, Delaware U.8.A. under date of
February 4, 1926, and hereby certifies that under the

Imoflaldsmme foregoing acknowledgment Is

dicho Estado la anterior declaracién juramentada et :
prueba suficiente de que los hechos sobre qumg“,,'m‘." cpre feLny
versa son ciertos o verdederos, dolocualdnrg ‘ DFIA Copc

Notary Public (Notario Pabilco).

MARILYN &. MITCHELL
NOTARY PUBLIC. STATE OF NEW JERSEY
My Comtmialen Expires February 6, 2005

Qeieo Touo T (neA: Mucaunu.
Qeren Tl 8ya fata Tagers



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

. . . PARA FUTURAS ver Forrm PCT/ISA/220
Registro de referencia del solicitante 0 agents
50551_:1404 “ o ACCIONES sl como, donde aplique, e item 5 a continaacitn.
Solicitud intermacional No. Focha de registro imamacional (dia/mesial) | Fecha do Priorided (Primers) (dia/imesiaio)
PCT/US04/26508 13 de Agosto de 2004 (13.08.2004) | 13 de Agosto do 2003 (13.08.2003)
Solicitante
WYETH

Esto reporte de bisqueds intemacional ha rido preperado por esta Autoridad de Bisqueds Internacional y es transmitido sl solicitsate
scgin ¢l Articulo 18, Una copia serd transmitida a Ia Oficina Internacional.

Este reporte do bisqueds internacions] constade un totalde S hojas.
Tambiéa esth acompafiado de una copla da cada documentn técnico anterior cliado en este reporte.

1. Bases de reporte

. al lengmaje, bs bilsqueds mernacional se flewd a cabo con base en:
La solicitd internacional en el iengumje en el cual 50 presanti.

D Una taduccidn de 1a solicitud intemacional al » quo es el lenguaje de una traduccién entregada pam
propdsiton de I bilsqueds internacional (Regias 12.3(s) y 23.1(b))-

h.E Respecto & una seenencla de deldo nucledtido y/o amine revelado cn la soticitud intemacional, ver Casilla No. L.

2. X Clertas retvindiesclones o pudieroa lecalizarss (Ver Casilhs No. ).
3. [X Faita unided de tavencida (ver Casitts No. 11,

4. Respecto al titnlo,

Dd & texto ca sprobedo segin o presenia ¢l soficitante.
Eata Autoridad ha establecido que el texto sa lea sl

S. Regpecto al resamen,

Pd B texw cs sprobado segin lo presenta f soficitante.
Esta Autoridad ha establecido el texin da acuerdo con In Regia 38.2(b), segin sparece en ks Casilia No. IV. El solicitante pusds, un
mes después de I fecha de haber enviado por comeo este reports de bisqueds internactonal, pressntar comentarios & esta Autoridad.
6. Respecto u los dibujes,

. La figura de los dibujos que sc publicani con ol resumen es ia Figum No.

[ como o sugiris el soticitme.
[]  comoto selecciond csts Autoridad, parque el salicitmte no sugirié uma figum.
como o seleccions csta Autoridad, porgue esta figurs caracteriza mejor & Is invencidn,
b.D ninguna da las figuras es pars ser publicada con el raumen.

Forma PCT/ISA/210 (primera hoja) (Abril 2005)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACJIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/US04/26508

Casllla No.1I Secuencia(s) de deido nueledtido y/o aminodeido (Continuseién del ftem 1.b de la primera boja)

1. Con respecto a cualquier micleétido y/o secuencia de aminoécido revelados en la solicitud intcrnacional y
necesarios para Ia invencién reivindicada, Ia bisqueda internacional se realizé sobre 1a base de:

de material
un listado de secuencias
[] tabla(s) relacionada(s) con el listado de secuencia

b. formato del material
E en formato escrito
E en una forma legible pars computadora

¢. momento de presentacién/suministro
E contenido en la solicitud internacional tal como se presentd
presentado junto con 1a solicitud internacional en forma legible para computadora
[] suministrado subsecuentemente a esta Autoridad para el propésito de I bisqueda

2. [[] Adicionalmente, en el caso de que méds do una vemisn o copia de un listado de secucncias y/o tabla en
relacién con aquello haya sido presentads o suministrads, o se suministraron, al como es apropiado, las
afirmaciones requeridas de que la informacién en las copias subsecoentes o adicionales es idéntica a aquells
en la solicitud tal como se presentd o no va més alld do Ia solicitud tal como se presents.

3. Comentarios adicionales:

Forma PCT/ISA/210 (cantinuacién de Is primers hoja (1)) (Abril 2005)



Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US04/26508

Casilla I Observaciones donde clertas reivindicaciones fueron inescrutables (Continuacién del Item 2 de
Ia primera hoja)

Este reporte de bisqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
17(2){e) por las siguienies razones:
1. [[] Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con un asumto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:

2. [X Reivindicaciones Nos.: 20 y 21
porque se relacionan con partes de Ia solicitud internacional que no cumplen con los requisitos

prescritos hasta tal grado que no se pucde llevar a cabo una bisqueda internacional significativa,
especificamente:
Por Favor Ver Hoja a Continnacidn

3. [[] Reivindicacioncs Nos.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estin disefiadas de acucrdo con In segunda y tercera
cracidn de Ia Regla 6.4(a).

Casilla ITT Observaciones donde falta unidad de invencién (Continuacién del Item 3 de In primera hoja)

Esta Autoridad de Biisqueds Internacional encontré invenciones muiltiples en esta solicitud internacional, asi:

1. D Puesto que todos los derechos de bitsqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2, D Puesto que todas Ias reivindicaciones investigables pudicron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicité pago do derechos adicionales.

3 D Puesto que sblo algunos de los derechos de bisqueda adicionales fucron pagados opertunamente por el
solicitante, este informe do biisqueda internacional cubre Gnicamente aquelias reivindicaciones para
las cusles sc pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4. X Bl solicitante no pagé oportumamente los derechos de bisqueda adiciomales requeridos. Por
consiguiente, este reporte de biisqueda internacional se restringe a Ia primera invencién mencionada en
las reivindicaciones; estd cubierto por las reivindicaciones Nos.: 1 y 19-21 en la medida que se lean
sobre Ia SEC IDNO: 9

Comentnario sobre Protesta D Los derechos de bisqueda adicionales estuvieron acompafiados por 1a protesta
del solicitante,

I:I El pago de los derechos de bisqueda adicionales no estuvo acompailado por
una protesta.

Forma PCT/ISA/210 (continuacidn de In primers hoja (2)) (Abril 2005)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/US04/26508

Continuacién de 1a Casilla II Razén 2:

Las reivindicaciones 20-21 no pueden ser buscadas porque no estin soportadas por la descripcién.
Estas reivindicaciones recitan una cantidad terapéuticamente efectiva de una protefna de la
reivindicacién 19. La descripcién no provee indicacién de cuanta proteina de la reivindicacién 19 es
terepéuticamente efectiva en cualquier sujeto.

Forma PCT/ISA/210 (hajs adiclonal) (Abril 2005)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Infernacional No.

PCT/US04/26508

A. CLASIFICACION DE MATERIA OBJETO
IPC(7) : AG61K 38/17, 31/728; COTK 14/435
USCL : 514/12, 54; 530/324; 93020, DIG500

| Segin s Clasificacion de Putente Internacional (IPC) o segsin In clasificacion nacional y la IPC
B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacidn minima buscads (sisterma de clasificactn seguido de simbolos de clasificaciin)
U.S.: 514/12, 54; 530/324; 930/20, DIG500

mmmmumwmmmm&mmunmahmm

Basc de daios electrémica consultads durmite la bisqueds imernacional (nambre dc i base de dains y, donde sea prictico, buscar términos usados)
USPAT, USPGPUB, GENESEQ, UNIPROT, PIR. SEC ID NO: 9 fue |a pregunts

C. POCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Catngoris *

Citacidn de documento, con indicacidn, donde sca spropiado, do 108 taxins rolovanics

Relovants & I reivindicacion No.

A

WO 95/23861 Al (GU y col) 8 de Septiembre de 1995
(08.09.1995), ver Resultado 1, biisqueda de sccuencia en Geneseq
Protein Database, proteina megacariocitopoientina humana,
identidad de secuencia 94%.

W092/13075 Al (TURNER y col) 6 de Agosto de 1992
(06.08.1992), ver Resultado 7, biisqueda de secuencia en Geneseq
Protein Database, factor estimulante de megacariocito humano,
identidad de secuencia 94%.

WO 00/64930 A2 (JAY) 2 de Noviembre de 2000 (02.11.2000),
ver Resultado 8, biisqueda de secuencia cn Geneseq Protein
Database, factor estimulante de megacariocito humano, identidad
de secuencia 94%.

1,19

1,19

1,19

En ¢l recuadro C se emumeren mils documenitos.

|| En el anexo se curmeran miemiros de la familia do patentes.

Categorias especinles de documentos citados:

‘A’ documento que define ¢l estado peneral de bn técnica e cual no e
considera de relevancia particular

'E' documento sntcrior pero publicado en o después de la fecha de
o int onal
L' documento que pucds arrojer dudas sobre relvindicaciones de

prioridad o que s cits para establacer Ia fecha de publicacidn de otra
citacién u otrs razdn especial (sogiin se especifica)

T documento posterior peblicado despudy do Is fechs de presentacién
imernacional o fecha de prioridad y que no estl en conflictocon b
solicitud pero citado pam entender o printipio o teorla que sustenta
fnvenciin

X documento de relevancis particulsr; la invencién relvindicada no
puede considerarse nueva © no pucde considerurse quo comprende
un paso inventivo cuando el documento se toma salo

"Y' documento de relevancia particular; In invencidn reivindicada no
puede considersree que comprende un paso inventivo cuando ¢l

0" documento que s¢ reflere & una revelacién oral, uso, exhibicidn u
otros medios

' documento publicado snies de Ia fecha de presentacidn internacional
de In fecha de idad reivindicada

documento s combina con une o mis documentos, siendo dicha
combinacién obvia pars una persona cxperia en Ia ticnica

‘&' documento miemibro de ls misma familis do patentes

Fecha de In terminacidn real de ks bisqueda imemacional

Fecha de envio por correo del reparte de bisqueds internacional

Alexandria, Virginia 22313-1450
Pax Ne. (371) 273-3201

17 de Octubre de 2005 (17.10.2005) 22 NOVIEMBRE 2005
Nombre y direccidn de comreo de Ia ISA/US Funcionario autorizado

Ml Stop PCT, Atin: [SA/US

Comisionado pars Patemies

P.O. Bax 1430 Rosamme Kosson

Telifono No. 571-272-1600

“Forma PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Abril 2005)

\\



<V

’ L L 8
L L [Ty W whwalitl

. PATENT COOPERATION TREATY DEC s

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY T
™ I S CIE
MARK J. GATSCHET - PCT

JENKENS & GILCHRIST -

- NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
sormaeen Y i [HE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
HOUSTON, TX 77010 THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL

SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION-
(PCT Rulo 44.1)
Date of mailing
— domeiey 22 NOV 29
e mi's il reference FOR FURTHER ACTION  Sce paragraphs 1 and 4 baiow
Intemnational spplication No. Internstional filing dms
PCT/US04/26308 (dapvimeribiyear) 13 Augist 2004 (13.08.2004)
Applicant
WYETH

1. E The applicant ks hereby notifled that the intermfional search report and the written opinlon of the Intsmaticma] Scxyeking Authority
have been established and are tranmitied herewith,

Mg of amendmunts and stntement noder Artiels 19) -
The epplicent is entitied, if ho so wishes, (0 amend the claine of the nternationa] application (ses Ruls 48}
When? The time limit for Alieg such smendmens Ls noraally two montts from the date of trangmittal of the jntermational
saarch report.

Whers? Dircetly io the Inteynational Bursu of WIPO, 34 chamin des Colombetios
121 Geneva 20, Switzeriand, Facyimile No.: (41-22) 338.82.70.

For mere detafled instructions, ses the notes on the accompanying sheet.

2 [ Theapplicant is hereby notified thet no internationa) search repart will be establisked and that the deslaration under
Asticle 17(2)(e) to that effect and the writien opision of the internationa] Scarching Authority are tremumited herewith.

3. [] With regard to the procast againat peyment of (an) additicen] foe(s) under Rude 40.3, the sppticant is ootifled that

D the protest together with the decision thereon kas been trensmitied (o the Imernational Boreas together with the spplicant’s
request to forwand the taxss of both the protest and the deeigion thereon to w designated Offices.

oo decirion has been made yet on the protest; the applicant will be notified a3 s0on s & decision s made.

4. Reminders

Shortly after the expiration of 18 months fram the priority date, the international spplication will be published by the International
Buresu. If the applitert wishes to swold or postpone publication, & notice of withirawal of the internationa] application, or of the
priority elaim, rmt reach the Internationsl Buresu as provided in Rules 90bér.1 and 908is.3, respectivaly, befire the completion of the
tecimical prepamtions for Intarnational publicstion.

The applicant ey submit comments on an informml basis on the written apinlon of the Inemational Searching Authority to the
intrrnational Burean. The Interoationel Burean will send & copy of sxch comments © all desfgnmed Offices unloy an Internationsl
preliminary examination roport bey been or s t0 be established. Thess comments would also bo wmde avallshiz bo the public but not
before the expiration of 30 montha frem the priarity date.

Within 19 mestls from the priority dats, tat only In respeet of some designated Offices, & demand for intemational pretiminary
examination must be flled if the applicant wishes to postpane the entry into the national phase aatil 38 mesths from the priority dute
(in some Offices even laiwr’y; otharwise, the applicant oumt, within 28 meuths from the priority date, perform the preseribed acty for
aniry into the national phase beftws those dexignated Offices.

In respect of other designated Offices, tho time 1imit of 30 mouthe {or lxter) will apply even if no domand is flled within 19 manthe.
Sec the Anoex io Form PCT/IB/301 snd, for details about the spplicable time limits, Office by Office, ace the PCT Agplicons 's Gidde,
Volume 11, National Chapiers and the WIFO Imemnet site.

‘Namo and mailing address of the [SA/ US Authorized officer
Mail Swop PCT, Astn: ISAATS
Commnbwioner for Paients Rosenne Kosson <
Aaantia, Vigiala 22313-1450 "2 y, aJ/L,

Pacatmile No. (571 \ Talephono No. §71-272-1600

Form PCT/ISA/220 (Juxxmary 2004) (See notes on accompanying sheet)




PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Articlo 18 and Rules 43 and 44)

Applicant®s or sgeni's flle refrence FOR FURTHER see Form FCTABA/TI0

J0657-01404 ACTION as well 3, wisere spplicable, hem 5 below.

Tatemational epplication No. Intemational fling date (dawmonthywar) | (Earfiest) Priority Datn (dayvinonthiear)
PCT/US04/26508 13 Aogust 2004 (13.08.2004) 13 Augnst 2003 (13.08.2003)
Applicant

WYETH

This intemationat sesrch report hes been prepared by this Intemational Sesrching Autharity and i transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted tn Burem.

This intemational search report congists of  total of sheets.
It Is lso accompanied by a copy of eich prior ant document cited in this report.

1. Basls of the Report
s Wiﬁgﬁnh“hm—mhmaﬂdmuhwoﬁ

the intemational application in the langusge in which it was filed.
& trasalazion of the intormational spplication into » Which i the Janguags
of a tramiation furnished for the purposes of intemationa) seerch (Rules 12.3(a) and 23.1(b))
b.E With regard to any suclootide amsl/or smine seld sequence discloted in the international spplication, ses Bax No. I.
1 E Certzin cialms were fonnd nasearchable (Ses Bax No. 1)
3. E Unity of invention Is kecking (See Box No. [IT)
4.  With regard to the tile,
tha text is spproved as submmitted by the applicant.
the text bes been extsblished by this-Aunthority to read s ilows:

5. With regard o the abstraet,
the text s spproved s submitted by the spplicant.
Cho text bas been establishod, according to Rule 38.2(b), by this Authority ss It appears in Bax No. IV. Tho spplicant
mey, within one month fiom the date of mailing of this fatermational search report, submit comments 1o this Authority.
6  With regard to the drawings,
s e of the drawings to be published with the shatract is FigureNo. _____
ﬂﬁ a1 suggested by the spplicant.
[ ] s scicceed by thia Authority, becaisse tho spplicant fsiled to suggest s figure.
s sclected by this Authority, becauso this figae better characterizey the [nvention.
b [] o of the figares is to be published with the sbatract.

Form PCT/ISA/210 (first shoet) (April 2005) .




INTERNATIONAL SEARCH REPORT Inecnations! application No.
PCTAUS0O4/26508

Bax No. I Naclootide and/or amino scid sequeace(s)’ (Contianation of item 1.b of the first shest)

1. With regard to sy ucleotide and/or amine acid sequence disclosed in the international spplication and necessary to the clained
invention, the international sexrch was earried out on the basis oft
& type of material
E & sequence listing
D txble(s) related to the sequence listing
b format of material

X cper

K i detrosic form

¢  time of filing/fumishing
contained in the international application s filed
DX tiled together with the iemationsl spplication in electrane form
D fumished subsequantly to this Authority fir the purposcs of search
zEI In addition, in the case that more than onw version or copy of a ssquence listing and/or table relating thereto has heen flied

or fumished, the required statcments that the information in the subssquam or additional coples ts identical 1o tht in the
spplication as filed or does not go bayond the spplication as filed, &3 appropriste, ware furaished,

N Additional comments:

Form PCT/ISA210 {ecticuation of first sheet{1)) (April 2005)

b



Internxtional spplication No.
PCTIUS04/26508

BoxNo.ll  Observations where certain cialms were found unsearchabis (Continnation of tizm 2 of first shest)
This jnternational search report bas not been established in respect of certain claims under Articls 17(2)(a) for the following ressons:

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

[ Gl
because thiy relass o subject ramer not required to be searched by this Autharity, mamely:

2 Claims Nos: 20 and 21
becuse they relxte to parts of the intemational spplication that do not comply with the prescribed requirernents to such
i extent that no mesningfhi international search can be exried out, specifically:
Plosse So0 Contimuation Sheet

2 [ cuimeNo:
because they sre dependeat clxima and are not drafted in sccordance with the pecond snd thind setences of Rulo 6.4(s).

BoxNo.ITl  Observations whare uaity of invention Js lacidng (Contiunation of itemn 3 of first sheet)

This International Searching Authority frand multiple inventions in this mtermational spplication, ss fllows:

As all required additional pearch fecs were timely puid by the sppiicant, this international sexrch repost covers all
searchable claims.

As all searchable claims could be searchod without effort justifying sdditional fees, this Authority did not invite payment
of mny adiitional fiees.

As quly some of the required sdditional scarch fies were timely paid by the spplicant, this international search report

OO0

w

4, Nomtﬁdddﬁoﬂuﬁhmﬁﬂypﬂhhqﬂim&nqmﬂy.dﬁm&ﬂuﬂlmh
:Hs&%h"!rﬂmmmumnhmw&hmﬂuﬂﬂlulblhqunllllllly
on 9 .

Remark on Pretest D The additional scarch feex were accompanied by the spplicant’s protest and, where spplicable, the
payment of a protest fee.

D The additional sewrch fhes were accompmnied by the spplicant’s protest but the spplicable protest fee

was not paid within the time limit specified in the invitation.

Forn PCTIISAZI0 (continmdion of firet sheet(2)) (April 2005) -




INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/USOV26508

Continuation of Box II Reason 2:

Cluims 20-21 could not be searched becsuse they are not supported by the specification. These claims recits a therspentically effective
amount of & protein of clsim 19. The specification providas no indication 23 10 how mmdh of the protein of claim 19 is therapeutlcally
effective in uny sobject.

Form PCT/ISAZ210 (extra sheet) (Apeil 2005)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT Intermationa] spplication No.
PCTAIS 04726508
A CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTHR
IPC(T) :  AS1K 38/17, 31/728; COTK. 14/435
isa 1 51412, 54; 530324; 930720, DIGS00

According to [nternational Patent Classification (TPC) ar to both nations] classiflcation and IPC

B.  FIELDS SEARCHED

Minimum documentntion searched (clesyification system followed by clamification symbols)
USS. : 514/12, 54; 530/324; 930/20, DIG300

Documentation sesrched other than minimum docurnentation 1o the extent that such docoments wro included In the flelds sexrchad

Electronic dam base consulted during the intemational search (name of data bese and, where practicable, saxrch tarms used)
USPAT, USPGPUB, GENESEQ, UNIPROT, PIR. SEQ ID NO: § way the qoery.

C.__DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

| Category * | Citation of document, with indication, where of the relevant Relevant to ¢laim No.
A WO 923861 Al (GU et al) OF Scptember 1993 (08.09.1995), see Result 1, sequence search L,19
in Geneseq Protein Databass, nutn megaiaryocytopolentin protein, 94% sequence identity.
A WO 52/13073 Al (TURNER et al.) 06 August 1992 (06.08.1992), sos Resnlt 7, sequence 1,19
Fﬁluﬂuﬂqhﬁn“hﬂmmﬁmﬁdmﬁﬂuhﬂ.ﬂuqﬂu
A WO 00/64930 A2 (JAY) 02 November 2000 (02-11.2000), s=o Reyult 8, sequence search in 1,19

Geneseq Protein Database, human megakryocyts stimulsting factor, 94% sequence identity.

D Further documents are listed in the continuation of Box C. See patent family annex.

107

Tatar dogcat pubtisked ey i Munrustions] fillng dats or prisrily
date el mat s comflics with the applisation bt aliesl tp sndecsosnd the
rinciple or thtury mnderiying the ixvestion

=" dorsmmt of pexticatar ralevance; # claln! lrvexstin camst be
“E  culiesppliostion er patent published on or sfter the intervations] fling dain combiered novel ar carms b cmghiarad 1o krvales m lnventive Jnp

whan the docomtrt I inkxs alims
"L"  docmaent which sy teww doxbis on prievity cluls(s) or which b sl »
asiablish @ poblication dae of snother cliwtion o oty spetial res (my - deconant of particale relsvence; e clahond lnvention st be
apecifind) conshlared © lnvolve m loventive siep when the decament
ctanhined with ons ov mose ether sxh docsmenis, sach combinstion
Iing olrvioms 0 2 pre shilied in the

doccamers mamber of the scwm putext fanlly

. "~ Spacial cugovice of chid Secuments

"A" docnem dufisiay W gensral siate of e it which I net congldend 1o be of
paticulyr mlgvency

0" decasnl misving 0w ounl disclasdire, wm, exkihition or other e

" decumms pablished pricor w the lnternation] filing das but lnter they the &
priowity du vinkowd

[Date of the actual completion of the intemational search
17 October 2005 {17.10.2005)

Duto of mafiing of the intammtional ssarch repart

NOV ;

Name and malling address of the ISA/US
Mail Stop PCT, Atin: BA/US
Cammissioner for Pateey
P.O. Bax 1450
Alexsndria, Virginia 22313-1450

Faceimila No. (571) 273-3201

Authoriged *
Rosanne
Telephooe No. §71-272-1600

O~
BHA

Form PCT/ISA/210 (sccond ahees) (Aprll 2005)
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(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

(19) Organtzacién Mundial de Propledad Intelectusl
Oficina Internacional
) Mldehblndllllm:7/
24 de Febrero de 2008 (24.02.2005)

. (51) Clasificncién Internacional de Patestes” ASIB (81) Estados Designados (s seenos que 5o indicado de
cada fpo de proteccidn nacional disponibis). AE, AG, AL,

AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH

{11) Niimero de Sollcltud I i PCT/US2004/026508 CR, CU, CZ, DE, DX, DM, DZ, BC, EE, EG, ES, FI, GB, &),

(10) Nimero de Publiencidn Intern

WO 2005/016130 .

GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS JP, KE, KG, KP, KR, KZ,

LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW,

(22) Fecha de Registro aclonal: 13 de Agosto de 2004 MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC,

(13.08-2004) 8D, SB, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN, TR, TT. TZ, UA, UG,
US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(25) Idtloma de registre: + Inglés

(26) Ldloma de Publleacién: Ingiés KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
ikt B RU,

P, Eurcasidtica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, T, TM), Buropea
(AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR,
(30) Informacién ¢ Prioridad: HU, IE, IT, LU, MC, NL, PL, PT, RO, SE, 81, 8K, TR), OAPI
60495741 | 14 de Agosto de 2003 (14.08.2003) US I O N O O G, 0, v ML MR N

(71) Soliclinnte (pars mdas los Estodor 4 axcepio
Ertadas Usidor de Américay WYETH [US/US]; Five pupiicada:
Giralda Farms, Madison, NJ 07940 (US)- —  in reporta de bilsqueda internacional y para ser republicada en ol easo
da recibo de exs reporse

%: 5 (para Estadas uug(a América
mventores/Solicitantes Para los codigos de dox letrax y oty abreviaturax, refiérase a "Las Notas
miamene): FLANNERY, Carl Raiph' [US/USE; 13  Gulas sive Citigos  Abreviotums® qus qparecen & comienso de cnda
Bruccwood Road, Actn, MA/ 01720 (US). emisidn reguler de ka Gaceta PCT.
CORCORAN, Christopher Jplin ‘[US/US]; 170 E.
Broadway, Apt. 3, Ardi MA 02474 (US).
FREEMAN, Bethany Annl/[US/US]; 52 Foster Street,
Ardington, MA 02474 (US). RACIE, Lisa Anne
[US/US); 124 School Strect, Acton, MA 01720 (US).

(74) Ageate: GATSCHET, Mark J.; Jenkens & Gilchrist,
1401 McKinney, Suite 2600, Houston, TX 77010 (US)-

(54) Timls: MOLECULAS DE LUBRICINA RECOMBINANTES Y USOS DE LAS MISMAS

{57) Resumen: Sedumbmml&uhdelubﬁcinuﬁm:bhmluymdﬂum Se proporcionan nuevas moléculas de Jubricina
recombinantes y sus usos como lubricantes, agentes anti-adhesivos y/o suplemenios intra-articulares para, por ejemplo, articulaciones
sinovigley, meniscos, tendones, peritoneo, pericardio y pleura.
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property
Organization
Intermnational Borean

{(43) Intcrnational Publication Dule
24 February 2005 (24.02.2005)

PCT

(10) Internationa! Publication Number
WO 2005/016130 A2

(§1) Intornatlonsl Patent Classification’: A6IB

(21) Internutional Applicullon Number:
PCT/US2004/026508

(22) Intcrnational Flllng Dute: 13 August 2004 (13.08.2004)

(25) Flling Langongpe: Hnglish
(26) Publicailon Language: English
(30) Priority Data:

60/495,741 14 August 2003 (14.082003) US

(71) Applicant (for all designated States axcept US): WYETH
[US/US]; Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940 (US).

(72) Inventors; und

(75) Inventors/Applicants (for US only): FLANNERY, Carl
Raiph [US/US]; 13 Brucewood Road, Acton, MA 01720
(US). CORCORAN, Christopher John [US/US]; 170 B
Broadway, Apt 3, Arlington, MA 02474 (US). FREK-
MAN, Bethany Anpls [US/US]; 52 Foster Street, Arling-
ton, MA 02474 (US). RACIE, Lisa Anne [US/US]; 124
School Street, Acton, MA 01720 (US).

(74) Agent: GATSCHET, Mark J.; Jenkens & Gilchrist, 1401
McKinney, Suite 2600, Houston, TX 77010 (US).

(81) Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national prozection available): AE, AG, AL, AM,
AT, AU, AZ BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA,CH, CN,
CO, CR, CU, CZ, DB, DK, DM, DZ, BC, R, BG, ES, [,
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE,
KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, L'T, LU, LV, MA, MD,
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG,
PH, PL. PT, RO, RU, SC, SD, SE, 8G, SK, SL, SY; TJ, T™,
TN, TR, 1T, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM,
ZW.

(84) Designated Stales (unless otherwiss Indicaied, for every
kind of reglonal protection avallable: ARIPO (BW, GH,
GM, KR, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, 82, TZ, UG, ZM,
ZW), Burusian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
Buropoan (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, IR, BS, i,
FR, GB, GR, HU, IR, IT, LU, MC, NL, PL, PT, RO, SR, 51,
SK, TR), OAFI (BF, BJ, CF, OG, CI, CM, GA, GN, GQ,
OW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published;
= without iniernational search report and o0 be republished
upon receipt of thai repont

For two-leiter codes and other abbreviations, refar 1o the “Guld-
ance Notes on Codes andAbbrM_mhm' appearing al the begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazette.

2005016130 A2 |10 00 ) T 0 0O

(54) "THle: RHCOMBINANT LUBRICIN MOLICULES AND USHS THEREOR

o (57) Abstract: Recombinant lubricin molecules and uses thereof. Novel recombinant Iebricin molecnles and thelr cses as luhricents,
anii-adhesive ngents and/or intra-articular supplements for, e.g., synovial joints, meniscus, tendon, peritoneum, pericardiom and
3 pleura, are provided. .

Pl



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

Dela
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Para: PCT
MARK J. GATSCHET
JENKENS & GILCHRIST
1401 MCKINNEY OPINION ESCRITADELA
SUTTE 2600 AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
HOUSTON, TX 77010 (PCT Regla 43bis.1)
Fecha de correo

_ dig/mes/aiio)
Registro de referencia del solicitante | PARA FUTURAS ACCIONES
o agente Ver pirrafo 2 a continuacién
50657-01404
Solicitud Internacional No. | Fecha de registro internacional Fecha de prioridad

(dia/mes/miio) (dia/mes/aito)
PCT/US04/26508 13 de Agosto de 2004 (13.08.2004) |13 de Agosto de 2003 (13.08.2003)

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e [PC
IPC(7): A61K 38/17, 31/728; CO7K 14/435 y US CL.: 514/12, 54; 530/324; 930/20, DIG500 .

Solicitante
WYETH

1. Esta opinién contiene indicaciones relacionadas con los siguientes ftems:

Bd CasillaNo.I  Bases delaopinisn

[0 CasilaNo.I Prioridad

B CasillaNo.I No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y
aplicabilidad industrial

P4 CasillaNo.IV Falta de unidad de invencién

Bd CasilaNo.V  Afirmecién razonada de conformidad con la Regla 43bis.1(e)(f) con
respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

[ CasillaNo.VI Ciertos documentos citados

[0 CasillaNo.VII Ciertos defectos en la solicitud internacional

B Casilla No. VI Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

2. ACCIONES FUTURAS
Si se hace una demanda para examen preliminar internacional, esta opinién generalmente serd
considerada como una opinién escrita de la Autoridad Examinadora Preliminar (“IPEA”). Sin
embargo, esto no aplica cuando el solicitante escoge una Autoridad diferente a ésta para que sea la
IPEA y la IPEA escogida le ha notificado a Ia Oficina Internacional de conformidad con la Regla
66.1bis(b) que no se considerarin las opiniones escritas de esta Autoridad de Bdsqueda
Internacional.

Si esta opinidn es, segdn se estipula anteriormente, considerada una opinién escrita de la IPEA, se
invita al solicitante a presentar ante la [PEA una respuesta escrita junto, cuando sea apropiade, con
modificaciones, antes de la fecha de expiracién de tres meses desde la fecha de envio por correo de la
Forma PCT/ISA/220 o antes de Ia fecha de expiracién de 22 meses desde la fecha de prioridad, la
que expire mis tarde.

Para opciones futuras, ver la Forma PCT /1SA /220.
3, Para detalles adicionales, ver las notas a la Forma PCT/ISA/220.

Nombre y direccién de correo de Ia ISA/US | Fecha de finalizacién de esta opinion | Fundonario Autorizado
Mail Stop PCT, Attn: ISA/US

Comisionado para Patentes 17 de Octubre de 2005 (17.10.2005) Rosanne Kosson
P.O. Box 1450
Alexandris, Virginia 22313-1450 Teléfono No. 571-272-1600

Fac No. (571) 2/3-3201

Forma PCT/ISA/257 (carfitula) (Abril 2005)
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OPFINION ESCRITADE LA Solicitud Internacional No.
. 'AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US04/26508

Casilla No. I Bases de esta opinién

1. Respecto al idioma, esta opinifn se ha establecido con base en:
B4 La solicitud internacional en el idioma en el cual se presents

[J Una traduccién de la solicitud internacional al » que es el lenguaje de una
traduccién entregada para propésitos de la bsqueda internacional (Reglas 12.3(a) y 23.1(b)).

2 Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoécida revelada en Ja solicitud internacional y necesaria
para la invencitn relvindicada, esta opinién se ha establecido segdn:

a. tipo de material:

B un listado de secuencia
] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material-

B en formato escrito
X en formato legible por computador

c. tiempo de presentacién/suministro: .

X] contenido en la solicitud internaclonal segtin se registrd.
X] registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador.

I:IpmpmuomdnmhigumtemmhaeshAumndadpanhhhquedn.

3. [] Ademés, en el caso en que més de una versidn o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacidn en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segtin se presentd o no va més alld
de la solicitud segtin se registrd, segiin lo apropiado, fueron suministradas.

4, Comentarios adicionales:

Farma PCT/ISA /237 (Casilla No. ) (Abril 2005)
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OPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT,/US04/26508

Casilla No. IIl No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invencién reivindicada parece ser novedosa, comprender un nivel inventivo (ser no obvia) o ser
aplicable industrialmente no se han examinado respecto a:

[] toda 1a solicitud internacional
X reivindicaciones Nos. 20 y 21

porque:

[ dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. se refieren a la siguiente materia objeto la cual
no requiere un examen preliminar internacional (especifique):

[ 1a descripcién, reivindicaciones o dibujos (indigue los elementos particulares a continuacién) o dichas
reivindicaciones Nos. son tan poco clarcs que no se podria formar una opinién significativa (especifique):

B3 las relvindicaciones, o dichas reivindicaciones Nos. 20 y 21 son sustentadas tan inadecuadamente por la

descripcién que no se podria formar una opinién significativa (especifique):
Ver Casilla No. VIII (Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional).

B3 no se ha establecido ningiin reporte de biisqueda internacional para dichas reivindicaciones Nos. 20-21

[ no se puede formar una opinién significativa sin el listado de secuencias; dentro del limite de tiempo prescrito, el
solicitante no:

[0 proporciona un listado de secuencias sobre papel cumpliendo con el estindar dispuesio en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas, y tal listado no estuvo disponible para la Autoridad de Bhsqueda
Internacional en una forma y manera aceptable para ello.

[0 proporciona un listado de secuencias en forma electrénica cumpliendo con el estindar dispuesto en el Anexo
C de las Instrucciones Administrativas, y tal Hstado no estuvo disponible para Ia Autoridad de Bdsqueda
Internacional en una forma y manera aceptable para ello.

] pagalatasa de suministro posterior requerida para el suministro de un listado de secuencias en respuesta a
una invitacién bajo Ia Regla 13fer.1(a) o (b).

[J no se puede formar una opinién significativa sin las tablas relacionadas con el listado de secuencias; dentro del
limite de tiempo prescrito, el solicitante no proporciona tales tablas en forma electrénica cumpliendo con los
requerimientos técnicos dispuestos en el Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas, y tales tablas no
estuvieron disponibles para Ia Autoridad de Bdsqueda Internacional en una forma y manera aceptable para ello.

[] 1as tablas relacionadas con el nuclestido y/o lista de secuenca aminodcida, si estin en formato legible por
computador dnicamente, no cumplen con los requerimientos técnicos proporcionados en el Anexo C-bis de las

[ Ver Casilla Suplementaria para m4s detalles

Forma PCT/ISA/237 (Casilla No. III) (Abril 2005)



OPINION ESCRITA DELA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US04/26508

Casilla No. IV Falta de unidad de invencién

1. [X1 Enrespuesta a la invitacién (Forma PCT/ISA/206) para pagar derechos adicionales el solicitante ha, dentro
del tiempo Ifmite aplicable:

[0 pagar tasas adicionales

[0 pagar tasas adicionales bajo protesta y, cuando sea aplicable, la tasa de protesta
[0 pagar tasas adicionales bajo protesta pero Ia tasa de protesta aplicable no se pag6
BJ no pagar tasas adicionales

2. [ Esta Autoridad encontr6 que el requisito de unidad de invencién no se ha cumplido y escogis no invitar al
solicitante para pagar derechos adicionales.

3. Esta Autoridad considera que el requisito de unidad de invencién de acuerdo con Ias Reglas 13.1,13.2y 133 es
[0 sehacumplido.

BX o se ha cumplido por las siguientes razones:
Ver la seccién falta de unidad del Reporte de Basqueda Internacional (Forma PCT/ISA/210).

4. Por consiguiente, las siguientes partes de la solicitud internacional han sido establecidas con respecto a esta
opinidn:

[0 todaslas partes.
[<] las partes que se relacionan con las reivindicaciones Nos. 1y 19

Forma PCT/ISA/237 (Casilla No. IV) (Abril 2005)



OPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US04/26508

Casilla No. V Afirmacién razonada bajo Ia Regla 43bis.1(a)(i) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaclones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Declaracién
Novedad (N) Reivindicaciones 1y 19 Sl
Relvindicaciones NINGUNA NO
Nivel Inventivo (IS) Reivindicaciones 1y19 SI
Reivindicaciones NINGUNA NO
Aplicabilidad Industrial (IA) Reivindicaciones 1y19 S
Reivindicaciones NINGUNA NO

2. Citaciones y explicaciones:
Las reivindicaciones 1 y 19 cumplen los criterics expuestos en el Articulo 33(2)(3) del PCT, porque el arte anterior no
ensefia o sugiere totalmente una proteina que comprende la SECUENCIA ID NO: 9.

Las relvindicaciones 1 y 19 cumplen los criterics expuestos en el Articulo 33(4) del PCT, y por lo tanto tienen
aplicabilidad industrial porque la materia objeto reivindicada puede ser hecha o utilizada en la industria.

Forma PCT/I5A/237 (Casilla No. V) (Abril 2005)



OFINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US04/26508

Casilla No. VIII Clertas observaciones sobre la solicitud Internacional

Las siguientes observaciones sobre la claridad de las reivindicaciones, descripcién, y dibujos o sobre Ias preguntas de
si Ins reivindicaciones estin completamente soportadas por la descripcién, son hechas:

Las reivindicaciones 20-21 son objetadas por carecer de claridad bajo la Regla 66.2(a)(v) del PCT porque las
reivindicaciones no estin completamente soportadas por la descripcién. La descripcién no revela la invencién
reivindicada en una manera suficientemente clara y completa para que la invencién reivindicada pueda ser realizada
por una persona versada en la materia porque no proporciona indicacién acerca de cuénto de la proteina de la
reivindicacién 19 es una cantidad terapéuticamente efectiva en cualquier sujeto.

Forma PCT/ISA/237 (Casilla No. VIII) (Abril 2005)
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1. This opinion contains Indications refating to the following ftems:

Box No. | Basis of the opinion
BexNo.ll  Priority

BatNo.Il  Non-establishment of apinion with regand % novelty, inventive step and industrial applicahility
BoxNo.IV  Lackof unity of inveation

Box No. V Reasoned statemont under Rule 4354(r.1(a)(T) with regand io novelty, inventive step ar industrial
BoxNo. VI Certyin documents clted
Baox No. VI Certain defects in the nternational application

BaxNo. VIII  Certain cbservations on the international spplication

XOO KXXOX

1. FURTHER ACTION

International Preliminary Examining Authority ("IPEA™) except that this does not apply where the spplicent chooses sn
Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notified the International Burenu under Rule 66.1585(3)
that written opinions of this International Saarching Authexity will not be 50 considered.

If this opinicn is, 29 provided above, conmsidared 10 be & written opinion of the IPEA, the applicant i inviled to submit to the
IPHA & written reply ingether, where sppropriate, with smendmenty, before the expiration of 3 months frem the date of mailing
«mmm«mnm«nmmuwwn-mmw.

For firther options, see Form PCT/ISA/220.

" 3. For further details, sco poses 10 Form PCT/ISA/220,

Name and muiling eddress of the ISA/ US Date of campletion of this epinion
Mxil Stop PCT, Atin: BA/US
Commisslones for Puienty . 17 October 2005 (17.10-2005)
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WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAUS04/26508

Box Nuo. I Basls of this opinlon

1, With regand to the lapguage, this opinion has been extablished on the besis oft
B the international application in the language in which it was filed
D a trumsintion of the imtemation] spplication ingo ____, which s the lmgusge of a transiation fsmished for the purposes of

intornational search (Rules 12.3(s) and 23.1(5))-

1“&“hw“ﬂnﬂﬂwdﬁdhhmﬂﬁmﬂmhhm
fmvention, this opinion has been established an the besis of:

a typo of material

3.

E 8 sequence lsting
[ tabie(s) relased so the sequence listing

fonmuat of material

B opeper

X in clectronic form

time of filing/furnishing

B comained in the internationsl application as Blel

filed together with the interational application in electronic form.

[} femished mibmequently to this Authority for the purposes of search.

In addition, jn e caso thet mixe than one version or copy of & soquence listing snd/or wbla(s) redsting thereso has bom filed

or (ernished, the required statemenis that the information in the subsequent or additional coples is identical to that in the
spplication ss filed or does not go beyond the spplication as filed, as appropriate, were farnished.

4. Additional comments;

Form PCT/ISA/23 ABox No. 1) (April 2005)
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Tnlernational application No.
WRITTEN PINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAUSOA/26508

Box No. III Non-establishment of opinion with regard to novelly, inventive step and Induostrial applicabity

quthmwthDMnMRmmhMLchh
industrially spplicable have not been examined In respeet oft

[] e cntire insoraaticen! spplication
E claims Nos- 20 and 21
because:

[ ] the said temations) sppiication, ar the said cleim Nos. ____ relate to the following subject matior which does not requirs
an [ntermational smrch (ipecifiy):

[] the deseription, claims or drawings (tadicare perticular siemants below) or said claims Nos. ____ are o uclear that no
mesniogful opinion could be formed fipecify:

DX] e ctaims, or said claims Nos. 20 and 21 sve s0 inadequately supported by the description thxt o meaningful opizion
could bo formad (xpectfy:
See Box No. VIII (Covtin obeervations ou the iotamticnal spplication).

no internutional search report tms been eytablizhed for seid cleios Nos. 20-21

O X

s meaningful opinion could not be formed without the sequence ligting; the applicant did not, within the
prescribed time limit

D furnish = sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Insiructions, and such listing was not available to the International Searching Authority
in 2 form and manner sccepiable to it

[[] fumish a sequenca listing in alectronic form complying with the standard provided for in Annex C of
the Administrative Instructions, and much listing was not aveilable to the International Searching
Authority in s form and manner acceptable to it

D pay the required Iate furnishing fee for the furnishing of s sequence listing in response to an invitation
under Rules 137er.1(a) or (b).

[]  meaningful opinicn could not be formed without the tabies related to the sequence listings; the applicant did
not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical

requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not aveilsble
1o the International Searching Autherity io a form and manner scceptable to it.

D the tables related to the nuclcotide and/or amino acid sequence listing, if in electronic form only, do net comply
with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administmtive Instructions.

[[] sece Supplemental Box for further details

Form PCT/ISA/237 (Box No-. ) (April 2005)




WRITTEN PINION FTHE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTIUSO4/26508

Box No. IV Lack of unity of invention

1. P 1x response o th invitation (Form PCT/I5A/206) to pay additional fees the spplicant has, within the spplicable time Hmit:
paid aditional fees
[]  paidadditional fees inder protost and, where spplicable, the prokest fee
[T]  peit acditionsi focs under prosest bus the applicable protest fes wam ot paid
<] not paid additional feos
2. [ ] Tois Authority found that the requiremen: of usity of tnveation is not complied with and chose not o ivite the epplicant 1o
pey adliticer] foes.
3. This Authority considery that the requirement of ity of invention in sccordance with Rule 13.1, 132 and 133 in
Deuplid‘ﬁlh
DG ot comptiod with for the following reasons:
Seo the Iack of unity section of the Internations] Soarch Report(Form PCT/ISA210).

4. Consequently, this opinfon has been extablished in respect of the following party of the international application:
ofl parts.

D e purts reiuting to claion Now 1.xnd 19

Form PCTVISA/237 (Box No. IV) (April 2005)




WRITTEN PINION OF THE PCT/USOA26508
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Box Ne. V Reasoned sintement ander Rule 43 dis.1(a)XT) with regard to novelty, laventive step or industrial
applicability; citations and explsnations supporting such sinterment

1. Statement
Novelty (N) Claima 1gnd 19 YES
Claims NONE NO
Inventive step (IS) Chims 1 g 19 YES
Claims NONE NO
Industrial applicability (IA) Claims 1and 19 YES
Claims NONE NO
2. Citations and explanations:

Claims | and 19 meet the exiteria sct omt in PCT Article 33(2)-(3), because the prior art does not teach or fisirly suggest » protein
comprising the sequence of SEQ ID NO: 9. :

Claims 1 ;d lOmiunnuiuilllminl"crmbﬂ«).ndﬂu-hveiutwi-lnmllﬂﬂiiyhnuullwwlimuﬂ:dliw
can be made or used in industry.

Form PCT/ISA/237 (Box No. V) (April 2003)




WRITTEN PINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/USO426308

Box No. VIII Certain checrvations en the international application

The following observations on the clarity of the clain, description, and drawings or on the questions whether the claims oo fally
supparted by the description, are made:

Claims 20 - 21 are objectad to as lacking elarity under PCT Rule 65.2(s)(v) because the claims are not fully supported by the
description. The description does not disclose the claimed invention in & memmer sufficiently clear and complete for the claimed
mvention o be carried out by s persom skilled in the art becavse it provides no indication as to bow much of the protein of clalm 1912 s
therspeutically effective amoust in any subject.

Form PCTABA/Z? (Box No. VIIT) (April 2005)
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MOLECULAS DE LUBRICINA RECOMBINANTES Y USOS DE LAS MISMAS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

5 Se describen moléculas de lubricina recombinantes y
‘usos de las mismas. Se proporcionan nuevas moléculas de
lubricina recombinantes y sus usoe como lubricantes, agentes
antiadhesivos y/o suplementos intra-articulares para, por
ejemplo, articulaciones sinoviales, meniscos, tendones,

10 peritoneo, pericardio y pleura.
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MOLECULAS DE LUBRICINA RECOMBINANTES Y USOS DE LAS MIEMAS

Campo de la invencién

La invencién se refiere a nuevas moléculas de
lubricina recombinantes y a 8sus uscs como lubricantes,
agentes antiadhesivos y/o suplementos intra-articulares para,
por ejemplo, articulaciones sinoviales, meniscos, tendones,
peritoneo, pericardio y pleura.

Antecedentes de la invencién

La funcionalidad &6ptima de las articulaci nes
sinoviales depende de coeficientes de friccién extremadamente
bajoes entre los tejidos articulantes. Normalmente, una
superficie bien lubricada y contigua se mantiene sobre el
cartilago articular. Durante la osteocartritis (OA), sin
embargo, una lubricacién reducida contribuye a la degradacién
y fibrilacién de la matriz de cartflago; esto a su vez
contribuye a una disfuncién y dolor de las articulaciones.
La lubricacién reducida lleva también a una disfuncién y
dolor de las articulaciones en otras formas de artritis,
inecluyendo artritis reumatoide (RA).

Para otros tejidos (por ejemplo, tendones), una
superficlie lubricada contribuye también a una funcionalidad
Sptima. Ademéis de regquerir una superficie lubricada, 1la
funcién normal de los tendones requiere de la prevencién de

la adherencia celular a la superficie del tendén. En la
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lesién y reparacifn de tendones flexores, por ejemplo, la formacifén
de adhesiones entre tendones es la complicacién mis comin.

la protefna lubricina nativa esti relacionada con 1la
proteina precursara de factor estimilador de megacariocitos (MSF).
PRGA (proteoglucana 4) es el norbre para MSF que ha sido aceptado para
la base de datos de la Nomenclatura Génica Humana UCL/BGNC/HUGO. La
proteina PRG4 (es decir, la proteina precursora de MSF) se
describe en US6433142 y US20020137894 (todas las patentes y
solicitudes de patente citadas en este documento se
incorporan a manera de referencia en su totalidad). El
polipéptido codificado por el exén 6 del gen PRG4 es
fuertemente glicosilado y parece necesario para que una
proteina relacionada con PRG4 sirva como un lubricante, p r
ejemplo, entre superficies de cartilago articular.

Estudios indican que la glicoproteina PRG4 también

es sintetizada por los asinoviocitos Iintimos que recubren las

"cubiertas de loa ternxkmes; es altamente probable que la glicoproteina

también se origine a partir de tenocitos (Rees et al., 2002). Ia
glicoproteina esti presente prominentemente en regiones
fibrocartilaginosas del tendfn. De una manera complementaria a su
funcién de fluido sinovial, la glicoproteina podria jugar un papel
citoprotector importante para tendones al prevenir la
adhesién celular a superficies del tendén, asf como al
proporcionar 1lubricacién durante una funcién normal del

tendén.
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El ex6n 6 del gen PGR4 (también llamado
"lubricina”) codifica para aproximadamente 76-78 repetici nes
de secuencias similares a KEPAPTT y 6 repeticiones de
secuencias tipo XXTTTX. Al variar el nGmero de secuencias de
repeticifn comparables en proteinas lubricina recombinantes
de acuerdo con la presente invencién se permite el desarroll
de bioterapéuticos mejorados para incrementar la lubricacién
en articulaciones y para contrarrestar la indeseable

adherencia entre tejidos.

Breve descripcién de la invencién

La presente invencién se refiere a nuevas moléculas
de lubricina recombinantes y a su usc como lubricantes,
agentes antiadhesivos y/o suplementos intra-articulares.

Para optimizar los pardmetros de expresién e
investigar la necesldad funcional de todas las
aproximadamente 76-78 secuencias similares a KEPAPIT, se
diseflaron construcciones de expresién de lubricina que
hicieron ©posible la sintesis de proteinas lubricina
recombinantes con grados <varlables de sustitucién de
oligosacidridos O-enlazados. Esto se logra al incorporar
nGmeros variables de las secuencias tipo KEPAPIT en una
construccién de ADNc de "nficleo” gue comprende los excones 1 a
5, regiones de flanqueo 5’ y 3’ del ex6fn 6, y los excnes 7 a
12. La insercién iterativa de “casetes de ADNc sintéticos”

que codifican para varias secuencias tipo KEPAPIT facilita la
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generacién de construcciones de lubricina recombinantes de
tamafios diferentes. El foco 1inicial de estos
estudios fue la construccién PRG4-Lub:1 (gque contiene
ADN de “casete-1 de ADNc sintético” (SEQ ID NO: 1) la
cual codifica para cuatro secuencias KEPAPTT).

Las proteinas lubricina recombinantes de 1la
presente invencifn comparten una estructura primaria
con varias isoformas de 1lubricina humana nativa
(véaBse US6743774, US20040072741 y WO0064930). Entre
las isoformas caracterizadas, cada isoforma difiere
en la composicién de los exones del gen PRG4 que
codifican para la estructura primaria de la isoforma.
Por ejemplo, los exones 1 a 12 del gen PRG4 codifican
para la isoforma VO, la cual representa a isoforma de
longitud completa, mientras que loe exones 1 a 4 y 6
a 12 codifican para la isoforma V1, 1la cual carece
86lo de un segmento codificado por el exén 5. Los
exones 1 a 3 y 6 a 12 codifican para la isoforma V2,
la cual carece de segmentos codificados por 1 s
exones 4 y 5. Finalmente, los exones 1, 3 y 6 a 12
codifican para la isoforma V3, la cual carece de
segmentos codificados por 1los exones 2, 4 Yy 5.
Probablemente existen otras isoformas, y algunas
proteinas mutantes relacionadas han sido descritas (véase

US20020086824) .
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En particular, 1la presente invencién pr porciona
una proteina lubricina recombinante que comprende secuencias
tipo KEPAPTT repetitivas. ' En modalidades preferidas, 1la
invencién proporciona una proteina aislada que comprende SEQ
ID NOS: 9, 13, 17, 21 6 25. La invencién proporciona en
modalidades relacionadas una proteina aislada que comprende
SEQ ID NOS: 7, 11, 15, 19 6 23. En modalidades relacionadas
adicionales, 1la invencién proporciona un polinucleétido
aislado que comprende una secuencia de &cido nucleico que
codifica para protefna 1lubricina recombinante. En
modalidades preferidas, la invencién proporciona un
polinucleétido aislado que comprende una secuencia de &cido
nucleico que codifica para la proteina. En otras modalidades
relacionadas adicionales, 1la invencién proporciona un
polinucleStido aislado que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 95%,
97%, 98% o 99% de identidad con SEQ ID NOS: 6, 10, 14, 18 6
22 sobre la longitud completa de la secuencia.

En aspectos relacionados, 1la presente invencién
proporciona también una proteina aislada que comprende SEQ ID
NO: 26 unida a (N menos 2) repeticiones de SEQ ID NO: 27, en
donde N es igual a un entero de 3 a 200. En otras
modalidades relacionadas adicionales, la presente invencién
proporciona una protefina aislada que comprende SEQ ID NO: 26
mis SEQ ID NO: 28 mis [(N menos 2) repeticiones de SEQ ID NO:

27] més SEQ ID NO: 29, en donde N es igual a un entero de 3 a
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200. En modalidades de 1 s aspect 8 relaci nados con 1la
invencién indicadas en este pérrafo, de manera muy preferible
N es igual a un entero de 5 a 50, y aiin mis preferible N es
igual a un entero de 10 a 30.

Tabla 1

Identificacién de secuencias que tienen identificadores de

Becuencia
BEQ ID NO:1 |Identificaci&m

1 Secuencia de nuclebétidos de casete de ADNc sintético-1:
155 bases

F Traduccién de SEQ ID NO: 1: 5laminoécidos

3 Secuencia de nucleétidos de casete de ADNc sintético-2:
125 bases

4 Traduccién de SEQ ID NO: 3: 41 aminoficidos

5 Vector pTmed2 que contiene construccifn de ADNc PRG4-

Lub:1 recombinante: 8049 bases

6 construccién de ADNc PRG4-Lub:1l recombinante: 2946
bases
7 Secuencia de aminofcidos de protefina PRG4-LUB:1

completa: 9581 aminoficidos

8 Inserto de ADN Lub: 1 de casete-l1l de ADNc sintético:

157 bages




10

15

20

25

Identificacién

51 aminoficidos codificados por inserto de ADN Lub:1 (4

secuencias KEPAPIT entre 5373 a E425 en BEQ ID NO: 7)

10 construccién de ADNc PRG4-Lub:2 recombinante: 3024
bases

11 Secuencia de aminoficidos de proteina PRG4-LUB:2
completa: 1007 amino&cidos

13 Ingerto de ADN Lub:2 de casete-1 de ADNc sintético y
una secuencia de casete-2 de ADNc sintético: 235 bases

13 77 aminoficidos codificados por inserto de ADN Lub:2 (6
secuencias KEPAPTT entre 8373 y E451 en SEQ ID NO: 11)

14 construccién de ADNc PRG4-Lub:3 recombinante: 3117
bases

15 Secuencia de aminoficidos de proteina PRG4-LUB:3
completa: 1038 amino&cidos

16 Inserto de ADN Lub:3 de casete-1 de ADNc sintético y
dos secuencias de casete-2 de ADNc eintético: 328 bages

17 108 aminoficidos codificados por inserto de ADN Lub:3 (9
secuencias KEPAPIT entre 8373 y E482 en SEQ ID NO: 15)

18 construccién de ADNc PRG4-Lub:4 recombinante: 3210
bases

19 Secuencia de aminofcidos de proteina PRG4-LUB:4

completa: 1069 aminodcidos
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SEQ ID NO: |Identificacifn

20 Inserto de ADN Lub:4 de casete-1 de ADNc sintético y
tres secuencias de casete-2 de ADNc sintético: 421
bases

21 139 aminofcidos codificados por inserto de ADN Lub:4
{12 secuencias KEPAPIT entre 8373 y ES513 en BEQ ID
NO: 19)

a2 conatruccién de ADNc PRG4-Lub:5 recombinante:
3303 bases

a3 Secuencia de aminoAcidos de proteina PRG4-LUB:5
completa: 1100 amino&cidos

a4 Inserto de ADN Lub:5 de casete-1 de ADNc
sintético y cuatro secuencias de casete-2 de
ADNc sintético: 514 bases

a5 170 aminofcidos codificados por inserto de ADN
Lub:5 (15 secuencias KEPAPIT entre S373 y E544
en SEQ ID NO: 23)

a5 conatruccién de ADNc PRG4-Lub:4 recombinante:
3210 bases

a6 secuencia de aminoécidos

*APTTPKEPAPTTTKSAPTTPKEPAPTTIKREPAPTTPKEPAPTTITK"
(45 aminodcidos) en proteina PRG4-LUB:N

preferida
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27 Becuencia de aminodcidos
*KEPAPTTITKEPAPTTIKSAPTTPKEPAPTTP* (31
aminodcidos) repetida N-1 veces en proteina

PRG4-LUB:N preferida

28 secuencia de aminodcidos
“"EPAPTTTKSAPTTPKEPAPTTP” (22 aminodcidos) que
une SEQ ID NO: 26 a (N-2) repeticiones de SEQ

ID NO: 27 en proteina PRG4-LUB:N preferida, en

donde N23.

29 Secuencia de amino&cidos "“KEPKPAPTTP” (10

aminofcidos) en proteina PRG4-LUB:N preferida,

en donde N2

La invencién proporciona también en modalidades
relacionadas una composicién que comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de una proteina lubricina
recombinante en un vehfculo farmacéuticamente aceptable. En
algunas modalidades, la composicién comprende ademéis
hialuronano o hilano.

La invencién proporciona ademis un método para
tratar un sujeto gue comprende: obtener una composicién de
proteina lubricina recombinante y administrar la composicién

a un tejido del sujeto. En modalidades relacicnadas de este

O\
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método de la invencién, el tejido se selecci na del grupo que
consiste en cartilago, sinovio, menisco, tend6n, peritoneo,
pericardio y pleura. En modalidades relacionadas adicionales
de este método de la invencifn, el método comprende ademis
una etapa Bseleccionada del grupo gque consiste en:
proporcionar un anestésico al sujeto; proporcionar un farmaco
anti-inflamatorio al sujeto; proporcionar un antibiétic al
sujeto; aspirar fluido del sujeto; lavar tejido del sujeto y
crear imiagenes del tejido del sujeto. En otras modalidades
relacionadas, el sujeto se selecciona del grupc que consiste
en un ratém, una rata, un gato, un perro, un caballo y un
humano.

En otras modalidades 1la invencién proporciocna
también un vector de @expresién que comprende un
polinucleéStido que codifica para una proteina lubricina
recombinante, en donde el polinucleStido est& 1ligado
operablemente a una secuencia de control de presioén. En
modalidades relacionadas, la invencién proporciona un mét do
para producir proteina lubricina recombinante que comprende:
cultivar células transformadas con el vector de expresién en
medio de cultivo 1liquide y recoger proteina lubricina
recombinante del medio. La etapa de recoger proteinas puede
comprender ademis: concentrar la proteina al filtrar el medio
a través de una membrana; recoger la proteina retenida de la

membrana y solubilizar la proteina colectada en una solucién
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salina de pH regulado que contenga clorhidrato de L-arginina
que varie en concentracién de 0.1 a 2.0 M.

En otra modalidad relacionada, 1la invencién
proporciona un anticuerpo aislado especifico para una
proteina lubricina recombinante.

Otras caracteristicas y ventajas de la invenciém
perin aparentes a partir de la siquiente descripcién de las
modalidades preferidas de la misma, Y de las
reivindicaciones.

Descripcisén detallada de la invencién

La construccién de ADN base utilizada para generar
las proteinas lubricina recombinantes  puede incluir
disposiciones variables de secuencias 5’ y 3’ del exSn 6 del
gen PRG4. Por ejemplo, la construccién de ADN base puede
incluir disposiciones variables de secuencias que codifiquen
para dominios tipo somatomedina B (exones 2 a 4) o dominios
tipo hemopexina (exones 7 a 9).

Las modalidadea de la construccién de ADN base que
tienen varias disposiciones de exones 3’ del exSn 6 pueden
incluir construcciones de ADN base que incluyan s6lo el exén
7, 8, 9, 10, 11 6 12 individualmente, o pares de exones (7 y
8), (7y 9, (7y10), (7 y11), (7 y 12), (8 y 9), (8 y 10},
(8 y 11), (8 y 12), (9 y 10), (9 y 11), (9 y 12), (10 y 11},
(10 ¥y 12) o (11 y 12), o tripletes de exones (7, 8 y 9), (7,

8 y 10), (7, 8 y 11), (7, 8 y 12), (7, 9 y 10}, (7, 9 y 11),
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(7, 9 y 12), (7, 10 y 11), (7, 10 y 12), (7, 11 y 12), (8, 9
y 10), (8, 9 y 11), (8, 9 y 12), (8, 10 y 11), (8, 10 y 12),
(8, 11 y 12), (9, 10 y 11), (9, 10 y 12), (9, 11 y 12),
(10, 11 y 12) o cuadrupletes de exones (7, 8, 9 y 10}, (7, 8,
9 y 11), (7, 8, 9 y 12), (7, 8, 10 y 11), (7, 8, 10 y 12),
(7, 8, 11 y 12), (7, 9, 10 y 11), (7, 9, 10 y 12), (7, 9, 11
y 12), (7, 10, 11 y 12), (8, 9, 10 y 11), (8, 9, 10 y 12),
(8, 9, 11 y 12), (8, 10, 11 y 12) o (9, 10, 11 y 12)
quintetos de excnes (7, 8, 9, 10 y 11), (7, 8, 9, 10 y 12),
(7, 8, 9, 11 y 12), (7, 8, 10, 11 y 12), (7, 9, 10, 11 y 12)
o (8, 9, 10, 11 y 12) o Bextetos de exones (7, 8, 9, 10, 11 y
12).

Ademds, las modalidades de la construccién de ADN
base que tienen varias disposiciones de exones 5’ del ex6n 6
pueden incluir construcciones de ADN base que incluyan sélo
el ex6n 1, 2, 3, 4 6§ 5 individualmente, © los paresa de exones
ly2), (1y3, 1y4, 1y5s, (2y3), (2y4e), (2y
5), 3y 4), (3 y5) o (4 y 5) o tripletes de excnes (1, 2 y
3), 1, 2y 4), (1, 2y 5), (1, 3y 4), (1, 3y5), (1, a4y
5), (2, 3 y 4), (2, 3 y 5), (2, 4 y 5) o (3, 4 ¥y B) o
cuadrupletes de exones (1, 2, 3 y 4), (1, 2, 3y 5), (1, 2, 4
y 5), (1, 3, 4 y 5), o (2, 3, 4 y 5) o quintetos de exones
(1, 2, 3, 4 y 5).

La presente invenci6n abarca también proteinas

codificadas por construcciones de ADN base, es decir, en

P
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donde parte o todo el polipéptid codificado por una
secuencia de 6 exones es suprimido y ninglin amino&cido
codificado por insertos a partir de casetes de ADNc
sintéticos ha sido afiadido.

La presente invencién abarca también
polinucleStidos que son homSlogos a las modalidades
especificas deacritas en la presente, por ejemplo, que tienen
al menos B0%, B85%, 90%, 95%, 97%, 98% 6 99% de identidad de
secuencia con las secuencias de ADN especificadas. La
invencién incluye ademds polinucleftidoe que tienen una
pecuencia de &cido nucleico capaz de hibridar scbre la
longitud de un dominio funcional al complemento de las
secuencias de ADN especificadas bajo condiciones de alta
severidad. La invencién incluye también proteinas
codificadas por estos polinuclesStidos homSlogos o
hibridadores.

Para poder delinear mis claramente las modalidades
de la presente invencién, se proporcionan las sigquientes
definiciones.

Definiciones

La frase T“secuencia tipo KEPAPTT repetitiva”
significa una secuencia de aminolcidos que tiene al menos
90%, 93%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 o mayor identidad con: (a)
la secuencia “APTTPKEPAPTTTKSAPTTPKEPAPTTTKEPAPTTPKEPAPTTTK"

(SEQ ID NO: 26; 45 aminodcidos) y que tiene al menos una
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sustitucidn O-enlazada; (b) la secuencia
*KEPAPTTTKEPAPTTTKSAPTTPKEPAPTTP” (SEQ ID NO: 27; 31
aminofcidos) y que tiene al menos una sustituciédn O-enlazada
o (c) la secuencia *EPAPTTTKSAPTTPKEPAPTTP” (SEQ ID NO: 28;
22 amino8cidos) y que tiene al menos una sustitucién O-
enlazada. Una secuencia tipo KEPAPTT repetitiva puede tener
de preferencia dos, tres, cuatro o mis sustituciones O-
enlazadas.

Aunque existe un nGmero de métodos para medir 1la
identidad entre dos &secuencias de polinuclebtidos o
polipéptidos, el término “identidad” se conoce bien por las
personas capacitadas en la técnica y tiene un significado
definitivo con respecto a un métcdo especifico dado. La
identidad de secuencia descrita en la presente se mide usando
la herramienta BLAST 2 SECUENCES disponible a través de NCB1
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/; véase también Tatusova y
Madden (1999}). Para secuencias de amino&cidos, 1l s

pardmetros usados son expectativa = 1000; tamafio de palabra =

2; filtro = apagado; Yy otros paradmetros establecidos a
valores por omisidn. Estos mismos parametros se usan para

secuencias de &cido nucleico, excepto tamafio de palabra = 8.

Los valores por omisién para comparaciones entre secuencias

de aminodcidos son: Matriz = BLOSUM62; espacio abierto = 11;

espacio de extensién = 1 penalidades y espacio x pérdida =

50. Los valores por omisién para comparaciones entre
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secuencias de &cido nucleico son: premio por una ¢ incidencia

= 1; penalidad por una no coincidencia = -2; opc¢ién de hebra

= ambas hebras; espacio abierto = 5; espacio de extensifn = 2

penalidades y espacio x pérdida = 50.

Una sustitucidn O-enlazada de lubricina
recombinante puede ser una sustitucién con el oligosacirido
lubricante f-(1-3)-Gal-GalNac, o «con otras porciones,
incluyendo porciones de carbohidrato artificiales © que se
originen naturalmente (tales como sulfato de queratén
sulfato de condroitina). En algunas modalidades, 1la
sustitucién O-enlazada puede 8ser con porciones que
contribuyan a una capacidad de la lubrcina recombinante para
actuar come un portador de fosfoliplidos tensiocactivos (SAPL)
o agentes tensiocactivos (Hills, 2002). El porcentaje de
glicosilacién o sustitucién se determina en peso (peso seco).

Las condiciones de alta severidad, cuando se usan
en referencia a 1la  hibridacién ADN:ADN, comprenden
condiciones equivalentes a unién o hibridacién a 42°C en una
solucién que consiste en SX SSPE (43.8 g/l de NaCl, 6.9 g/l
de NaHPO,#Hz;O y 1.85 g/l de EDTA, pH ajustado a 7.4 con
NaOH), 0.5% de SDS, 5X de reactivo de Denhardt y 100 ug/ml de
ADN de esperma de salmdn desnaturalizado segquidos por lavado
en una solucién que comprende 0.1X SSPE, 1.0% de SDS a 42°C
cuando se emplea una sonda de aproximadamente 500 nucleétidos

de longitud.
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Los polipéptidos u otros compuest s descrit s en la
presente se dice que son “aislados” cuando est&n dentro de
preparaciones que son al menos 50% en peso (peso seco) el
compuesto de interés. Los polipéptidos u otros compuestos
descritos en la presente se dice gque son “sustancialmente
puros” cuando estdn dentro de preparaciones que son al men g
80% en peso (peso seco) el compuesto de interés. Los
polipéptidos u otros compuestos descritos en la presente se
dice que son *homogéneoa” cuando estédn dentro de
preparaciones que son al menos 95%, y de preferencia 99% en
peso (peso seco) el compuesto de interés. La pureza se mide
al reducir en electroforesis con gel de poliacrilamida y
tincién con azul de coomassie incrementada, seguida por
rastros de densidad 6ptica de las bandas (es decir, la pureza
de la proteina se mide a travéa de denasitometria Sptica).

*Libre de pirégenos” significa libre de
contaminantes que causen fiebre, incluyendo endotoxinas. La
medicién de los contaminantes se lleva a cabo por las pruebas
estéindares aplicables establecidas por 1la Direccién de
Alimentos y Firmacos de Estados Unidos.

Seglin se usa en la presente, el término “cantidad
terapéuticamente efectiva” significa la cantidad total de
cada componente activo de la composicién farmacéutica
método relevante que sea puficiente para mostrar un beneficio

significativo en el paciente, es decir, tratamient ,
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curacién, prevencién reduccién de la condicién médica
relevante, o un incremento en la velocidad de tratamient ,
curacién, prevencién o disminucién de estas condiciones.
Cuando se aplica a un iIingrediente activo individual,
administrado solo, el término se refiere a ese ingrediente
solo. Cuando se aplica a una combinacién, el términ se
refiere a cantidades combinadas de los ingredientes activos
que dan como resultado el efecto terapéutico, ya sea
administradas en combinacién, en serie o simulténeamente.

Las modalidades de la presente invencién pueden
usarse como suplementos intra-articulares. La suplementacién
intra-articular con compuestos no derivados de lubricina ha
gido 1llevada a la préctica como una terapia de
articulaciones. Por ejemplo, la “viscosuplementacién” con
hialuronano polimérico (HA) e hilanos de peso molecular mis
alto (tales como fluido elastoviscoso SYNVISC' "Hylan G-F 20"
- distribuido por WYETH® Pharmaceuticals) se usa clinicamente
para tratar dolor de rodilla asociado con OA. Esta
viscosuplementacién ha mostrado tener un valor terapéutico
significativo, particularmente para reducir el dolor por
soporte de peso en pacientes (Wobig et al., 1998).

Hylan G-F 20 se genera mediante el entrelazamiento
de varias moléculas de HA obtenidas a partir de crestas de
gallo o pollo. La viscosuplementacién con Hylan G-F 20 puede

ser significativamente mfis eficaz para aliviar el dolor que
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la visc suplementacién cn HA de pes molecular mis bajo
(Wobig et al., 1999). AdemAs, el alivio del dolor mediante
la viscosuplementacién c¢on Hylan G-F 20 puede ser
particularmente preferible a la administracién de NSAIDs para
aquellos pacientes que no toleren NSAIDe (por ejemplo, en
pacientes con un alto riesgo de complicaciones
gastrointestinales; Espallargues y Pona, 2003). Aunque la
viscosuplementacién con Hylan G-F 20 es una terapia segura y
bien tolerada que proporciona una reduccién a corto plazo (es
decir, hasta 3-6 meses postratamlento) en 1los sintomas de
dolor mejorando al wmismo tlempo la funcién de las
articulaciones, la terapia podria no impedir
pignificativamente la necesidad eventual de un reemplazo de
rodilla en pacientes de OA (Espaillargues y Pons, 2003).
Ejemplo 1
Clonacién de lubricina recombinante

Construcciones. En algunas modalidades, la
construcciSn de ADN base para la generacién de moléculas de
lubricina recombinantes estd compuesta del cod6n Met (ATG) a
través del sitio de restriccién BssHITI (G*CGCGC) de SEQ ID
NO: 6 (es decir, nos. de base 1 a 1123) y el sitio de
restriceién BspEI (T*”CCGGA) a través del codén de detencién
(TAAR) de SEQ ID NO: 6 {es decir, nos. de base 1269 a 2946).
Estas secuencias, es decir, nos. de base 1 a 1123 y 1269 a

2946 de SBEQ ID NO: 6, codifican para los aminofcidos M1 a
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8373 (codificados por los exones 1 a 5 y aproximadamente 174
codones 5’ de flanqueo del exSn 6) y EB48 a Pl1404
(codificados por aproximadamente 293 codones 3’ de flanque
del ex5n 6 y exones 7 a 14) de la lubricina de longitud
completa nativa (es decir, PRG4). La porxcidén del ex5n 6
ausente de la construccién de ADN base corresponde a una
secuencia de ADN que codifica para los amino&cidos A374 a
P847 de PRG4  nativo {474 amino&cidos ausentes de
aproximadamente 940 aminodcidos codificados por el exén 6).
Esta secuencia de aminodcidos ausente es rica en secuencias
tipo KEPAPTT.

La secuencia de ADN del casete-1 de ADNc sintétic
(SEQ ID NO: 1) se afiade BssHII/BspEI a la comstruccién bas.e
para hacer la construccién de ADNc PRG4-Lub:1l recombinante
(SEQ ID NO: 6). SEQ ID NO: 6 estd compuesta del insert de
ADN Lub:1 (SEQ ID NO: 8; que codifica para los 51 amino&cidos
de SEQ ID NO: 9 con sus cuatro secuencias KEPAPTT) entre el
ADN que codifica para los aminodcidos M1 a 8373 y ADN que
codifica para EB848 a Pl404 de PRG4 nativo. En otras
palabras, en lugar de A374 a P847 (474 aminodcidos) de PRG4
nativo, la lubricina recombinante PRG4-LUB:1 1incluye 51
aminoidcidos que forman cuatro secuencias KEPAPTT perfectas y
aproximadamente tres secuencias KEPAPTT imperfectas.

La secuencia de ADN del casete-2 de ADNc sintétic

(SEQ ID NO: 3) se afiade Bsu36I/BspEI a la construccién PRG4-
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Lub:1 para hacer la construccién de ADNc PRG4-Lub:2 (S8EQ ID
NO: 10). La construccién de ADNc PRG4-Lub:1 tiene un sitio
de restriccién Bsu36I (CC*TNAGG, es decir, CC*TAAGG; nos. de
base 1225 a 1231 de SEQ ID NO: 6). Cuando el casete-2 de
ADNc sintético se afiade a la construccién de ADNc PRG4-Lub:1,
este sitio Bsu3é6I es destruldo, pero el casete-2 sintétic
contiene otro sitio de restriccién Bsu36I interno (CC*TNAGG,
es decir, CC"TAAGG; mos. de base 92 a 98 de SEQ ID NO: 3). En
consecuencia, una construccién PRG4A-Iub:N+1 puede hacerse al afiadir
Bsu36I/BspEI del casete-2 de ADNc sintético a la construccitn PRG4-
Iab:N anterior en este sitio de restriccién Bsu36I interno
proporcionado por el casete-2 de ADNc sintético.

Los casetes de ADNc se sintetizan como
oligonucleétidos de una sola hebra y se hibridan juntos para
producir un fragmento de ADN de doble hebra con extremos
pegajosos. Esta es la razén por la cual los sitios BssHII,
Bsu36I y BspEI terminales parecen incompletos. En el casete-
1 de ADNc sintético (SEQ ID NO: 1), una secuencia limitada
por los sitios de restriccién BsesHII (G“CGCGC) y BspEI
(T*CCGGA) de flanqueo restantes incluye un sitio de
restriccién Bsu36I interno (CC*TNAGG, es decir, CC*TAAGG);
los Bitlos de restriccibén se subrayan abajo:
CGCACCCACAACTCCAAAAGAGCCCACACCTACCACGACAAAGTCAGCTCCTACTACGCCC
AAAGAGCCAGCGCCGACGACTACTAAAGAACCGGCACCCACCACGCCTAAGGAGCCAGCTC

CTACTACAACGAAACCGGCACCAACCACTCCGG
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SEQ ID NO: 2, la cual es una traduccién de SEQ ID

incluye cuatro Bsecuencias KEPAPTT dque 8B n

coincidencias perfectas (resaltadas abajo):

1A P T T PEKRPAPT T T K S A PTTUP
CCCGCCCACAACTCCARARGAGCCCGCACCTACCACGACAAAGTCAGCTCCTACTACGCCC

20 K E P AP T T T KE P A PTOT P KE P A
AARGAGCCAGCGCCGACGACTACTAAAGAACCGGCACCCACCACGCCTARGGAGCCAGCT

41 p ©* T T K P A P 7 T P

CCTACTACAACGAARCCGGCACCARCCACTCCGG

= Emy an

El casete-2 de ADNc sintético (SEQ ID NO: 3) tiene

similarmente un 8itio de restriccib6n Bsu36I 5‘’-terminal

restante (es decir, CC*“TNAGG, evidenciado solamente por la

secuencia TAA), un sitio de restricci6n BspEI restante 3'-

terminal (T*CCGGA) y un sitio de restriccién Bsu3éI interno

(CC*TNAGG) ; los sitios de restriccién subrayan abajo:

TAAAGAACCAGCCCCTACTACGACAAAGGAGCCTGCACCCACAACCACGAAGAGCGCACCC

ACAACACCAAAGGAGCCGGCCCCTACGACTCCTAAGGAACCCAAACCGGCACCAACCACTC

CGG

NO: 3,

SEQ ID NO: 4, la cual es una traduccién de SEQ ID

incluye tres secuencias KEPAPTT que son coincidencias

perfectas (resaltadas abajo):

K E P A P T T T KE P AP T T T KB A P
TARAGRACCAGCCCCTACTACGACAAAGGAGCCTGCACCCACAACCACGAAGAGCGCACCC

21T T P K BE P A P ®* T P K E P KPAUPTT
WWWWMTWGW

41 r
CCGG
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La construccién de ADNc PRG4-Lub:1 recombinante
(SEQ ID NO: 6) en el vector pTmed2 (construccién mids vector
igual a SEQ ID NO: 5) es flanqueada por sitios de restriccibn
SaIT (G"TCGAC; nos. de base 1027 a 1032 de SEQ ID NO: 5) Yy
NotX (GC*GGCCGC; nos. de base 3984 a 3991 de SEQ ID NO: 5).
El sitio Sall incorpora una secuencia de inicio de traduccién
de Kozak modificada (CCCACC; nos. de base 1032 a 1037 de SEQ
ID NO: 5) antes del codbén de inicio de traduccién ATG (nos.
de base 1038 a 1040 de SEQ ID NO: 5). Entre los sitios de
restriccién BssHII (G"CGCGC; noa. de base 2155 a 2160 de SEQ
ID NO: 5) y BspEI (T"CCGGA; nos. de base 2306 a 2311 de SHQ ID NO: 5)
se encuentra el sitio de clanacién Bsu36I interno (OC'INAGG, es decir,
OC*TAAGG; nos. de base 2262 a 2268 de SEQ ID NO: 5).

La construccién de ADNc PRG4-Lub:1 (SEQ ID NO: 6)
se traduce en la proteina PRG4-LUB:1 (SEQ ID NO: 7). El
inserto entre 8373 y E425 (es decir, E848 de PRG4 nativo) de
la protefina PRG4-LUB:1 completa (SEQ ID NO: 7) es los 51
amino&cidos de SEQ ID NO: 9. Eastos se traducen a partir del
inserto de ADN Lub:1 (SEQ ID NO: 8) e incluyen cuatro
secuencias KEPAPIT perfectas. Entre el sitio de restriccién
BssHII (G"CGCGC; nos. de base 1118 a 1123 de SEQ ID NO: 6) y
el gitio de restriccién BspEI (T"CCGGA; nos. de base 1269 a
1274 de SEQ ID NO: 6) se encuentra el sitio de clonacién
Bsu36I interno (CC*TNAGG, es decir, CC*TAAGG; nos. de base

1225 a 1231 de SBEQ ID NO: 6).
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Al igual que en 1la construccién PRG4-Lub:l
recombinante en el vector pTmed2, la conatruccibfn de
ADNc PRG4-Lub:2 recombinante (SEQ ID NO: 10) en el
vector pTmed2 es flanqueada por 1los sitios de

restriccién SaII (G*"TCGAC) y NotI (GC"GGCCGC); el

sBitio Sall incorpora una secuenciq de inicio de
traduccién de Kozak modificada (CCCACC) antes del
coddén de inicio de traduccién ATG (nos. de base 1 a 3
de SEQ ID NO: 10). En forma similar, la construccién
de ADNc PRG4-Lub:3 recombinante (SEQ ID NO: 14), la
construccién de ADNc PRG4-Lub:4 recombinante (SEQ ID
NO: 18) Yy la construccién de ADNc PRG4-Lub:5
recombinante (SEQ ID NO: 22) en el vector pTmed2 son
cada una flanqueadas por sitios de restriccibén SalIl

(G*TCGAC) y NotI (GC*GGCCGC); el sitio SalI incorp ra

una secuencia de inicio de traduccién de Kozak
modificada (CCCACC) antes del codén de iniclio de
traduccién ATG (nos. de base 1 a 3 de SEQ ID NOS: 14,
18 y 22, respectivamente).

Dentro de la construcciédn de ADNc PRG4-Lub:2,
el sitio de clonacién Bsu36I interno (CC*TNAGG, es
decir, CC*“TAAGG; nos. de base 1318 a 1324 de BEQ ID
NO: 10) se encuentra entre los sitios de restriccién
BssHII (G"CGCGC; nos. de base 1118 a 1123) y BspEI

(T*"CCGGA; nos. de base 1347 a 1352). La construccién
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PRG4-Lub:2 (SEQ ID NO: 10) se traduce en la proteina PRG4-
LUB:2 (BEQ ID NO: 11). El inserto entre S373 y EA451 (es
decir, E848 de PRG4 nativo) de 1la proteina PRG4-LUB:2
completa (SEQ ID NO: 1l1) es los 77 aminocidos de SEQ ID NO:
13. FEstos son traducidos a partir del inserto de ADN Lub:2
(SBEQ ID NO: 12). BEn lugar de A374 a PB47 (474 amino&cidos)
del PRG4 nativo, los 77 aminofcidos de 1la lubricina
recombinante PRG4-LUB:2 forman sels secuencias KEPAPTT
perfectas y aproximadamente cuatro secuencias KEPAPTT
imperfectas.

Dentro de la construccién de ADNc PRG4-Lub:3, el
sitio de clonacion Bus36I interno (CC*TNAGG, es decir,
CC*TAAGG; nos. de base 1411 a 1417 de SEQ ID NO: 14) se
encuentra entre los sitios de restriccién BssHII (G"CGCGC;
nos. de base 1118 a 1123) y BspEI (T“CCGGA; nos. de base 1440
a 1445). La construccifn PRGA-Lub:3 (SEQ ID NO: 14) se
traduce en la proteina PRG4-LUB:3 (SEQ ID NO: 15). El
inserto entre 8373 y E482 (es decir, E848 de PRG4 nativo) de
la protefna PRG4-LUB:3 completa (SEQ ID NO: 15) es los 108
aminoicidos de SEQ ID NO: 17. Estos son traducidos a partir
del inserto de ADN Lub:3 (SEQ ID NO: 16). En lugar de A374 a
P847 (474 aminodcidos) del PRG4 nativo, los 108 aminodcidos
de 1la 1lubricina recombinante PRG4-LUB:3 forman nueve
secuencias  KEPAPTT ©perfectas y aproximadamente cinco

secuencias KEPAPTT imperfectas.
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Dentr de la construccién de ADNc PRG4-Lub:4, el
sitio de clonacion Bsu36I interno (CC*TNAGG, es decir,
CC*TAAGG; nos. de base 1504 a 1510 de SEQ ID NO: 18) se
encuentra entre los 8itios de restriccién BssHII
(B*CGCGC; nos. de base 1118 a 1123) y BspEI (T“CCGGA;
nos. de base 1533 a 1538). La construccién PRG4-
Lub:4 (SEQ ID NO: 18) se traduce en la proteina PRG4-
LUB:4 (SEQ ID NO: 19). El inserto entre 8373 y E513
(es decir, E848 de PRGE4 nativo) de la proteina PRG4-
LUB:4 completa SEQ ID NO: 19) es los 139 aminodcid s
de SEQ ID NO: 21. Estos se traducen a partir del
inserto de ADN de Lub:4 (SEQ ID NO: 20). En lugar de
A374 a P847 (474 aminoécidos) del PRG4 nativo, 1 s
139 aminodcidos de la lubricina recombinante PRG4-
LUB:4 forman doce secuencias KEPAPTT perfectas vy
aproximadamente seis secuencias KEPAPTT imperfectas.

Dentro de la construcciénm de ADNc PRG4-Lub:5,
el sitio de Bsu36I interno (CC*"TNAGG, es decir,
CC*TAAGG; nos. de base 1597 a 1603 de SEQ ID NO: 22)
ee encuentra entre los sitios de restriccibn BssHII
(G*CGCGC; nos. de base 1118 a 1123) y BepEI (T“CCGGA;
nos. de base 1626 a 1631). La construccién PRG4-
Lub:5 (SEQ ID NO: 22) se traduce en la proteina PRG4-
LUB:5 (SEQ ID NO: 23). El inserto entre 5373 y ES544

(es decir, E848 de PRGE4 nativo) de la proteina PRG4-
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LUB:5 c mpleta SEQ ID NO: 23) es 1 s 170 amin &cid s
de 8SEQ ID NO: 25, Estos se traducen a partir del
inserto de ADN de Lub:5 (SEQ ID NO: 24). En lugar de
A374 a P847 (474 amino&cidos) del PRG4 nativo, 1 s
170 amino&cidos de 1la 1lubricina recombinante PRG4-
LUB:5 forman quince secuenclias KEPAPTT perfectas y
aproximadamente siete secuencias KEPAPTT imperfectas.

En forma importante, el proceso de insertar
el casete-2 de ADNc sintético 8e puede iterar
indefinidamente. Cada iteracién da como resultado la
adicién de tres BsBecuencias KEPAPTT perfectas. Al
igual que las lubricinas recombinantes PRG4-LUB:2 a
PRG4-LUB:5 Be construyen de esta manera a través del
uso de secuencias de inserto, se construyen lubricinas
recombinantes PRG4-LUB:6 a PRG4-LUB:N. La tabla 2
proporciona un resumen de las secuencias de inserto
BssHII/BspEI.

Tabla 2

Becuencias de inserto BssHEII/BapEI

NSERTd SEQ Secuencias (sitios de restriccidn subrayados en Insertos de ADN;
UB ___|IDNO: { ims sccucnciss KEPAPTT estin resaltadas en los insertos de proteina)

Lub:1 8 GCGCGCCCACARCTCCAAAAGAGECCGCACCTACCACGACARAGTCAGCTCCT

LUB:3 |9 APTTPREPAPTITKEAPTT PKEFAPTTTKEPAPTTPKEPAPETTKPAPTTP
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Secuencias (sitios de restriccidn subrayados en lnmdeum;
las secuencias XEPAPTT estén resakiadas en los insertos de proteina)

INSERTO| SEQ
LUB ID NO:
L2 |12
LUB2 13
Lab:3 16
LUB:3 17
Luob:4 20
LUB4 |21
Lub:5 24
LUBS |25
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Aunque se ha ejemplificade la construccién de ADN
base con PRG4 de longitud completa que contiene todos los 12
exones (menos una porcién central del exfmn 6), las variantes
de empalme de PGR4 también pueden emplearse, dependiendo de
las diferentes actividades y longitud deseadas. Ademés,
diferentes enzimas de restriccién pueden emplearse en una
estrategia aniloga, siempre y cuando su ubicacién se localice
convenientemente dentro de la secuencia de &cido nucleico que
codifique para la proteina PRG4. En otras modalidades, la
construccién de ADN base carece de la secuencia de exén 6
nativa, pero incluye una o mis secuencias del exfn 1 al exén
5 o del ex6n 7 al ex85n 12 del gen PRG4 nativo. En otras
modalidades, la construccién de ADN base es idéntica a las
secuencias de MSF recombinante descritas en US86433142 o
US20020137894 excepto que parte o todas las secuenclas del
exSn 6 est&n ausentes.

La invencién proporciona construccionee de ADNc que
codifican para lubricinas recombinantes que son clonadas en
sitios de restriccién SaII (G*TCGAC; nos. de base 1027 a 1032
de SEQ ID NO: 5) y NotI (GC*GGCCGC; nos. de base 3984 a 3991
de SEQ ID NO: 5) en el vector de expreeién eucariético pTmed2
como una modalidad preferida (por ejemplo, la construccién de
ADNc PRG4-Lub:1 recombinante en el vector de expresién pTmed2
se localiza en SEQ ID NO: 5 en los nos. de base 1038 a 3983).

El sitio Sall incorpora la primera base de una secuencia de
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inici de traduccifén de Kozak modificada (CCCACC; no. de base
1032 de SEQ ID NO: 5) antes del codén de inicio de metionina
(ATG; nos. de base 1038 a 1040 de SEQ ID NO: 5). Otras
modalidades de la invencién incluyen otras combinaciones de
sitios de restriccién y otros vectores de expresién.

En una modalidad preferida, el proceso iterativo
hace uso del casete-1 de ADNc sintético (SEQ ID NO: 1) en el
vector de expresién pTmed2, el cual es flanqueado por los
gitios de restriccién para BssHIT (G*CGCGC) y BspEI
(T*CCGGA), Yy el casete-1 de ADNc sintético, el cual incluye
un sitio de restriccién Bsu3é6I interno (CC*TNAGG, es decir,
CC*TAAGG; nos. de base 107 a 113 de SEQ ID NO: 1). Para la
generacién iterativa de construcciones de lubricina
recombinantes que contienen secuencias tipo KEPAPIT en esta
modalidad preferida, el casete-2 de AINc sintético (SBEQ ID NO: 3)
se inserta entre los sitios Bsu36I y BspEl de la oconstruccifn
recorbinante. El casete-2 de AINc sintético (SEQ ID NO: 3) es
flanqueado por un sitio Bsu36I restante modificado (TAAAG) y un
sitio BspEI restante (ACICCGG). Incluye también un siti
Bsu36I interno (CC“TNAGG, es decir, CC*TAAGG; nos. de base 92
a 98 de SEQ ID NO: 3). Después de la clonacifn del casete-2
de ADNc sintético en 1los sitios Bsu3él y BspEI de wuna
construccién de lubricina recombinante, el sitio de clonacién
Bsu36I de la construccidén original se destruye dejando un

sitio de clonacién Bsu36I (Gnico en la nueva construccién.
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En esta modalidad preferida, 1la secuencia de
aminodcidos “APTTPKEPAPTTTKSAPTTPKEPAPTTTKEPAPTTPKEPAPTTTK"
{(8EQ ID NO: 26; 45 aminoicidos) permanece como parte de cada
proteina PRG4-LUB:N (en donde N = un entero de 1 o més).
Ademén, la secuencia de aminodcid s
“KEPAPTITTKEPAPTITKSAPTTPKEPAPTTP” (SBEQ ID NO: 27; 31
aminodclidos) es codificada por el inserto de ADN que se
vuelve parte de cada construccién de ADNc PRG4-Lub:N+1 a
través de 1la adicién del casete-2 de ADNc sintético
Bsu36I/BspEI a una construccién de ADNc PRG4-Lub:N. Para la
proteina PRG4-LUB:N en donde N es un entero de mis de o igual
a 3, la secuencia de aminofcidos “EPAPTTTKSAPTTPKEPAPTTP”
(SEQ ID NO: 28; 22 aminodcidos) une SEQ ID NO: 26 a (N menos
2) repeticiones de SEQ ID NO: 27 en modalidades preferidas.
M4s afin, la secuencia de aminofécidos “KEPKPAPTTP" (SEQ ID NO:
29; 10 amino&cidos) sigue inmediatamente la Gltima repeticién
de inserto de SEQ ID NO: 27 en modalidades preferidas de la
proteina PRG4-LUB:N en donde N es un entero de mis de o igual
a 2.

Debido a que forman por lo menos dos secuencias
KEPAPTT, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 28 son
cada una designadas en la presente como una “secuencia tipo
KEPAPTT repetitiva” (el término N de SEQ ID 28 se enlaza a un
residuo K por lo que SEQ ID NO: 28 forma dos secuencias

KEPAPTT en las proteinas PRG4-LUB:N).
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En consecuencia, para 1la proteina lubricina
recombinante PRG4-LUB:N {(en donde N es igual a un entero de 1
o mis), la proteina PRG4-LUB:N comprende SEQ ID NO: 26 en una
modalidad preferida. Adem&s, para la protelina lubricina
recombinante PRG4-LUB:N (en donde N es igual a un
entero de 2 o mé&s), la proteina PRG4-LUB:N comprende
también SEQ ID NO: 27 en una modalidad preferida.
SEQ ID NO: 27 se repite (N menos 1) veces dentro de
cada proteina PRG4-LUB:N en estas modalidades
preferidas. En PRG4-LUB:2, S8EQ ID NO: 26 y SEQ ID
NO: 27 se traslapan (es decir, comparten una secuencia
KEPAPTT) .

En otras modalidades preferidas en donde N es un
entero de mis de o igual a 3 (por ejemplo, cuando N es igual
a un entero de 3 a 200, o en las modalidades que mis se
prefieren cuando N es un entero de 5 a 50, o en las
modalidades que se prefieren todavia més cuando N es igual a
un entero de 10 a 30), la proteina de lubricina recombinante
comprende los 22 aminodcidos de SEQ ID NO: 28 que unen a los
45 aminofcidos orientados hacia la N-terminal de SEQ ID NO:
26 (N menos 2) repeticiones de los 31 aminofcidos de SEQ ID
NO: 27, en donde loes 10 amino#dcidos de SEQ ID NO: 29 son C-
terminales a los dGltimos 31 aminofcidos de la repeticibén de

SEQ ID NO: 27.
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Tabla 3

Fracuencias de secuencia en las groto!nas PRG4-LUB preferidas

Proteina |BEQ ID NO: |SEQ ID NO: |BEQ ID NO:|SEQ ID NO: Repeti-
PRG4 -LUB 26 as a7 a9 ciones de
inserto de| > - - < > =< inserto de| KEPAPTT
extremo N extremo C
-LUB:1 1l 0 0 0 4
-LUB:2 1l 0 1l 1l 6
-LUB:3 1l 1l 1l 1 9
-LUB:4 | 1 2 1 12
-LUB:5 1l 1l 3 1l 15
-LUB:N 1l N-2 1l 3xN

Las proteinas PRG4-LUB:N tienen en general (3 veces
N) repeticiones de 1la secuencia KEPAPTT en modalidades
preferidas en donde N es igual al nGmero de secuencias tipo
KEPAPTIT repetitivas. La lubricina recombinante PRG4-LUB:5
{que tiene 3 x N = 3 x 5 = 15 coplas de la secuencia KEPAPIT
en modalidades preferidas) es la lubricina recombinante PRG4-

LUB:N mis grande cuya secuencia se detalla en la presente.

Para la lubricina recombinante de la presente invencién, sin

embargo, el valor N puede ser de mis de 5, tal como 7, 10,
12, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 100, 150, 200 o més.
En particular, las proteinas PRG4-LUB:1, PRG4-

LUB:2, PRG4-LUB:3, PRG4-LUB:4 y PRG4-LUB:5 se detallan en la

20
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presente cn 4, 6, 9, 12 y 15 secuencias KEPAPTT perfectas,
respectivamente. S8in embargo, es posible agregar ntmeros
cada vez mis altos de secuencias KEPAPTT al continuar el
procedimiento de insertos de Lub:N iterativo descrito en la
presente. Los presentes inventores han proporcionado una
descripcién detallada para lubricinas recombinantes PRG4-
LUB:N con nimeros relativamente bajos de secuencias KEPAPIT o
tipo KEPAPTT en comparacién con la proteina PRG4/lubricina
nativa debido a que proteinas mis pequefias son mis ficiles de
sintetizar y manipular.

También puede ser deseable incrementar el nlmer de
secuenclas tipo KEPAPTT sobre aquél observado en la proteina
PRG4 nativa. Esto se puede lograr ya sea al continuar el
procedimiento de inserto de Lub:N iterativo descrito en la
presente de tal manera que haya mis de 78 secuencias tipo
KEPAPTT en la proteina PRG4-LUB:N de lubricina recombinante,
o0 al empezar con un ADNc de PRG4 intacto, en lugar de una
versién de exén 6 suprimido o de exSn 6 rer.-:lucido del ADNc de
PRG4. Asi, cualquier secuencia tipo KEPAPTT afiadida esti en
exceso del nGmero encontrado en la proteina PRG4 nativa. Los
procedimientos de inserto usados para la generacién de
proteinas de lubricina recombinantes mis grandes a partir de
un ADNc de PGR4 intacto, aai como procedimientos de insert
que usan una versién de exfn 6 suprimido o exfn 6 disminuido

de ADNc de PRG4, se abarcan dentro de la invencién.
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Ejemplo 2

ExpresiSn y purificacién de la proteina ‘LUB’
La construccién de ANDc PRG4-Iub:1 (SEQ ID NO: 6;

que contiene la secuencia del casete-1 de ADNc sintético) fue
expresada en una linea de células CHO DUKX preadaptiva y
transfectada de manera estable, purificada a partir de medios
acondicionados y solubilizada en PBS que contenia 500 mM de
clorhidrato de L-arginina como sigue.

La construccién de ADNc PRG4-Lub:1 se expres6 en
una linea de células CHO KUKX establemente transfectada y el
medio acondicionado fue recogido. Un volumen de dos litros
de este medio acondicionado se concentré por filtro bajo gas
nitrégeno comprimido (2.81 kg/cm?) wusando una unidad de
filtracién AMICON" M2000™ equipada ya sea con un limite de
peso molecular nominal (NMWL) de 10 kDa, una membrana de
disco de 30 kDa NMWL o 100 kDa NMWL PALL FILTRON® OMEGA™. E1
medio se concentré hasta aproximadamente un volumen de 100
ml, el cual fue aspirado de la membrana de disco. La
membrana de disco se removié después de la unidad de
filtracién AMICON® M2000™. E1 retenido *micinoso”, el cual
se habfia acumulado en la superficie de la membrana de disc ,
se cosechd usando un raspador de células y se transfirié a
tubos microcentrifugos. Las muestras en los tubos
microcentrifugos se centrifugaron a aproximadamente 12,000 x

g durante 10 minutos, y se removié el sobrenadante acuoso.
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Las pellas ‘“enriquecidas c¢cn lubricina®* restantes se
disolvieron en solucién salina de pH regulado con fosfato
(PBS) que contenia 500 mM de clorhidrato de L-arginina. La
concentracién de clorhidrato de L-arginina puede variar de
100 mM a 2.0 M.

Usando el procedimiento anterior, las
glicoproteinas PRG4-LUB:2 a PRG4-LUB:5 (y las proteinas PRG4-
LUB:N en donde N = un entero no negativo de 6 o mis, asi como
otras glicoproteinas que contenian secuencias tipo KEPAPTT)
se cosechan directamente de las membranas de disco, es decir,
sin purificacién del concentrado que permanece sobre las
membranas de disco. Es decir, estas glicoproteinas de
lubricina recombinantes se aislan directamente de las
membranas de disco de unidades de filtracién de 10 kDa NMWL,
30 kDa NMWL o 100 kDa NMWL PALL FILTRON® OMEGA™. En algunos
casos, estas glicoproteinas también pueden ser purificadas a
partir del concentrado que permanezca sobre las membranas de
disco a través de técnicas cromatogri&ficas o técnicas
electroforéticas o ambas. Las proteinas y glicoproteinas de
lubricina recombinantes también pueden ser purificadas usando
cromatograffa y otras técnicas conocidas en la técnica (tales
como, por ejemplo, descritas en US6433142 para proteinas MSF;

véase también: Deutscher, 1990 y Scopes, 1994).

A
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Ejemplo 3
Inmunohistoquimica

La fuente de células de lubricina en articulaci nes
normales y osteocartriticas se investigé mis usando técnicas
inmunohistoquimicas. Ademfs, la presencia de lubricina sobre
otras superficies tisulares, incluyendo pleura, pericardi ,
peritoneo y meninges, 8e examind de acuerdo con 1 s
sBiguientes métodos.

Cartilago Y sinovio osteoartriticos fueron
obtenidos mediante consentimiento informado de pacientes que
se estaban sometiendo a cirugia de reemplazo de rodilla.
Otros tejidos examinados fueron sinovieo humano normal vy
sinovio, cartfilago, pleura, pericardio, peritoneo, meninges,
cerebro, tendén y ligamentos de primate no humano (NHP)
normal, y menisco, cartilago, sinovio, ligamento y tendones
de canino normales y osteoartriticos. Los tejidos fueron
fijados en parafcrmaldehido al 4% irmediatamente despuSs de 1la
cosecha o después de 24 horas de incubacién en medio sin y con
mmnensina suplemental (5 pM). Para los estudicos immmnchistoquimicos
los tejidos se fijaron en paraformaldehido al 4% cdurante 24 horas y
se obtuvieron secciones de parafina de 6-8 micras. Un
subconjunto de tejidos se congel6 en un compuesto de
congelamiento de tomografia de coherencia &ptica (OCT) y se
cortaron a intervalos de 5 a 10 mwmicras seguidos por 1la

fijacién en acetona.
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Los anflieis inmunohistoquimic s e
inmunofluorescentes utilizaron un anticuerpo de 1lubricina
anti-humano de conejo policlonal purificado (Ab 06Al10)
generado mediante I1inmunizacién con una forma truncada de
lubricina recombinante y purificacién sobre una columna de
proteina A. Se usb el anticuerpo CD16 (NEOMARKERS®, Fremont
CA) para identificar macréfagos (receptor III de Fcy). Se
us6 el anticuerpo CD106/VCAM-1 (NEOMARKERS') para marcar
fibroblastos dentro de secciones de criostato. Para las
secciones de control, una concentracién equivalente de RIgG
(VECTOR LABS™, CA), MIGG, (DAKO') y MIgGz (DAKO') se usé
consecutivamente. Se usb6 el Sistema de Tecnologfa de
Dextrano (ENVISION+™; DAKO') para visualizar la unién de
anticuerpos y las secciones fueron contratefildas con alum-
hematoxilina de Mayer. Se llevs a cabo la
inmunofluorescencia usando los anticuerpos primari s
anteriores y sondeando con anticuerpos secundariocs (Alexa
Dyes — MOLECULAR PROBES™, Oregon) colorante Alexa anti-conejo
de cabra a 546 nm y colorante Alexa anti-ratén de cabra a 488
nm. La unién fluorescente del anticuerpo se detect6 con un
microscoplo fluorescente NIKON®.

La lubricina se detectd a 1lo largo de las
superficies de cartilago y sinovio articular humano normal y
osteocartritico. Una gruesa capa de lubricina recubrié

completamente la superficie osteocartritica fibrilada. La
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inmunofluorescencia con CD106 mostrd una fuerte tincién de la
membrana celular de los fibroblastos intimos del sinovio; la
proteina lubricina también fue +visualizada como tiilendo
dentro de células sinoviales. La doble inmunotincién para
CD106+lubricina, mostré claramente la co-localizacién dentro
de los fibroblastos Intimos del sinovio. La tincién con CD16
de los macréfagos sinoviales demostré la presencia de estas
células a lo largo de las capas del sinovio, pero no hubo c -
localizacién con lubricina.

La tincién de NHP y tejidos articulares caninos
{(normales y OA) con el anticuerpo de lubricina mostré que la
lubricina recubria 1la capa superficial del sinovio,
cartfilago, menisco y tendones. El cartilago NHP también
mostré una fuerte inmunorreactividad no s6lo en las células
de la zona superficial eino también en las células de la zona
transicional sin la adicién de monesina para incrementar los
depbsitos intracelulares de la glicoproteina. Las células
que recubrian el peritoneo, pericardico y -pleura también
exhibleron expresién de 1lubricina, aungue no se observé
inmunorreactividad alguna en las mgninges o cerebro.

En resumen, sinovio, tendSn, menisco y cartilago
tanto normal como osteocartritico fueron recubiertos por una
capa sustancial de lubricina. La glicoproteina esta
claramente presente sobre tejidos dentro de articulaciones

OA. La tincién inmunofluorescente doble de sinovio OA humano
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demostré que los sinovi cit s de fibroblasto iIntimos eran
responsables de la sintesis de lubricina.

La localizacién de la proteina de lubricina fuera
del tejido de articulaciones no se ha descrito previamente.
Una capa superficial de 1lubricina se demostr$ claramente
sobre pleura pulmonar, pericardio y peritoneo. La lubricina
tiene la reputacifén de tener una funcién lubricante dentr de
la articulacién sinovial, pero puede jugar varios papeles
incluyendo, pero no limitados a, funciones de lubricacién y
anti-adherencia en otros tejidos. La suplementacién de est s
otros tejidos con lubricina es una biloterapia abarcada dentro

de esta invencién.

Ejemplo 4

Lubricina recombinante como un lubricante mecénico

La lubricina recombinante se podria usar como un
lubricante generalmente, por ejemplo, con sellos y cojinetes
Yy #8imilares. Por ejemplo, US83973781 titulado *™Sello
autolubricante”, US4491331 titulada “Sello superficial
mecénico ranurado”, US4560174 titulada ®Sello de vari
rebordes” y US4973068 t:i.tul.ad.a *Sellos y cojinetes dinémic s
de aspereza de superficie diferencial®”, describen cada uno
sellos de disefiops variables. La lubricina recombinante se
podria usar como un lubricante con estos sellos.

En particular, la 1lubricina recombinante podria

usarse como un lubricante para dispositivos médicos, prétesis

|\
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e implantes, particularmente cuando se requiera un lubricante
biocompatible. Ademds, las aplicaciones no tienen que ser
médicas, sino que pueden incluir aplicaciones en context s
ambientalmente sensibles en los que pueda ser deseable un
lubricante biocompatible.

E lo 5

Composiciones de lubricina recombinante

Una lubricina recombinante de la presente invencidn
puede usarse en una composicién farmacéutica cuando se le
combine con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Esta
composicién puede contener también (ademis de proteina y
vehiculo) diluyentes, rellenos, sales, reguladores de pH,
estabilizadores, solubilizadores y otros materiales bien
conocidos en 1la técnica. El término “farmacéuticamente
aceptable” significa un material no téxico que no interfiere
con la efectividad de 1la actividad biolé6gica de los
ingredientes activos. Las caracteristicas del vehiculo
dependerin de la ruta de administracién. La composicién
farmacéutica de 1la invencién también puede contener
citocinas, linfocinas u otros factores hematopoyé&ticos tales
como M-CSF, GM-CSF, TNF, IL-1, IL-2, IL-3, II4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15,
TNF1l, TNF2, G-CSF, Meg-CS8F, trombopoyetina, factor de células
madre y eritropoyetina. La composelcién farmacéutica puede

contener ademés otros agentes que incrementen la actividad de
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la proteina o complementen su actividad us en tratamiento.
Estos factores y/o agentes adicionales pueden incluirse en la
composicién farmacéutica para producir un efecto sinergistico
con la protefina de la invencién, o para minimizar los efectos
secundarios. De manera inversa, la proteina de la presente
invencién puede incluirse en formulaciones de la citocina,
linfocina, otro factor hematopoyético, factor trombolitic o
anti-tromb6tico, o agente anti-inflamatorio particular, para
reducir al minimo los efectos secundarios.

Se prefiere particularmente el uso de la proteina
lubricina recombinante para suplementacién intra-articular en
combinacién con el hialuronano (HA) polimérico descrito
arriba e hilanos de peso molecular méds alto. Otras
combinaciones preferidas para usarse en suplementacién intra-
articular incluyen el uso de la proteina lubricina
recombinante con anestésicos (por ejemplo, lidocaina),
esteroides (por ejemplo, hexaceténido de triamcinolona) o
radiois6topos (por ejemplo, itrio). Otras combinaciones
preferidas para usarse en suplementacién intra-articular
pueden incluir preparaciones celulares autbdlogas o
heterS8logas (por ejemplo, de condrocitos, ainoviocitos o
células madre cultivados, ya sea derivados autSlogamente o
heterflogamente) .

Una lubricina recombinante de la presente invencién

puede ser activa en multimeros (por ejemplo, heterodimeros u
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homodimeros) comple] 8 con ella misma u tras proteinas.
Como resultado, las composiciones farmacéuticas de 1la
invencién pueden comprender una proteina de la invencién en
easta forma multimérica o acomplejada.

Una composicién farmacéutica de la invencién puede
estar en forma de un complejo de las proteinas lubricina
recombinantes de la presente invencién junto con antigenos de
proteina o péptido. El antfgeno de proteina y/o péptido
suministrard una sefial estimuladora tanto a linfocitos B como
T. Los linfocitos B responderan al antigeno a través de su
receptor de inmunoglobulina de superficie. Los linfocit s T
responderin al antigeno a través del receptor de células T
(TCR) después de la presentacién del antigeno por protelnas
MHC. MHC y las proteinas estructuralmente emparentadas
incluyendo aquellas codificadas por genes MHC clase I y clase
ITI sobre celulas hospederas servirin para presentar los
antigenos péptidos a linfocitos T. Los componentes del
antigeno también pueden ser suministrados como complejos MHC-
péptido purificados solos o con moléculas co-estimuladoras
que puedan Beflalizar directamente cé&lulas T. Como
alternativa, los anticuerpos capaces de unirse a
inmunoglobulinas de superficie y otras moléculas sobre
células B asi como anticuerpos capaces de unirse al TCR y
otras moléculas sobre células T pueden combinarse con la

composicién farmacéutica de la invencién.
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Una ¢ mposicisn farmacéutica de la invencién puede
estar en forma de un liposima en el cual la proteina de la
presente invencién se combine, ademis de otros vehiculos
farmacéuticamente aceptables, con agentes anfif&ticos tales
comc lipidos que existan en forma agregada tales como
micelas, monocapas insolubles, cristales liquidos o capas
laminares en solucién acuosa. Los lipidos adecuados para la
formulacidn lipoaémica incluyen, sin limitacién,
monoglicéridos, diglicéridos, sulfitidos, lisolecitina,
fosfolipidos, saponina, &cidos biliares y similares. La
preparacién de estas preparaciones liposbémicas esta dentro
del nivel de capacidad en la técnica, como se describe, por
ejemplo, en US4235871, US4501728, US4837028 y US4737323.

En la préactica el método de tratamiento o uso de la
presente invencién, una cantidad terapéuticamente efectiva de
la proteina de la presente invencién se administra a un
sujeto (por ejemplo, un mamifero} que tiene una condicién que
geri tratada. La proteina de la presente invencifn se puede
administrar de acuerdo con el método de la invencién ya sea
scla ©o en combinacién con otras terapias tales como
tratamientos que empleen citocinas, linfocinas, otros
factores hematopoyéticos o© suplementos a base de células.
Cuando se co-administra con una o mis citocinas, linfocinas,
otros factores hematopoyéticos o suplementos a base de

células, la proteina de 1la presente invencién puede
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administrarse ya sea simultineamente con las cit cinas,
linfocinas, otros factores hematopoyéticos, factores
tromboliticos o antitrombéticoe o© suplementos a base de
células, o secuencialmente. si se administra
secuencialmente, el médico que atienda decidird scbre 1la
secuenclia adecuada de administracién de la protefna de 1la
presente invencién en combinacién con citocinas, linfocinas,
otros factores hematopoyéticos, factores tromboliticos
antitrombéticos, o suplementos a base de células.

La administracién de la proteina de la presente
invencién usada en la composicién farmacéutica o para llevar
a la prictica el método de la presente invencién se puede
llevar a cabo en una variedad de formas convencionales, tales
como inyeccién cuténea, subcuténea, intraperitoneal,
parenteral o intravenosa, o, en algunos casos, 1ingestién
oral, inhalacién, aplicacién tépica. Se prefiere
generalmente la administracién a un paciente mediante
inyeccién en el tejido de la articulacién (Schumacher, 2003).

Cuando una cantidad terapéuticamente efectiva de la
protefna de la presente invencién se administra oralmente, la
proteina de la presente invencién estari en forma de una
tableta, c&psula, polvo, sclucién o elixir. Cuando se
administra en forma de tableta, la composicién farmacéutica
de la invencién puede contener ademds un vehiculo s6lido tal

como una gelatina o un adyuvante. La tableta, cépsula y
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polvo contiene alreded r de 5 a 95% de proteina de 1la
presente invencién, y de preferencia alrededor de 25 a 90% de
la proteina de la presente invencién. Cuando se administra
en forma liquida, puede afiadirse un vehiculo liquido tal como
agua, petrfleo, aceltes de origen animal o de origen vegetal
tales como aceite de cacahuate, aceite mineral, aceite de
goya o aceite de ajonjoli, o aceites sintéticos. La forma
liquida de la composicién farmacéutica puede contener ademés
una solucién salina fisiolégica, dextrosa u otra solucién de
sacflridos, o glicoles tales como etllenglicol, propilenglicol
o polietilenglicol. Cuando se administra en forma liquida,
la composicién farmacéutica contiene alrededor de 0.5 a 90%
en peso de la proteina de la presente invencién, y de
preferencia alrededc.'nr de 1 a 50% de la proteina de 1la
presente invencién.

Cuando una cantidad terapéuticamente efectiva de la
proteina de la presente invenci6n se administra mediante
inyeccién intravenosa, cuténea o subcutfnea, la proteina de
la presente invencién estard en forma de una solucién acuosa
parenteralmente aceptable y 1libre de pirSgenos. La
preparacién de estas soluciones c.le proteinas parenteralmente
aceptables, en lo que s8se refiere a pH, isotonicidad,
estabilidad y similares, estd dentro de la capacidad de la
técnlca. Una composicién farmacéutica preferida para

inyeccién intravenosa, cuténea o subcuténea debe contener,

«
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ademfis de la proteina de la presente invencién, un vehiculo
isoténico tal como inyeccién de cloruro de sodio, inyeccidén
de Ringer, inyeccién de dextrosa e inyeccién de cloruro de
sodio, inyeccién de Ringer lactada u otro wvehiculo conocido
en la técnica. La composicifén farmacéutica de la presente
invencifn también puede contener egtabilizadores,
conaervadores, reguladores de pH, antioxidantes y otr s
aditivos conocidos por los capacitados en la técnica. Por
ejemplo, la inyeccién en asociacién con, o en combinacién
con, lidocafna u otro anestésico 1local, esteroides
adronocorticoides, EA y/o hilanos, o radiois6topos son t das
abarcadas dentro de la presente invencién.

La cantidad de proteina de la presente invencién en
la composicién farmacéutica de 1la presente invencién
dependeri de la naturaleza y severidad de la condicién que se
esté tratando, y de la naturaleza de tratamientos anteri res
a los que haya sido sometido el paciente. Finalmente, el
médico a cargo decidird la cantidad de proteina de 1la
presente invencién con 1la cual tratar cada paciente
individual. Inicialmente, el médico a cargo administraré
dosis bajas de la proteina de la presente invencién y
observari la respuesta del paciente. Dosis mi&s grandes de la
proteina de la presente invencién pueden administrarse hasta
que se obtenga el efecto terapSutico Sptimo para el paciente,

y en ese punto la dosis ya no se incrementa més. Se
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contempla que las diferentes c mposiciones farmacéuticas
usadas para llevar a la practica el método de la presente
invencién deben <contener alrededor de 0.01 ug a
aproximadamente 100 mg (de preferencia alrededor de 0.1 ug a
aproximadamente 10 mg, muy preferiblemente alrededor de 0.1
Jg a aproximadamente 1 mg) de la proteina de la presente
invencién por kg de peso corporal dependiendo del método de
administracién y del curso terapéutico exacto implementado.

Si se administra intravenosamente, la duracién de
la terapia intravenosa usando una composicién farmacéutica
que comprenda la lubricina recombinante de la presente
invencién variarid, dependiendo de la severidad de 1la
condicién y de la enfermedad que se esté tratando y de la
respuesta idiosincrésica potencial de cada paciente
individual. Se contempla que la duracifn de cada aplicacién
de la proteina de la presente invencién puede estar en la
escala de 12 a 24 horas de administracién intravenosa
continua. Finalmente, el médico a cargo decidir& acerca de
la duracién adecuada de la terapia intravenosa usando 1la
composicién farmacéutica de la presente invencién.

Para composiciones de la presente invencién que
gean ftiles para terapia de huesos, cartilagos, tendones o
ligamentos, el método terap&utico incluye administrar la
composicién tépicamente, sistemiticamente o localmente como

un implante o dispositivo. Cuando Bse adﬁinistra, la
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composicién terapéutica para usarse en esta invencién est4,
por supuesto, en una forma 1libre de ©pirSgencsa Yy
fislolégicamente aceptable. Ademés, la composicién
deseablemente puede ser encapsulada o inyectada en una f rma
viscosa para s8u suministro al sitio del dafilo en hueso,
cartilago o tejido. La administracién tépica puede Bser
adecuada en algunos contextos de curacién de heridas y
reparacién de tejidos. Los agentes terapéuticamente Gtiles
que también pueden incluirse opcionalmente en la composicién
descrita arriba, pueden como alternativa o ademés,
administrarse simult&nea o secuencialm;nte con la composicién
que comprenda la proteina lubricina recombinante de 1la
invencién en los métodos de la invencién. De preferencia, la
composicién incluiria una matriz capaz de suministrar 1la
composicién que contenga proteina al sitio de daiflo en_hues

y/o cartilago, posiblemente capaz de proporcionar una
eptructura para el desarrollo de hueso y cartilago, Yy
6ptimamente capaz de ser resorbida en el cuerpo. Estas
matrices se pueden formar a partir de materiales actualmente
en uso para otras aplicaciones médicas implantadas.

Si se usa una matriz, la eleccién del material de
la matriz se basa en la biocompatibilidad, biodegradabilidad,
propiedades wmecénicas, apariencia cosmética y propiedades
interfaciales. La aplicacién particular de las composiciones

definird la formulacién adecuada. Las matrices potenciales
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para las composiciones pueden ger sulfat de calcio, f sfato
tricalcico, hidroxiapatita, dcido poliléctico, dcido
poliglicélico y polianhidridos biodegradables y definid s
quimicamente. Otros materiales potenciales son
biodegradables y biolégicamente bien definidos, tales como
coldgeno 6seo o dérmico. Las matrices adicionales comprenden
proteinas puras o componentes de matriz extracelular. Otras
matriceas potenciales ason no biodegradables y quimicamente
definidas, tales como hidroxiapatita sinterizada, biocristal,
aluminatos u otras cerimicas. Las matrices pueden comprender
combinaciones de cualquiera de los tipos de materiales
mencionados arriba, tales como &dcido polildtico e
hidroxiapatita o «coldgeno y fosfato tricélcico. La
biocerfmica puede alterarse en composicién, tal como en
calcio-aluminato-fosfato y procesarse para alterar el tamafio
de poro, tamaflo de particula, forma de la particula y
bilodegradabilidad.

En compoaiciones adicionales, las protefinas de 1la
invencién pueden combinarse con otros agentes benéficos para
el tratamiento del defecto o herida en hueso y/o cartilage o
tejido en cuestién. BEsos agentes incluyen varios factores de
crecimiento tales como factor de crecimiento epidérmico
(EGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
factoreas de crecimiento por transformacién (TGF-a y TGF-B) y

factor de crecimiento tipo insulina (TGF).
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Las composiciones terapéuticas también son
actualmente valiosas para aplicaciones veterinarias.
Particularmente los animales domésticos tales como gatos y
perros, animales de laboratorio tales como ratones y ratas,
asfi como caballos, ademis de humanos, son sujetos o pacientes
particularmente deseados para este tratamiento con 1las
proteinas de lubricina recombinantes de 1la presente
invencién.

El régimen de dosificacién de wuna compoeicién
farmacéutica que contenga proteinas que 8e usara en la
regeneracién de tejidos seri determinado por el médico a
cargo congiderando varios factores que modifigquen la accién
de las proteinas, por ejemplo, cantidad de peso de tejido que
se desee formar, el sitio del dafio, la condicién del tejido
dafiado, el tamafioc de una herida, el tipo de tejido dailado
(por ejemplo, cartilago o tendén), la edad, sexo y dieta del
paciente, la severidad de cualquier infeccién, el tiempo de
administracién y otros factores clinicos. La dosis puede
variar con el tipo de matriz usada en la reconstitucifn y con
la inclusién de otras proteinas en la composicién
farmacéutica. Por ejemplo, la adicién de otros factores de
crecimiento conocidos, tales como IGF I (factor de
crecimiento tipo insulina I) o, a la composiciébn £final,
también puede efectuar 1la dosis. El progreso puede

monitorearse mediante la evaluacidn periédica del crecimiento
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y/o reparacién del tejido y/ hueso, por ejemplo, rayos X,
determinaciones histomorfométricas Y marcado cn
tetraciclina.

Los polinucleétidos de 1la presente invencién
también se pueden usar para terapia génica. Estos
polinucleétidos pueden introducirse ya sea in vivo o ex vivo
en células para su expresién en un sujeto (por ejemplo, un
mamifero) . Los polinucleétidos de la invencién también se
pueden administrar mediante otros métodos de introduccién
conocidos para la introduccién del &cido nucleico en una
célula u organismo (incluyendo, sin limitacién, en forma de
vectores virales o ADN desnudo).

Las células también pueden cultivarse ex vivo en
presencia de &cidos nucleicos o proteinas de la presente
invencién para de esta manera proliferar o para producir un
efecto o actividad deseado en estas células. Las células
tratadas después se pueden introducir in vivo para propbsit s

terapéuticos.

Ejemplo 6
Anticuerpos anti-lubricina

La proteina lubricina recombinante de la invencién
también se puede usar para inmunizar animales y obtener
anticuerpos policlonales y monoclonales que reaccionen
especificamente con la protefina o, en algunas modalidades,

sus contrapartes nativas. Estos anticuerpos pueden obtenerse



10

15

20

25

52

usand ya sea pr teina lubricina rec mbinante completa o
fragmentos de la wmisma como un inmunégeno. Los inmunégenos
péptidos pueden contener ademis un residuo de cisteina en el
término carboxilo, y 8e conjugan a hapteno tal como
hemocianina de lapa en forma de cerradura (KLH). Los métodos
para sintetizar estos péptidos se conocen en la técnica (por
ejemplo, como en Merrifield, 1963 y Krstenansky et al.,
1987) . Los anticuerpoe monoclonales gque se unen a la
protefina lubricina recombinante de la invencién pueden ser
agentes de diagnéstico f(tiles para la inmunodeteccién de
proteinas relacionadas. La neutralizacién de los anticuerpos
monoclonales que sBe unen a estas proteinas relacionadas
también puede ser un procedimiento terapfutico fGtil para
ambas condiciones asociadas con lubricina o, en algunos
casos, en el tratamiento de algunas formas de cancer en las
que pueda estar implicada una expresién anormal de lubricina
(por ejemplo, en sinoviomas).

Ademis de los anticuerpos que estdn dirigidos al
nGcleo del polipéptido de una proteina lubricina
recombinante, un anticuerpo dirigido a una porcién de azicar
o a un complejo de gliproteina de proteina lubricina
recombinante es deseable. Para poder generar anticuerpos que
ge unan a lubricina recombinante glicosilada (pero no a una
forma desglicosilada), el inmunSégeno es de preferencia un

glicopéptido, cuya secuencia de aminodcidos abarca wuna
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porcién altamente glicosilada de la lubricina recombinante,
por ejemplo, una secuencia tipo KEPAPIT repetitiva. 1los
glicopéptidos mis cortos, por ejemplo, de 8-15 aminodcidos de longitud,
dentro de la miama regifn altamente glicosilada también se usan como
immmnSgencs. Loa métodos para generar anticuerpos para biomoléculas
altamente glicosiladas se conocen en la técnica (por ejempl ,
como se describe por Schneerson et al., 1980).
B lo 7
Suministro de lubricina recombinante

Se usan los métodos esté&ndares para el suministro
de lubricina recombinante. Para administracién intra-
articular, 1la lubricina recombinante se suministra a 1la
cavidad sinovial a una concentracién en la escala de 20-500
pg/ml en un volumen de aproximadamente 0.1-2 ml por
inyeccién. Por ejemplo, 1 ml de una lubricina recombinante a
una concentracién de 200-300 ug/ml se inyecta en una
articulacién de rodilla usando una aguja fina (por ejemplo,
calibre 14-30, de preferencia calibre 18-26). Las
compoaiciones de 1la invencién también son fdtiles para
administracién parenteral, tal como administracién
intravenosa, subcutéinea, intramuecular o intraperitoneal vy,
en modalidades preferidas, sobre las superficies de la pared
peritoneal, pericardio o pleura.

La colocacién adecuada de la aguja es critica para

la eficacia de la lubricina recombinante que se suministre
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mediante inyeccién en terapias de articulaciones (Schumacher,
2003). Una colocacifn adecuada de la aguja puede facilitarse
a través del uso de tecnologia de ultrasonido. Las
inyecciones exitosas son mids comunes después de la aspiracidn
exitosa del fluido. Un enfoque supralateral al interior del
saco suprapatelar ha sido sugerido para proporcionar el
acceso mis confiable al espacio de la articulacién de la
rodilla. Ademis de suministrar lubricina recombinante
mediante inyeccién intra-articular, los &cidos nucleicos que
codifiquen para lubricina recombinante (por ejemplo, en
aplicaciones de terapia génica) pueden administrarse a una
cavidad sinovial mediante la inyeccién intra-articular.

Para la prevencién de adhesiones quirtirgicas, las
lubricinas recombinantes descritas en la presente Bse
administran en forma de gel, espuma, fibra o tela. Una
lubricina recombinante formulada de esta manera se coloca
sobre y entre tejido dafilado o expuesto y en las interfases
para prevenir la formacién de adherencias entre las
superficies que se empalman. Para ser efectivo, el gel o
pelicula deben permanecer en su lugar y evitar el contacto
del tejido durante un tiempo lo suficientemente largo como
para que cuando el gel finalmente se disperse y loa tejidos
entren en contacto, ya no tengan una tendencia a adherirse.
La lubricina recombinante formulada para la inhibicién o

prevencién de la formacifn de adherencia (por ejemplo, en
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forma de una membrana, tela, espuma o gel) se evalla para la
prevencién de adherencias posquirfirgicas en un modelo de
abrasién cecal de rata (Goldberg et al., 1993). Las
composiciones se colocan alrededor de c¢iegos de rata
quirGrgicamente expuestos, y se les compara con controles no
tratados (animales cuyos cleges fueron expuestos pero no
recibieron ningGn tratamiento). Una reduccién en la cantidad
de la formaci6n de adherencia en el modelo de rata en
presencia de 1la formulacién de lubricina recombinante
comparada con la cantidad en ausencia de la formulacién
indica que la formulacién es clinicamente efectiva para
reducir la formacién de adherencia tisular. En contextos en
losa que la adherencia tisular ase desee (por ejemplo, cuando
gse desee la curacién de fisuras en cartilago), sin embargo,
se puede evitar mejor el uso de ia lubricina recombinante.
El proporcionar lubricacién a superficies de cartilago
deteriora la integracién entre cartilagos (Schaefer et al.,
2004) .

Las lubricinas recombinantes se usan también para
recubrir extremidades y articulaciones artificiales antes de
su implante en un mamifero. Por ejemplo, estos dispositivos
pueden ser sumergidos o baflados en una solucién de lubricina
recombinante, por ejemplo, siguiendo métodos descritos en
US5709020 o US5702456. Sin embargo, se debe tener cuidado en

el uso in vivo de la lubricina recombinante al proporcionar
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una lubricacién cerca de una prétesis. Una s bre-regulacién
marcada en la expresién del gen PRG4A (es decir, la expresién
del gen MSF) sBe ha reportado que est&d asociada con el
aflojamiento de la préteeis; la lubricina podria alterar la
interaccién hermética entre el hueso y prétesis y de esta
manera contribuir al aflojamiento de la prétesis (Morawietz
et al., 2003).
Ejemplo 8
Modelo de OA

Para evaluar la eficacia de la administracién
intra-articular de preparaciones de lubricina, ae prepara un
modelo de murino con osteocartritis/erosi6n de cartilago.
Para la induccién quirirgica de la osteocartritis, los ratones
son anestesiados con 250 mg/kg de tribromometanol
intraperitoneal (SIGMA’ Chemical), y las rodillas se preparan
para cirugfa aséptica. Se practica una incisién longitudinal
media al ligamento rotuliano, la cépsula de la articulacién
se abre y el ligamentc meniscotibial {(que fija el menisco
medio a la planicie tibial) se identifica. En un subconjunto
de animales, no se lleva a cabo manipulaci6én adicional, y
este grupo es conslderado operado en falso. En el grupo
experimental el ligamento meniscotibial medio es
transeccionado dando como resultado la desestabilizacién del
menisco medio (DMM). En ambos animales falsos como DMM, la

cdpsula de la articulacién y la capa subcuténea se cierran
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por sutura p r separad Yy la piel se cierra mediante la
aplicacién del adhesivo tisular NEXABAND S/C (Abbott, N rth
Chicago, IL). Se administra buprenorfina (BUPRENEX'; Reckitt
& Colman, Kingston-upon-Hull, Reino Unido) antes y después de
la operacién.

Las preparaciones de lubricina recombinantes se
administran mediante inyeccifn intra-articular usando una
aguja calibre 30. Inyecciones de 5-10 microlitros por
articulacién de rodilla se administran una semana después de
la cirugia. Las inyecciones adicionales se administran
opcionalmente scobre una base semanal. Los animales Bse
pacrifican con diSxido de carbono 4 semanas después de la
operacién y 8 semanas después de la operacién.

Para evaluar la progresién y severidad de 1la
osteoartritis, las articulaciones de rodilla intactas se
colocan en paraformaldehido al 4% durante 24 horas, luego sae
descalcifican en EDTA/polivinilpirrolidona durante cinco
dias. Las articulaciones son incrustadas en parafina y
secciones frontales de 6 um se obtienen a través de la
articulacién completa. Portaobjetos se tifien con verde
Safranin O-fast y se gradfian a intervalos de 70 um a través
de la articulacién usando una modificacién de un sistema de
puntuacién semicuantitativa (Chambers et al., 2001) en el
cual *“0” = cartilago normal, “0.5* = pérdida de Safranin O

sin cambios estructurlaes; 1" = superficie articular &spera
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y fibrilaci nes pequefiag; "2* = fibrilaci6Sn hasta la capa
inmediatamente debajo de la capa superficial y cierta pérdida
de l&minas de superficie; ™3" = leve (<20%); "5 = moderada
(20-80%) y “6" = sgevera (>B0%) pérdida de cartilago no
calcificado. Las puntuaciones de "“4" (erosién en el hueso)
no son una caracteristica de este modelo. Todos 1 B
cuadrantes de la articulacién (planicie tibial media, cbndil
femoral medio, planicie tibial lateral y céndilo femoral
lateral) se califican por separado. Un minimo de 12 niveles
se califican por observadores ciegos para cada articulacién
de rodilla. Las puntuaciones se expresan como la puntuacién
histol6gica méxima encontrada en cada articulacién o las
puntuaciones histolSgicas sumadas. La puntuacién sumada
representa las puntuaciones aditivas para cada cuadrante de
la articulacién en cada corte histolégico a través de la
articulacién. Este método de andlisis hace posible la
evaluacién de la severidad de lesiones asi como el &rea
superficial del cartilago afectada con lesionea tipo OA
(Glasson et al., 2004).
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REIVINDICACIONES

1. Una protefna aislada caracterizada porgque
comprende SEQ ID NOS: 9, 13, 17, 21 & 25.

2. Una proteina aislada caracterizada porque
comprende SEQ ID NO: 26 enlazada a N-2 repeticiones de SEQ ID
NO: 27, en donde N es igual a un entero de 3 a 200,

3. La proteina de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizada porque N es igual a un entero de 5 a 50.

4. La proteina de conformidad con la reivindicacién
2, caracterizada porque N es igual a un entero de 10 a 30.

5. Una proteina aislada caracterizada porque
comprende SEQ ID NO: 26 mis SEQ ID NO: 28 mis [N-2
repeticiones de SBEQ ID NO: 27] méAs SEQ ID NO: 29, en donde N
es igual a un entero de 10 a 30.

6. Un polinuclebStido aislado caracterizado porque
comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica para
la proteina de conformidad con la reivindicacién 1.

7. Un polinucleétido aislado caracterizado porque
comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica para
la proteina de conformidad con la reivindicacién 2.

8. Un polinucleStido aislado caracterizado porque
comprende una secuencia de &clido nucleico que codifica para
la proteina de conformidad con la reivindicacién 3.

9. Un polinucleétido aislado caracterizado porque



10

16

20

25

62

c mprende una secuencia de &cido nucleico que codifica para
la proteina de conformidad con la reivindicacién 4.

10. Un polinucledtido aislado caracterizado porque
comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica para
la proteina de conformidad con la reivindicacién 5.

11. Una protefna aislada caracterizada porque
comprende SEQ ID NOs: 7, 11, 15, 19 & 23.

12. Un polinucleétido aislado caracterizado porque
comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica para
la proteina de conformidad con la reivindicacién 11.

13. El polinuclebétido de conformidad con la
reivindicacién 6, caracterizado porque comprende SEQ ID NOS:
8, 12, 16, 20 & 24. )

14. El polinucleétido de conformidad con 1la
reivindicacién 12, caracterizado porque comprende SEQ ID NOS:
6, 10, 14, 18 6 22,

15. Un polinucle6tido aislado caracterizado porque
comprende un polinucleétido que tiene al menos B80% de
identidad con SEQ ID NOS: 6, 10, 14, 18 & 22 s8sobre 1la
longitud completa de la secuencia.

16. El polinucleétido de conformidad con la
reivindicacién 15, caracterizado porque comprende un
polinucleStido que tiene al menos 90% de identidad.

17. El1 polinuclebStido de conformidad con la

reivindicacién 15, <caracterizado porgque comprende un
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polinucledtido que tiene al menos 95% de identidad.

18. El polinucleStido de conformidad con 1la
reivindicacién 15, caracterizado porque comprende un
polinucleStido que tiene al menos 99% de identidad.

19. La proteina de conformidad con las
reivindicaciones 1 &6 2, caracterizada porque es O-enlazada
con B-(1-3)-Gal-GalNac.

20. Una composicién caracterizada porque comprende
una cantidad terapéuticamente efectiva de 1la proteina de
conformidad con la reivindicacién 19 en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

21. La composicién de conformidad con 1la
relvindicacién 20, caracterizada porque comprende ademis
hialuronanno o hilano. '

22. Un método para tratar a un Bsujeto,
caracterizado porque comprende:

obtener la composicién de conformidad con la
reivindicacién 20 y

administrar la composicién a un tejido del sujet .

23. El método de conformidad con la reivindicacién
22, caracterizado porque el tejido se selecciona del grupo
gque consiste en cartflago, sinovio, menisco, tendén,
peritoneo, pericardio y pleura.

24. El método de conformidad con la reivindicacién

23, caracterizado porque el tejido es cartilago.
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25. El método de conformidad con la reivindicacidn
22, caracterizado porgque comprende ademds una etapa
seleccionada del grupo que consiste en: proporcionar un
anestésico al sujeto; proporcionar un f&rmaco anti-
inflamatorio al sujeto; proporcionar un antibidético al
sujeto; aspirar fluido del sujeto; lavar tejido del sujet vy
formar imAgenes del tejido del sujeto.

26, El método de conformidad con la reivindicacién
22, caracterizado porque el sujeto se selecciona del grupo
gue consiste en un ratén, una rata, un gato, un perro, un
caballo y un humano.

27. El método de conformidad con la reivindicacién
26, caracterizado porque el sujeto es un humano.

28. Un vector de expresién caracterizado porque
comprende el polinucleétido de conformidad con 1las
reivindicaciones 6 6 7 enlazado operablemente a una secuencia
de control de expresién.

29. Un método para producir una proteina
recombinante, caracterizado porque comprende:

cultivar células transformadas con el vector de
expresién de conformidad con la reivindicacién 28 en medio de
cultivo liquido y

recoger la proteina recombinante del medio.

30. El método de conformidad con la reivindicacién

29, caracterizado porque recoger la proteina comprende:
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concentrar la proteina al filtrar el medi a través
de una membrana;

recoger la proteina retenida de la membrana y

solubilizar la proteina colectada en una solucién
salina de pH regulado que contenga clorhidrato de L-arginina
que varia en concentracitn de 0.1 a 2.0 M.

31. E1l método de conformidad con la reivindicacién
30, caracterizado porgue la concentracién de clorhidrato de
L-arginina es de 0.5 M.

32, Un anticuerpo aislado caracterizado porque es
especifico para la proteina de conformidad con las

reivindicaciones 1 6 2.

o)



LISTADO DE SECUENCIAS

«110> Wyeth
Flannery, Carl
R Corcoran, Christopher J
Freeman, Bethany A
Racie, Lisa A

<120> MOLECULAS DE LUBRICINA RECOMBIMANTES Y UEOS DE LAS MISMAS
<130> 50657-01404WOPT

<160> 29

<170> Patentln versidn 3.3

<210>» 1

<311>» 155

<212> ADN

«213> Artificial

<2320>
<223> Secuencia de nucledtidos de casete-1 de ADNc sintético.

<400> 1 .
cgcgeoccaca actccaaaag agcccgcacc taccacgaca aagtceagetc ctactacgee 60

caaagagcca gocgccgacga ctactasaga ACCggeACCC accacgocta aggagccage 120
tcctactaca acgaaaccgg caccaaccac teegg 155

<210> 2

<211l> 51

<212> PRT

<213> Artificlal

<3220>

«223> Traduccidén de SEQ ID NO: 1.

<400> 2

Ala Pro Thr Thr Pro Lye Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Ser Ala

1 - 5 10 15
Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala
a0 25 a0

Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Pro Ala Pro
35 40 415

Thr Thr Pro

. 50

<210> 3

<211> 125

«<212> ADN

«<213> Artificial



<220>

<223>» Becuencia de nuclestidos of casete-2 de ADNc sintético.

<400> 3

taaagaacca gocccctacta cgacaaagga goctgeaccc acaaccacga agagcgcace!'

cacaacacca aaggagccgg cccctacgac tcctaaggaa CCcaaaccgg CAcCCaaccac

tcegg

<210> 4
<211> 41
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

«223>» Traduccién de S8EQ ID NO: 3.

<400> 4

Lya Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr

1

10

15

Lys Ser Ala Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Pro Lya

Glu Pro Lys Pro Ala Pro Thr Thr Pro

<210> 5
<211> B049
<212> ADN

<3a13> Artificial

a0

ad

60
120
ias

223> vector pTmed2 que contiene construccién de ADNc PRG4-Lub:l recombinante.

<400> 5
catatgeggt

gagtcattag
aacaggaaag
tgcccagtac
acataaggtc
gtactttcce
ggtactttee
ggaagtgaaa
tggcacgeat

gtgaaatacc
ggactttcca
tccoattgga
aaaaggtcaa
aataggggtg
accattgacg
catagctgat
gggcagecaa
tctattgget

gcacagatgc gtaaggagaa
atgggttttg cccagtacat
gccaagtaca ctgagtcaat
tagggggtge gtcaatgggt
agtcattggg tttttccage
tcaatggget attgaasacta
taatgggaaa gtaccgttcet
aacgtaacac cgecccegatt
gagctgegtt ctacgtgagt

aatacegeat
aaggtcaata
agggacttte
ttttcceatt
caatttaatt
atgcaacgtg
cgagccaata
ttccecetgga
ataagaggceg

caggcgtact
goggtgaatc
cattgggttt
attggcacgt
aasacgccat
acctttaaac
cacgtcaatg
aattccatat
cgaccagegt

60
120
180
240
300
60
420
480
540



cggtaccgtc
aagctotgtt
teggaaacce
tcgaccggat
tgacttctge
cegeggtgat
tgtcaagctt
ccactttgce
tactgagtcg
ctgttttegt
gggaagggta
agtgetgeee
ttgagtcctt
agtgetgtcc
cttcaaagaa
gttcacccaa
cagaagaaca
cgtegtegac
agaagaaact
aaccaccagt
ctcctgacac
caaaaccaat
ctttgacagt
agacttcaac
aaacatctge
ctgaaactac
ccaaggagce
ccacaactce
agccagocgcec
ctacaacgaa

gcagtctteg
gggctegegg
gtcggoctoe
cggaaaacct
gctaagattg
gcetttgagg
gaggtgtgac
tttctecteca
acccaccatg
gattcagcaa
ttctagagat
tgatttcaag
cgagagaggg
cgattatgag
agcacctcca
accaccasac
ttctgtttet
aatttggaaa
casagtasaa
tgtagatgaa
gtctaccace
aaatccoaga
gaataaagag
tgatggaaaa
taaagattta
aaccaaaggc
tgecatctace
aaaagagccc
gacgactact
accggcacca

gtctgaccac
ttgaggacaa
gaacggtact
ctcgactgtt
tcagttteca
gtggecegegt
aggcttgaga
caggtgtcca
gcatggaaaa
gtttcatete
gccacctgea
agagtcotgoa
agggagtgtg
agtttctgtg
ccttcagyag
aagaagaaga
gaaaatcaag
atcaagtett
gataacaaga
gctggaagtg
caacacaata
cccagtette
acaacagttg
gagaagacta
gcacccacat
cctgetetea
acacccaaag
gcacctacca
aaagaaccgg
accactccgg

cgtagaacgce
actcttegeg
ccgccaccga
ggggtgagta
aaaacgagga
ccatectggte
tctggccata
ctcccaggtce
cacttcccat
aagatttate
actgtgatta
ctgcggaget
actgcgacgc
cagaagtgca
catctcaaac
ctaagaaagt
agtectecte
ccaaaaattc
agaacagaac
gattggacaa
aagtcagcac
cacctaattc
aaactaaaga
cttccgectaa
ctaaagtgct
ccactccecaa
agcccacacce
cgacaaagtc
cacccaccac

aaacacctec

agagectecte
gtctttecag
gggacctgag
ctcectotea
ggatttgata
agaaaagaca
cacttgagtg
caactgcaga
ttacctgttg
aagctgtgca
taactgtcaa
ttcctgtaaa
ccaatgtaag
taatecccaca
catcaaatca
tatagaatca
cagtagcagt
agctgctaat
taaaaagaaa
tggtgacttce
atctccoaag
tgatacatct
aactactaca
agagacacaa
ggctaaacct
ggagcccacg
taccaccatc
agctectact

gectaaggeg
tccaaccact

gctgeageecc
tactcttgga
cgagtecegea
aaagcgggca
ttcacctgge
atctttttgt
acaatgacat
cttcgaatte
ttgetgetgt
gggagatgtg
cactacatgg
ggcegotget
aagtatgaca
tcaccaccat
acaaccaaac
gaggaaataa
tcaagtagtt
agagaattac
cctaccoceca
aaggtcacaa
atcacaacag
aaagagacgt
acaaataaac
agtatagaga
acacccaaag
cccaccacte
aagagcgcge
acgcccaaagq
ccagctecta
tcagaggtct

600

660

720

780

240

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1%80
2040
2100
2160
2220
2280
2340

R+



ctactccaac
ctgagettte
tacctacaac
agacaacaga
caaaagagac
cacaagtaac
caactactct
tgaacaaacc
ctcctaaacc
aaacaatgcc
caatgccaga
gacctaacca
gtggtgetga
ttactcccga
tgctttecga
gcaatgggac
caccatctee
tttttactag
gttttaccaa
gactaactgg
ctgtgtattt
tacagaagtg
aggttaggag
ttcaatatte
aagtgagtat
acatcagaaa
ttgatgtgee
aagtctggta
gcttggaata

taccaccaag
tgcagaaccc
taagacgccg
aagagactta
agcaactaca
atctaccaca
tgcacccaaa
tgaagaaaca
tciaaagcca
tagagtgaga
attgaaccct
aactccaaac
aggagaaaca
catggattac
tgagaccaat
attagttgea
agctegceaga
gtgcaactgt
tgatataaaa
acaaatagty
tttcaagaga
cectggaaga
acgtcgettt
acctgccaga
actgtggaga
acctgacggc
tagtagaaca
caactgtcct
aggccggtgt

gagcctacca
acaccaaaag
gcggcgacta
cgtactacac
acagaaaaaa
actcaagata
gtaactacaa
gctaaaccaa
accaaagcac
aaaccaaaga
acctcaagaa
tccaaactag
cctcatatge
ttaccgagag
atatgcaatg
tteegaggte
attactgaag
gaaggaaaaa
gatgcagggt
geagegettt
ggtggcagca
aggcotgotc
gaacgtgcta
ctggettate
ggacttccaa
tatgattact
gcaagagcaa
taagoggccy
gocgtttgtet

ctatccacaa
ctcttgaaaa
aacctgaaat
ctgaaactac
ctaccgaatc
ccacaccatt
caaaaaagac
aagacagagc
ccaaaaaacc
cgacaccaac
tagcagaage
ttgaagtaaa
ttotocaggeo
tacccaatca
gtaagccagt
attatttctg
tttggggtat
ctttettett
accccaaacce
caacagctaa
ttcagcagta
taaattatcc
taggacctte
aagacasagg
atgtggttac
atgecetttte
ttactactcg
ccgcaaattce
atatgttatt

aagccctgat
cagtcccaag
gactacaaca
aactgctgca
caaaataaca
caaaattact
aattactacc
tactaattct
cacttctacc
tccecgeaag
catgctccaa
tccaaagagt
cecatgtgtte
aggcattate
agatggactg
gatgctaagt
tecetteecece
taaggattct
aattttcaaa
atataagaac
tatttataaa
agtgtatgga
tcaaacacac
tgtccttcat
ctcagctata
taaagatcaa

ttctgggcag

taacgtta.ct ggcegaagece

ttccaccata

gaatcaactc
gaacctggtg
gctaaagaca
cctaagatga
gctacaacca
actcttaaaa
actgagatta
asaagcgacaa
asaaagccaa
atgacatcaa
accaccacca
gaagatgcag
atgcctgaag
atcaatccca
actactttge
ccattcagtce
attgatactg
cagtactggc
ggatttggag
tggectgaat
caggaacctg
gaaatgacac
accatcagaa
aatgaagtta
tcactgcoca
tactataaca
accttatcca

ttgoogtott

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
37320
3780
3840
3900
3960
4020
4080

\O\



ttggcaatgt
tttceectcet
tggaagette
cacctggega
cggcacaace
cctecaagegt
ctgatctggyg
aggeecccey
atggttcgac
ggagacctac
acctettcay
attcctgaga
aaagaaccac
attgaacaac
gtttaccagg
caggaatttg
ccagaatacc
gaagtctacyg
aagctatgca
taccacattt
gaaacataaa
caaataaagc
ttgtggtttyg
tggtgacccy
acgtagtegt
gagcctgtaa
ggacgacegg
cgegtgtega
tccaggegeg
tgaateggee

gagggcccgg
cgccaaagga
ttgaagacaa
caggtgccte
ccagtgccac
attcaacaag
geecteggtge
aaccacgggg
cattgaacty
cctggectee
tggaaggtaa
agaatcgace
cacgaggagc
cggaattgge
aagccatgaa
aaagtgacac
caggcgtect
agaagaaaga
ttttttataa
gtagaggttt
atgaatgcaa
aatagcatca
tccaaactca
gcetgcgagag
tgcaagtceg
gegggeacte
ggttcgaacc
acceaggtgt
goggctgetg
aacgcgoggg

aaacctggcc
atgcaaggte

ctgtettett
tgttgaatgt

gacgagcatt
cgtgaaggaa

acaacgtctg tagcgaccct ttgcaggcag

tgcggecaaa
gttgtgagtt

agccacgtgt
ggatagttgt

atnagal:aca
ggaaagagtc

gggctgaagg atgcccagaa ggtaccccat
acatgcttta catgtgttta'gtcgaggtta

acgtggtctt
categtegee
gctcaggaac
acagaatctg
tttaaaggac
tcattttett
aagtaaagta
tcaaccagge
gtttttccea
ctctgaggte
ctaacaggaa
gaccatggga
tacttgettt
ttgttgttgt
caaatttcac
tcaatgtatc
ctcggtgtac
caccaggtac
ttcecgtggte
ccggatecgg
gcgacgtcag
cgctagettt
gagaggeggt

coctttgaaaa
gtgtcccaaa

gagttcaagt

gtgattatgg
agaattaata

gccaaaagtt
gacatggttt
caccteagac
gaaattgatt
caggaggaaa
gatgetttca
cttttgetgy
aaaaaacctc
taacttgttt
aaataaagca
ttatcatgte
ctgagacgeqg
tgatcatcga
tggtggataa
ccgteegeey
acaacggggqg
tttggcgage
Etgegtattyg

acacgattgc
atatggggat
acttccaaag
gtaggadaac
tagttctcag
tggatgatgc
ggatagtcgg
tectttgtgac
tggggaaata
aaggcatcaa
agttctectge
ctttagatca
ccacaccteo
attgcagett
tttttttcac
tggateccceg
agtaagccct
tgctagaccg
attegecaagg
tgatccatcc
agcgetoctt
tcgaattaat
ggcgetctte

cctaggggte
gcagttccte
cggaacccce
cctgcaaagy
aaatggctcet
tgtatgggat
aaaaacgtct
tcgagccatce
tggcaagaac
aatgaccaca
ctggttetcc
tagagaactc
cttaagactt
aggcagttct
aaggatcatg
taaacttcte
gtataagttt
teecetecta
taatcagcca
coctgaacct
ataatggtta
tgecattctag
gccaacggtc
tgagtcaaag
tgcaaaagga
gtatcatgge
ggttaccgcc
ttggetteet
tctgeattaa
cgcttocecteg

4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4600
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5230
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5800



ctcactgact
gcggtaatac
ggccageaaa
cgcceccctg
ggactataaa
acecotgecge
caatgctcac
gtgcacgaac
tccaaccegg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtaget
aagcagcaga
gggtctgacg
aaaaggatct
atatatgagt
gegatcetgte
atacgggagg
ccggctcecag
octgoaactt
agttcgccag
cgctegtegt
tgatccccca
agtaagttgg
gtcatgccat
gaatagtgca
ccacatageca
tcaaggatct
tcttcagecat

cgetgegetce
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggce
ttaccggata
gctgtaggta
ccceccgttea
taagacacga
atgtaggegg
cagtatttgg
cttgatccgg
ttacgegeag
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtec
tatttegtte
gcttaccatc
atttatcagc
tatcecgecte
ttaatagttt
ttggtatggce
tgttgtgcaa
ccgeagtgtt
ccgtaagatg
tgeggegace
gaactttaaa
taccgetgtt
cttttacttt

ggtcgttcgg ctgoggegag cggtatcage

agaatcaggg
ccgtasaaag
caaaaatcga
gttteccect
cctgtcegee
tetcagttey
gcccgacege
cttatcgeeca
tgctacagag
tatctgeget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
cottttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggececagt
aataaaccagq
catccagtct
gogcaacgtt
ttcattcage
aaaagcggtt
atcactcatg
cttttotgtg
gagttgctcet
agtgctcatc
gagatccagt
caccageogtt

gataacgcag
geegegttge
cgctecaagte
ggaagctcce
tttetocectt
gtgtaggteg
tgegecttat
ctggcageag
ttcttgaagt
ctgctgaage
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gcctgactce
gctgcaatga
ccagccggaa
attaattgtt
gttgccattg
teeggttece
agctcctteg
gttatggcag
actggtgagt
tgcceggogt
attggamaac
tcgatgtaac
tctgoggtgag

gaaagaacat
tggegttttt
agaggtggeg
tcgtgegete
cgaggaagegt
ttecgetocaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
goeggtoggttt
atcctttgat
ttttggtcat
gttttaaatc
tcagtgaggc
ccgtogtgta
taccgcgaga
gggccgageg
qccgggaage
ctacaggcat
aacgatcaag
gtcctcegat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttctteggg
coactegtgo
caaaaacagyg

tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctc
aaacccgaca
tcctgtteeg
ggecgetttet
getgggetgt
tegtettgag
caggattage
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gagattatca
aatctasagt
acctatctca
gataactacg
cccacgetca
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca
gcgagttaca
cgttgtcaga
ttctettact
gtcattotga
taataccgcg
gcgaaaactc
acccaactga

aaggcaaaat

5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7030
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620



7
gcogcaaaaa agggaataag ggcgacacgy aaatgttgaa tactcatact cttecttttt
caatattatt gaagcattta tcagggttat tgtctcatga geoggatacat atttgaatgt
atttagaaaa ataaacaaat aggggttceg cgcacattte cccgaaaagt gocacctgac
gtctaagaaa ccattattat catgacatta acctataaaa ataggcgtat cacgaggeec
tttcgtcteg cgegtttegy tgatgacggt gaaaacctet gacacatgea gcetcccgyag
acggtcacag cttgtctgta agcggatgec gggagecagac aagoccegbca gggogogtea
gcgggtgttg gegggtgteg gggetggett aactatgegg catcagagca gattgtactg
agagtgcac
<210> 6
<211> 2946
<212> ADN
«213> Artificilal
<220>
«<223> Construccién de ADNc PRG4-Lub:1 recombinante.
<400> 6
atggcatgga aaacacttcc catttacctg ttgttgetge tgtetgtttt cgtgattcag
caagtttcat ctcaagattt atcaagctgt gcagggagat gtggggaagg gtattctaga
gatgccacct gcaactgtga ttataactgt caacactaca tggagtgetyg ccoctgattte
aagagagtct gcactgcogga gctttcctgt aaaggecget getttgagbe cttcogagaga
gggagggagt gtgactgcga cgcccaatgt aagaagtaty acaagtgetg toccgattat
gagagtttct gtgocagaagt goataatccc acatcaccac catcttcaaa gaaagcacct
ccaccttcag gagcatctca aaccatcasa tcaacaacca aacgttcacc casaccacca
aacaagaaga agactaagaa agttatagaa tcagaggaaa Laacagaaga acattctgtt
tctgaaaatc aagagtcocctc ctccagtagec agttcaagta gttcogtegte gacaatttgg
aaaatcaagt cttccaaaaa ttcagctget aatagagaat tacagaagaa actcaaagta
aaagataaca agaagaacag sactaaaaag aaacctaccc ccaaaccacce agttgtagat
gaagctggaa gtggattgga caatggtgac ttcaaggtca caactcctga cacgtctace
acccaacaca ataaagtcag cacatctccc aagatcacaa cagcaaaacc aataaatcce
agacccagte ttocacctaa ttctgataca tctaaagaga cgtctttgac agtgaataaa
gagacaacag ttgaaactaa agaaactact acaacaaata aacagacttc aactgatgga
aaagagaaga ctacttccge tasagagaca caaagtatag agaasacatc tgctaaagat
ttagcaccca catctaaagt gcotggctaaa cctacaccca asagetgaaac tacaaccaaa

7680
7740
7800
76860
7920
7980
8040
8049

60
120
180
240
300
360
420
4180
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



ggccctgete
accacaccca
cccgeaccta
actaaagaac
ccaaccacte
aaggagccta
cccacaccaa
ccggeggega
ttacgtacta
acaacagaaa
acaactcaag
aaagtaacta
acagctaaac
ccaaccaaag
agaaaaccaa
cctacctcaa
aactccaaac
acacctcata
tacttaccga
aatatatgca
gcattccgag
agaattactg
tgtgaaggaa
aaagatgcag
gtggeagoge
agaggtggca
agaaggecctg
tttgaacgtg

agactggctt

tcaccactcce
aagagcccac
ccacgacaaa
cggcacccac
cggaaacacc
ccactatcca
aagctottga
ctaaacctga
cacctgaaac
aaactaccga
ataccacacc
caacaaaaaa
caaaagacag
cacccaaaaa
agacgacacc
gaatagcaga
tagttgaagt
tgcttctcag
gagtacccaa
atggtaagcc
gtcattattt
aagtttgggg
aaactttett
ggtaccccaa
tttoaacagc
gcattcagoca
ctctaaatta
ctataggacc

atcaagacaa

caaggagccc
acctaccace
gtcagctect
cacgcctaag
tecctccaacce
caaaagccct
aaacagtccc
aatgactaca
tacaactget
atccaaaata
attclaaatt
gacaattact
agctactaat
acccacttet
aactcccege
agccatgcte
anatccaaag
gccccatgtg
tcaaggcatt
agtagatgga
ctggatgeta
tattecttce
ctttaaggat
accaattttc
taaatataag
gtatatttat
tccagtgtat

ttctcaaaca

acgceccacca
atcaagageqg
actacgccca
gagccagete
actteagagg
gatgaatcaa
aaggaacctg
acagctaaag
gcacctaaga
acagctacaa
actactctta
accactgaga
tectaaagcga
accaaaaagc
aagatgacat
caaaccacca
agtgaagatg
ttcatgectg
atcatcaatc
ctgactactt
agtccattca
cccattgata
tctcagtact
aaaggatttg
aactggcctg
aaacaggaac
ggagaaatga

cacaccatca

aggtgtcctt cataatgaag

ctcccaagga
cgcccacaac
aagagccagce
ctactacaac
tctctactce
ctectgagct
gtgtacctac
acaagacaac
tgacaaaaga
ccacacaagt
aaacaactac
ttatgaacaa
caactcctaa
caaanacaat
caacaatgcce
ccagacctaa
caggtggtgce
aagttactec
ccatgctttc
tgcgeaatgy
gtccaccate
ctgtttttac
ggcgttttac
gaggactaac
aatctgtgta
ctgtacagaa
cacaggttag

gaattcaata

ttaaagtgag

gcctgeatct
tccaaaagag
geccgacgact
gaaaccggca
aactaccacc
ttctgcagaa
aactaagacg
agaaagagac
gacagcaact
aacatctacc
tcttgcacece
acctgaagaa
acctcaaaag
gcctagagtg
agaattgaac
ccaaactcca
tgaaggagaa
cgacatggat
cgatgagacc
gacattagtt
tccagetege
taggtgcaac
caatgatata
tggacaaata
ttttttcaag
gtgecetgga
gagacgtege
ttcacctgce

tatactgtgg

1080
1140
1300
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

AN0B



agaggacttc caaatgtggt tacctcaget atatcactgc ccaacatcag aaaacctgac 2820

ggctatgatt actatgectt ttctaaagat caatactata acattgatgt gcctagtaga 2880

acagcaagag caattactac tegttctggg cagaccttat ccaaagtetg gtacaactgt 2940

ccttaa 2946
<210> 7

<21ll> 981

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

«223> Becuencia de aminofcidos de proteina PRG4-LUB:1 completa.

<400> 7

Met Ala Trp Lys Thr Leu Pro Ile Tyr Leu Leu

1
Phe Val

Arg Cys
Asn Cys

Thr Ala
(1

Gly Arg

Cys Pro
Pro Pro

Ile Lys
130

;rhrl.ys
145

Ber Glu

Ser Thr
Glu Leu

Lys Lys

Ile

Gly

as

Gln

Glu

Glu

Asp

Ser
115

Ser

Ile

aln
195

Lys

Gln

Glu

Hia

Cys

100

Ser

vVal

Gln

180

Lys

Pro

Gln
20

Vval Ser Ser

Gly Tyr Ber Arg
40

TyT
Ser
Asp
85

Glu
Lys
Thr
Ile
Glu
165
Lys

Lys

Thr

Met Glu Cys
55

Cys Lys QOly
70

Cys Asp Ala

Ser Phe Cys

Lys Ala Pro
120

Lys Arg Ser
135

Glu Sar Glu
150

Ber Ser Ser

Ile Lys Ber

Leu Lys Val
200

Pro Lys Pro

10

Gln Asp Leu
as

Asp Ala Thr
Cys Pro Asp
Arg Cys Fhe

75

Gln Cys Lys
90

Ala Glu val
105

Pro Pro Ser

Pro Lys Pro

Glu Ile Thr
155

Ber Ser Ser
170

Ber Lys Asn
185

Lys Asp Asn

Pro val Val

Ser

Phe
60

Glu
Lys
His
aly
Pro
140
alu

Ber

Asp

Leu

Ser

Lys

Ser

Ala
125

Glu

Ser

Ala

Lys
205

Glu

Leu Ser Val
15

Cys Ala Gly
30

Cys Asp Tyr

Arg Val Cys

Phe Glu Arg
80

Asp Lys Cya
95

Pro Thr Ser
110

Ber Gln Thr

Lys Lys Lys
His Ser Val
160

BSer Ber Ser
175

Ala Asn Arg
190

Asn Arg Thr

Ala Gly Ber



aly
225

Pro

Glu

i

¥ g

i

Glu

Ser

Ala
465

Thr

210

Leu

Gln

Ile

Thr

Thr

290

Ser

val
Pro
450

LIeu

Ala

Qlu Arg Asp Leu Arg Thr Thr Pro Glu Thr Thr Thr Ala Ala Pro

Met Thr Lys Glu Thr Ala Thr Thr Thr Glu Lys Thr Thr Glu Ser

Asp Asn Gly Asp

His

Asn

Ser

275

Thr

Pro

Pro

355

Ile

Lys

Glu

Pro

Ser

435

Asp

Alu

Ala

515

Asn
Pro
260

Leu

Lys

Thr

340

Lys

Ser

Pro

Ala

420

alu

ABn

Thr

Lye
245

Arg

Thr

Asn

Glu

Ser

3as

Gly

Glu

Ser

Ala

Ala

405

Pro

Ser

Lys
485

230

val

Pro

val

Lys

310

Lys

Ala

390

Thr

Thr

Pro
470

Pro

215

Phe

Bex

Ser

Gln

295

Gln

Val

Ala

Ala

Thr

Thr

Thr

Pro

455

Lys

Lys

Val

Thx

Lys

Ser

Leu

Leu

Ber
k114

Pro
Thr
440

Qlu

Glu

Glu

Pro
Pro
Glu
4235

Lys

Leu

10

Thr Thr
Pro Lys
250

Pro Asn

Thxr Thr

Glu Lys
315

Lys Pro
3o

Thr Pro

Pro Lys

Lys Glu
395

Lys Glu
410

Thr Pro
Glu Pro

Ser Ala

Gly val
475

Pro

Ile

Ser

val

Gly
300

Glu
380
Pro

Pro

Pro

Glu
460

Glu Met Thr Thr Thr Ala

Asp Thr Ser Thr

240

Thr Thr Ala Lys

Asp

alu
285

Lys

Ser

Pro

Glu

alu
365

Pro

Pro
430

Thr
445
Pro

Thr

Lys

Thr

270

Thr

Glu

Ala

Lys

350

Ala

Pro

Pro

Ile

Thr

Thr

Asp

510

Ser

Lys

Lys

Lys

Ala

§ &

a8 B § §

§

His

Lys
495

Lys

Glu

Asp
320

Glu

Lys

3

7 ed



Lys

Thr
545

Lys

Lysn

Thr
Thr
62S

Pro

Asp
His
val

705

Gly

Thr
785

Pro

Ila
530
Thr

Val

Pro

Ser

610

Thr

Thr

Gln

Ala

Val

Pro

Ile

Thr

Sexr

Ser

770

Asp

aly

Glu

Thr
Pro
Thr
Glu
Thr
595
Thr
Pro
Ser
Thr
Gly
675

Phe

Asn

Pro
755

Pro

Ala

Gln

Ber
835

Ala Thr

Glu Thr
580

Pro Lys

Lys Lys

Arg Ile
645

Pro Asn
660

Gly Ala

Met Pro

Gln Gly

Asn Gly
725

Vval Ala
740

Ile Asp

Phe Lys

Gly Tyr
805

Ile Val
810

val Tyr

Thr Thr
535

Ile Thr
550

Lys Lys

Ala Lys

Pro Qln

Pro Lys
615

Arg Lys
630

Ala Glu

Ser Lys

Glu Qly

Glu val
695

Ile Ile
710

Lys Pro

Phe Arg

Pro Ala

Thr Val
775

Asp Ser
790

Pro Lys

Ala Ala

Phe Phe

Gln Val

Thr Leu

Thr Ile

Pro Lys
585

Lys Pro
600

Thr Met
Met Thr
Ala Met
Leu Val

Glu Thrx
680

Thr Pro

Ile Asn

Val Asp

Gly His
745

Arg Arg
760

Phe Thr

Gln Tyr

Pro Ile

11

Thr Ser Thr Thr Thr Gln Asp

540

Lys Thr Thr Thr Leu

Thr Thr Thr Glu Ile

570

Asp Arg

Thr Lys

Pro Arg

Ser Thr
635

Leu Gln
650

Glu val

Pro Hie

Asp Met

Pro Mat
715

Gly Leu
730

Tyr Phe
Ile Thr
Arg Cys
Trp Arg

795

Phe Lys
210

Ala
Ala
Val
620
Met
Thr
Asn
Met
Asp
700
Leu
Thr
Trp
Glu
Asn
780

Phe

Gly

Leu Ser Thr Ala Ly»s

Lys Arg Gly Gly Ser

a40

Thr

Arg

Lys

Lys

Pro Glu

Thr

Leu
685

Tyr

Ser

Met

val
765

Cys

Tyr

Ile
845

Thr

Lys
670
Leu

Lau

Asp

aly

Lys
830

Gln

Ala
Met
575

Ser

Lys

Bar

Pro

Glu

735

Ber

Gly

Gly

Asp

aly

815

Asn

Gln

Lys

Pro

Lys

640

AGlu

720

Asn

Ile

Lys

Ila

Leu

Trp

Tyr



12

Ile Tyr Lys Gln Glu Pro Val Gln Lys Cys Pro Gly Arg Arg Pro Ala
850 @55 860

Leu Asn Tyr Pro Val Tyr Gly Glu Met Thr Gln Val Arg Arg Arg Arg
865 870 a7s 880

Phe Glu Arg Ala Ile Gly Pro Ser Gln Thr His Thr Ile Arg Ile Gln
e85 890 895

Tyr Ser Pro Ala Arg Leu Ala Tyr Gln Asp Lys Gly Val Leu His Asn
900 905 210

Glu Val Lys Val Ber Ile Leu Trp Arg Gly Leu Pro Asn Val val Thr
915 920 925

Ber Ala Ile Ser Leu Pro Asn Ile Arg Lys Pro Asp Gly Tyr Asp Tyr
930 935 940

Tyr Ala Phe Ser Lys Asp Gln Tyr Tyr Asn Ile Asp Val Pro Ser Arg
945 950 955 950

Thr Ala Arg Ala Ile Thr Thr Arg Ser Gly Gln Thr Leu Ser Lys Val
965 970 975

Trp Tyr Asn Cys Pro
980

<310> 8

<211> 157

<2132> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Inserto de ADN Lub:1 de casete-1 da ADNc sintético.

<400> 8
gcgogeccac aactccasaa gagcccgcac ctaccacgac assgteaget cctactacge 60

ccaaagagcc agcgccgacg actactaaag aaccggeacc caccacgcct aaggagccag 120
ctoctactac aacgaaaccg gcaccaacca ctccgga 157
<210> 9

«211l> 51

«<212> PRT

<213> Artificial

<220>

«223> 51 amino#cidos codificados por inserto de ADN Lub:1 (4 secuencias KEPAPTT
entre 5373 a E425 en 8EQ ID NO: 7).

<400> 9

Ala Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Ser Ala
1 5 10 15



13

Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala

Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Pro Ala Pro

Thr Thr Pro

<210> 10
<211> 3024
<212>

ADN
«213> Artificial

<220>

40

415

«<223> Construccién de ADNc PRO4-Lub:2 Recombinante.

«<400> 10

atggcatgga
caagtttcat
gatgccacct
aagagagtet
gggagggagt
gagagtttct
ccacctteag
aacaagaaga
tctgaaaatc
aaasatcaagt
aaagataaca
gaagctggaa
acccaacaca
agacccagtc
gagacaacag
asagagaaga
ttagcaccca
ggccetgete
accacaccca

cccgecaccta

aasacacttcc
ctcaagattt
geaactgtga
gecactgegga
gtgactgcga
gtgcagaagt
gagcatctca
agactaagaa
aagagtcete
cttccaaaaa
agaagaacag
gtggattgga
ataaagtcag
ttccacctaa
ttgaaactaa
ctacttccge
catctaaagt
tcaccactee
aagagcccac

ccacgacaaa

catttacctg ttgttgetge
atcaagctgt gcagggagat
ttataactgt caacactaca
gctttcectgt aaaggceget
cgcccaatgt aagaagtatg
geataatcoce acatcaccac
aaccatcaaa tcaacaacca
agttatagaa tcagaggaaa
ctccagtage agttcaagta
tteagetget .aatagagaat
aactaaaaag saacctacce
caatggtgac ttcaaggtca
cacatctcce aagatcacaa
ttctgataca tctaaagaga
agaaactact acaacaaata
taaagagaca caaagtatag
gctggctaaa cctacaccca
caaggagcee acgcocacca
acctaccacc atcaagageg

gtcagctect actacgccca

tgtetgtttt
gtggggaagg
tggagtgctyg
getttgagte
acaagtgctg
catcttcaaa
aacgttcacc
taacagaaga
gttegtegte
tacagaagaa
ccaaaccace
caactcctga
cagcaaaacc
cgtetttgac
aacagactte
agaaaacatc
aagctgaaac
ctcccaagga

cgcccacaac

aagagccagce

cgtgattcag
gtattctaga
coctgattte
cttcgagaga
tccogattat
gaaagcacct
caaaccacca
acattctgtt
gacaatttgg
actcaaagta
agttgtagat
cacgtctacc
aataaatccc
agtgaataaa
aactgatgga
tgctaaagat
tacaaccaaa
gcctgcatcet

tccaaaagag

gcogacgact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1200



actaaagaac
gcacccacaa
aaggaaccca
tctactccaa
cctgagettt
gtacctacaa
aagacaacag
acaaaagaga
acacaagtaa
acaactactc
atgaacaaac
actcctaaac
aaaacaatgc
acaatgccag
agacctaacc
ggtggtgctg
gttacteceey
atgecttteeg
cgcaatggga
ccaccatctc
cgttttacca
ggactaactg
totgtgtatt
gtacagaagt
caggttagga
attcaatatt
aaagtgagta
aacatcagaa

attgatgtgc

cggcacccac
ccacgaagag
aaccggcace
ctaccaccaa
ctgcagaacce
ctaagacgcc
aaagagactt
cagcaactac
catctaccac
ttgcacccaa
ctgaagaaac
ctcaaaagcc
ctagagtgag
aattgaaccc
aaactccaaa
aaggagaaac
acatggatta
atgagaccaa
cattagttge
cagctegcag
atgatataaa

gacaaatagt

ttttcaagag
geeetggaag
gacgtegett
cacctgcoag
tactgtggag
aacctgacgg

ctagtagaac

cacgcctaaa
cgcacccaca
aaccactceg
ggagcctace
cacaccaaaa
ggcggegact
acgtactaca
aacagaaaaa
aactcaagat
agtaactaca
agctaaacca
aaccaaagca
aaaaccaaag
tacctcaaga
ctccaaacta
acctoatatg
cttaccgaga
tatatgcaat
attccgaggt
aattactgaa
agatgcaggy
ggcagoegett
aggtggcagc
aaggcctget
tgaacgtgot
actggcttat
aggacttcca

ctatgattac

agcaagagca

14

gaaccagccc
acaccaaagg
gaaacacctc
actatccaca
gctcttgaaa
aaacctgaaa
cctgaaacta
actaccgaat
accacaccat
acaaaaaaga
aaagacagag
cccaaaaaac
acgacaccaa
atagcagaag
gttgaagtaa
ctteotcagge
gtacccaate
ggtaagccag
catctatttet
gtttggggta
taccccaaac
tcaacagcta
attcagcagt
ctaaattatc
ataggacctt
caagacaaag
aatgtggtta
tatgcctttt

attactacte

ctactacgac
ageeggcecec
ctccaaccac
aaageccctga
acagtcccaa
tgactacaac
caactgctge
ccaaaataac
tcaaaattac
caattactac
ctattaattc
ccacttetac
ctcccegecaa
ccatgctcca
atccaaagag
cccatgtgtt
aaggcattat
tagatggact
ggatgctaag
ttectteece
caattttcaa
aatataagaa
atatttataa
cagtgtatgg
ctcaaacaaa
gtgtecttea
ccteagetat
ctaaagatca

gttctgggea

aaaggagcct
tacgactcct
ttcagaggto
tgaatcaact
ggaacctggt
agctaaagac
acctaagatg
agctacaacc
tactcttaaa
cactgagatt
taaagcgaca
caaaaagcca
gatgacatca
aaccaccacc
tgaagatgca
catgcctgaa
catcaatccc
gactactttg
tccattcagt
cattgatact
aggatttgga
ctggcctgaa
acaggaacct
agaaatgaca
caccatcaga
taatgaagtt
atcactgece
atactataac

gaccttcatce

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
4220
2280
2340
2460
4520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

\\



15

aaagtctggt acaactgtcc ttaa 3024

<210> 11

<211> 1007
<313> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de aminofcidos de protefina PRG4-LUB:2 completa.

<400> 11

Met Ala Trp Lys Thr Leu Pro Ile Tyr Leu Leu Leu Leu Lesu Ser Val
1 5 1o 15

Phe Val Ile Gln Gln Val Ber Ser Qln Agp Leu Ser Ser Cys Ala Gly
a0 as 30

Arg Cys Gly Glu Gly Tyr Ser Arg Asp Ala Thr Cys Asn Cys Asp Tyr
35 40 45

Asn Cys Gln Hie Tyr Met Glu Cys Cys Pro Asp Phe Lys Arg Val Cys
50 55 80

Thr Ala Glu Leu Ser Cys Lys Gly Arg Cys Phe Glu Ser Phe Glu Arg
65 70 75 80

Gly Arg Glu Cys Asp Cys Asp Ala Gln Cys Lys Lys Tyr Asp Lys Cys
as 90 95
Cye Pro Asp Tyr Glu Ser Phe Cys Ala Glu Val His Asn Pro Thr Ser
100 108 110

Pro Pro Ser Ber Lys Lys Ala Pro Pro Pro Ser Gly Ala Ser Qln Thr
115 120 1as

Ila Lys Ser Thr Thr Lys Arg Ber Pro Lys Pro Pro Asn Lys Lya Lys
110 135 140

Thr Lys Lys Val Ile Glu Ser Glu Glu Ile Thr Glu Glu His Ber Val
145 150 158 160

Ser Glu Asn Gln Glu Ser Ser Ser Ser Ber Ber Ber S8er Ser Ser Ser
1685 170 175

Ser Thr Ile Trp Lys Ile Lys Ser Ser Lys Asn Ber Ala Ala Asn Arg
180 185 180

Glu Leu Gln Lys Lys Lsu Lys Val Lys Asp Asn Lye Lys Asn Arg Thr
185 200 205

Lys Lys Lys Pro Thr Pro Lys Pro Pro Val Val Asp Glu Ala Gly Ber
210 als 220

Gly Leu Asp Asn Gly Asp Phe Lys Val Thr Thr Pro Asp Thr Ser Thx
225 230 ais 240



Glu

?

g s

Thx

Thr
aes

Thr
465

Glu

Ala
545

aln

Ile

Thr

Thr

Ser

Thr

Thr

Thr

370

Thr

Glu

Pro

Glu

Glu

Maet

Thr
530

His

fer
275
Thr

Ala

Pro

Pro
355

Ile

Lys

Glu

Glu

435

Glu

Lys

515

Pro

Asn Lys Val

245

Ser

Pro Arg Pro Ser

Leu

Thr

Val

Thr Asn Lys

Lys

Thx

Lys
340
Lys
Lys
Ber
Pro
Pro
420
Ala
Thr
alu
Ber
Gly
500

Thr

Glu

Glu
Ser
3as
Aly
Glu
Ber
Ala
Ala
405
Ala
Pro
Pro
Pro
Ala
485
val
Thr

Thr

Glu

Thr
310

Lys

Ala

Pro

Pro

Thr

Pro

Thr

470

Glu

Ala

Lys
550

Asn

Gln

aGln

val

Ala

Ala

Pro
375

Thr
Pro
455

Thr

Pro

Thr Ser

265

Lys Glu
280

Thr Ser

Ber Ile

345

8ar Thr
360

Thr Thr

Thr Thr

Ile His

Thr Pro
Thr Lys
505

Asp Lys
520

Ala Ala

Thr Glu

Pro

Thr

Thr

Glu

330

Thr

Lys
Lys
410
Lys

Glu

Ser

Thr

16

Lys

Asn

Thr

Asp

Lys

315

Pro

Lys

Glu

395

alu

Ber

Pro

Glu

Ser

475

Ala

Thr

Lys

Lys
585

Ile Thr Thr Ala Lys

Ser Asp Thr Ser Lys

Val

Gly

Thr

Thr

Lys

Lys

Glu

380

Ala

Lys

val

Pro

Ala
Glu
Mat

Ile

270

Glu Thr
285

Lys Glu
Ser Ala
Pro Lys
Glu Pro

Glu Pro
365

Pro Ala

Ala Pro
Pro Thr
430

Pro Ala
445

Ser Thr

Asp @lu

Glu Asn

Ala Thr
510

Arg Asp
525

Thr Lya

Thr Ala

Lys
Lys
Lys
Ala
335
Thr

Thx

Pro

Pro

Ber

Ser
495

Lys

Glu

Thx

Qlu

Thr

Asp

Glu

Pro

Thr
400

Thr
480

Thr

Thr
560



Lys

Gln
625

Lys
Glu
Lys
Gly
705
val

Ile

Ala
785
vVal
Ser

Lys

Ala

Gln Val Thr Ber Thr

Thr Leu Lys
580

Thr Ile Thr
595

Pro Lys Asp
610

Lys Pro Thr
Thr Mat Pro
Mat Thr Ser

Ala Met Leu
675

Leu Val Glu
690

Qlu Thr Pro
Thr Pro Asp
Ile Asn Pro

740

Val Asp Gly
755

Gly His Tyr
770

Arg Arg Ile

Thr

Thr

Arg

Lys

Arg

Thr

Gln

Val

His

Met

735

Met

Leu

Phe

Thr

Thr

Thr

Ala

Ala

val

Met

Thr

Asn

Met

710

Asp

Thr

Trp

Glu
790

Phe Thr Arg Cys Asn

805

Gln Tyr Trp Arg Phe

Pro Ile Phe Lys Oly

835

Leu Ser Thr Ala Lys

17

Thx Thr @ln Asp Thr Thr Pro

570

Thr Lau Ala Pro Lys Val Thr

Glu Ile Met Asn Lys

Thr Asn Ser Lys Ala

615

Arg

Pro

Thr

Leu

Tyr

Ser

Thr

Mat

775

val

Cys

Thr

Phe

Ty
855

Lys Lys Pro

Lys Pro Lys
650

Glu Leu Asn
665

Thr Arg Pro
680

Lys Sar Glu
Leu Arg Pro
Leu Pro Arg

730

Asp Glu Thr
745

Leu Arg Asn
760

Leu Ser Pro
Trp Gly Ile
Glu Gly Lys

810

Asn Asp Ile
825

Gly Gly Leu
040

Lys Aan Trp

Fha Lys Arg Gly Gly Ser Ile Gln Gln Tyr

Thr
635
Thr
Pro
Asn
Asp
His

715

val

aly
Pha
Pro

795

Thr

Lys

Thr

Pro

Thr

Ser

Thr

Thr

Gln

Ala

700

val

Pro

Ile

Ser
780
Ser

Phe

Asp

Glu
605
Thr
Thr
Pro
Ber
Thr

aly

Cys
Lau
765
Pro
Pro

Phe

Ala

Pha Lys
575

Thr Thr
590

Glu Thr

Pro Lys

Lys Lys

Thr Pro
655

Arg Ile
670

Pro Asn

Gly Ala

Met Pro

Gln Gly
735

Asn Gly
750

Val Ala
Pro Ser
Ile Asp
Phe Lys

815

Gly Tyr
830

Ile

Ala

Ala

SBer

Glu

Glu

720

Ile

Lys

Pro
Thr
800

Asp

Gly Gln Ile Val Ala

glu
860

845

Ser Val Tyr Phe

Ile Tyr Lys Gln Glu Pxo



a6s

Val Gln Lys Cys

QGly Glu Met Thr
900

Pro Ser Gln Thr
915

Ala Tyr Gln Asp
930

Leu Trp Arg Oly
945

Asn Ile Arg Lys

Gln Tyr Tyr Asn
980

Thr Arg Ser Gly
995

<210> 12

<21l1l> 235

<212> ADN

<213> Artificial

<320>

Gln

His

Ile

Gln

18

870 875

Gly Arg Arg Pro Ala Leu Asn Tyr Pro
aso

Val Argy Arg Arg Arg Phe Glu Arg Ala
905 910

Thr Ile Arg Ile Gln Tyr Ser Pro Ala
920 925

Gly Val Leu His Aan Glu Val Lys Val
935 940

Pro Asn Val Val Thr Ser Ala Ile Ser
950 955

Asp Gly Tyr Asp Tyr Tyr Ala Phe Ber
970

Asp Val Pro Ser Arg Thr Ala Arg Ala
985 990

Thr I.=u 8er Lys Val Trp Tyr Asn Cys
1000 1005

val
a8ss

Ile

Berxr

Lys
975

Ile

Tyr

Gly

Ile

Asp

«223> Insertoc de AND Lub:2 de cassate-1 de ADNc sintético y una secuancia de
casete-2 ds ADNc sintético.

<400> 12

gegegeccac aactccaaaa gagcocgoac ctaccacgac aaagtcagot cctactacge 60
ccasagagec agcgocgacg actactaaag aaccggcacce caccacgcoct aaagaaccag 120
cecectactac gacaaaggag CCtgCaccCa cCaAccacgaa gagogoaccc acaacaccaa 180

aggagccgge ccctacgact cctaaggasc Cccaaaccgge accaaccact ccgga 235

<210> 13

<211> 77

<212> PRT

«213» Artificial

<220>
<223> 77 aminofcidos codificados por inserto de ADN Lub:2 (6 secuencias KEPAPTT
entre 8373 y E451 en BEQ ID NO: 11).

<400> 13

Ala Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Ser Ala
1 5 10 15



1%

Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala
a5

a0

Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala

a5

40

Pro Thr Thr Thr Lys Ber Ala Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro

Thr Thr Pro Lys Glu Pro Lys Pro Ala Pro Thr Thr Pro

«<210> 14
<211l>» 3117
<212> RADN

70

<213> Artificial

<220>

75

<3223> Comstruccién de ADNc PRG4-Lubi3 Recombinante.

<400> 14

atggcatgga
caagtttcat
gatgccacct
aagagagtct
gggagggagt
gagagtttct
ccaccttcag
aacaagaaga
tctgaaaatc
aaaatcaagt
aaagataaca
gaagctggaa
acccaacaca
agacccagtce
gagacaacag
aaagagaaga
ttagcaccca

ggcootgecto

aaacacttcc
ctcaagattt
gcaactgtga
geactgegga
gtgactgcga
gtgcagaagt
gagcatctca
agactaagaa
aagagteccte
cttccaaaaa
agaagaacag
gtggattgga
ataaagtcag
ttccacctaa
ttgaaactaa
ctactteccge
catctaaagt

teaccactcc

catttacctg ttgttgctge tgtctgtttt

atcaagctgt
ttataactgt
gcttteetgt
cgcccaatgt
gcataatccc
aaccatcaaa
agttatagaa
ctccagtage
ttcagctgcet
aactaaaaag
caatggtgac
cacatctccc
ttctgataca
agaaactact
taaagagaca
gctggctaaa

caaggagccc

gcagggagat
caacactaca
aaaggccget
aagaagtatg
acatcaccac
tcaacaacca
tcagaggaaa
agttaaagta
aatagagaat
aaacctaccc
ttcaaggtca
aagatcacaa
tctaaagaga
acaacaaata
caaagtatag
cctacaccca

acgcccacca

gtggggaagy
tggagtgctg
gotttgagte
acaagtgctg
catcttcaaa

aacgttcacc
taacagaaga
gttcgtcgtc
tacagaagaa
ccaaaccacc
caactcctga
cagcaaaacc
cgtctttgac
aacagacttc
agaaaacatc
aagctgaaac

ctcccaagga

cgtgattcag
gtattctaga
ccctgattte
cttcgagaga
tccocgattat
gaaagcacct
caaaccacca
acattctgtt
gacaatttgg
actcaaagta
agttgtagat
cacgtctacc
aataaatccc
agtgaataaa
aactgatgga
tgctaaagat
tacaaccaaa

gcctgeatet

60
130
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1080



accacaccca
ccegeaccta
actaaagaac
gcacccacaa
aaagaaccag
acaacaccaa
ccggaaacac
accactatcc
aaagctcttg
actaaacctg
acacctgaaa
aasaactaccg
gataccacac
acaacaaaaa
ccaaaagaca
gcacccaaaa
aagacgacac
agaatagcag
ctagttgaag
atgettetca
agagtaccca
aatggtaage
ggtcattatt
gaagtttggy
aaaactttet
gggtacccca
ctttcaacag
agcattcagc
gctctaaatt
gctataggac

aagagcccac
ccacgacaaa
cggcacccac
ccacgaagag
cccctactac
aggagccgge
ctcectecaac
acaaaagccc
aaaacagtcc
aaatgactac
ctacaactgc
aatccaaaat
cattcaaaat
agacaattac
gagctactaa
aacccacttc
caactcceceg
aagccatget
taaatccaaa
ggeeeeatgt
atcaaggcat
cagtagatgg
tctggatgcet
gtattectte
tctttaagga
aaccaatttt
ctaaatataa
agtatattta
atccagtgta
cttctcaaac

acctaccacc
gtcagctect
cacgcctaaa
cgcacccaca
gacaaaggag
ccctacgact
cacttcagag
tgatgaatca
caaggaacct
aacagctaaa
tgcacctaag
aacagctaca
tactactett
taccactgag
ttctaaagcg
taccaaaaag
caagatgaca
ccaaaccace
gagtgaagat
gttcatgect
tatcatcaat
actgactact
aagtccatte
cccecattgat
ttctecagtac
caaaggattt
gaactggect
taaacaggaa
tggagaaatg
acacaccatc

20

atcaagagcg
actacgccca
gaaccagccc
acaccaaagg
cctgeaccca
cctaaggaac
gtctctactc
actcctgagc
ggtgtaccta
gacaagacaa
atgacaaaag
accacacaag
aaaacaacta
attatgaaca
acaactceta
ccaaaaacaa
tcaacaatgc
accagaccta
gcaggtggtg
gaagttactc
cccatgettt
ttgegcaatg
agtccaccat
actgttttta
tggcgtttta
ggaggactaa
gaatctgtgt
cctgtacaga
acacaggtta
agaattcaat

cgccocacaac
aagagccagc
ctactacgac
agceggecees
caaccacgaa
ccaaaccggc
caactaccac
tttctgecaga
caactaagac
cagaaagaga
agacagcaac
taacatctac
ctettgecace
aacctgaaga
aacctcaaaa
tgoctagagt
cagaattgaa
accaaactce
ctgaaggaga
ccgacatgga
cegatgagac
ggacattagt
ctccagetcg
ctaggtgcaa
ccaatgatat
ctggacaaat
atttttccaa
agtgecetgy
ggagacgteg
attcacctgc

tccaaaagag
gcegacgact
asaggagcct
tacgactect
gagegcacce
accaaccact
caaggagcct
acccacacca
gccggceggeyg
cttacgtact
tacaacagaa
cacaactcaa
caaagtaact
aacagctaaa
gccaaccaaa
gagaaaacca
ccctacctoa
aaactccaaa
aacacctcat
ttacttaccqg
caatatatgc
tgcattccga
cagaattact
ctgtgaagga
anaagatgca
agtggcageg
gagaggtgge
aagaaggect

ctttgaacgt
cagactgget

1140
1a00
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
19a0
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2020
2800

W\



21

tatcaagaca aaggtgtcct tcataatgaa gttaaagtga gtatactgtg gagaggactt 2940
ccaaatgtgg ttacctcagc tatatcactg cccaacatca gaaaacctga cggctatgat 3000
tactatgcct tttctasaga tcaatactat aacattgatg tgcctagtag aacagcaaga 3060

gcaattacta ctcgttctgg goagacctta tccaaagtct ggtacaactg tccttaa 3117

<210> 15
<211> 1038 <212> PRT
«213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoécidos de proteina PRG4-LUB:3 completa.

<400> 15

Mat Ala Trp Lys Thr Leu Pro Ile Tyr Leu Leu Leu Leu Leu Ser Val
1 5 10 15

Fha Val Ile Gln Gln Val Ser Ser Gln Asp Leu SBer Ber Cys Ala Gly
20 as 3o .

Arg Cys Gly Glu Gly Tyr Ser Arg Asp Ala Thr Cys Asn Cys Asp Tyr
35 40 45

Asn Cys Oln His Tyr Met Glu Cys Cys Pro Asp Phe Lys Arg Val Cyws
50 55 60

Thr Ala Glu Leu Ser Cys Lys Oly Arg Cys Phe Glu Ser Phe Glu Azg
65 70 75 a0

Gly Arg Glu Cys Asp Cys Asp Ala Gln Cys Lys Lys Tyr Asp Lys Cys
85 90 95

Cys Pro Asp Tyr Glu Ser Phe Cys Ala Glu Val His Asn Pro Thr Ser
100 105 110

Pro Pro Ser Ber Lys Lys Ala Pro Pro Pro Ser Gly Ala Ser Gln Thr
115 120 1258

Ile Lys Ser Thr Thr Lys Arg Ser Pro Lys Pro Pro Asn Lys Lys Lys
130 138 140

Thr Lys Lys Val Ile Glu Ser Glu Glu Ile Thr Glu Glu His Ser Val
145 150 155 160

Ser Glu Asn Gln Glu Ser BSer Ber Sar Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser
165 170 175

Ser Thr Ile Trp Lys Ile Lys Ber Ber Lys Asn Ser Ala Ala Asn Arg
180 185 190

Glu Leu Gln Lys Lys Leu Lys Val Lys Asp Asn Lys Lys Asn Arg Thr
195 200 205



Lys Lys
210

aly Leu
225

Thr Gln

Pro Ile

?
i

i

Glu Pro
465
Pro Glu

Thr Lys

Qlu Leu

Lys

Asp

His

Asn

Ser

a75

Thr

Ala

355

Ile

alu
Glu
Pro
435

Pro

Ala

Glu

Ser
515

Pro Thr Pro Lys

Asn Gly Asp

Asn
Pro
260
Leu
Thr

Lys

Thr
Lyn

340

Lys

Ber

Pro

Pro

430

Ala

Ala

Pro

Pro

Ala

Lys
245

Arg

Thr

Asn

Glu

Ser

3as

aly

Glu

Ser

Ala

Ala

405

Ala

Pro

Thr

Pro

485

Glu

230

val

val

Lys

310

Lys

Ala

Pro

390

Pro

Thr

Thr

470

Pro

Thr

215

Phe

Baxr

Sexr

Agn

aln

Gln

val

Ala

Ala

Pro
375

Thr

Thr

Thr

455

Thr

Ile

Pro Pro

Lys Val

Thr Ber

Lau Pro
265

Lys Glu
280

Thr Ser

Sar Ile

345

Ser Thr
360

Thr Pro

Pro Lys
440

Thr Lys

Lys Glu

Thr Ser

His Lys
505

Pro Lys
520

Val

Glu

Thr

Thr

Lys
410
Lys
Glu
Ser
Pro
Glu
490

Ber

Ala

22

Val

Thr
235

Lys

Asn

Thr

Asp

Lys

3i1s

alu
395
Glu
Ber
Pro

Ala

Lys
475
val

Pro

Leu

Asp Glu Ala Gly

Pro Asp Thr Ber

Ile
Ser
Val
Gly
300

Thr

Thr

Glu
380

Ala

Ala

Pro

460

Pro

Ser

Asp

Glu

Thr

Asp

3lu
285

Lys

Ser

Pro

Glu

Glu
365

Pro

Pro

445

Ala

Thr

Glu

Asn
525

Thr Ala
255

Thr Ser
270

Thr Lys

Glu Lys

Ala Lys

Lya Ala
3315

Pro Thr
350

Pro Thr

Ala Pro

4115

Thr Thr
430

Pro Thr
Pro Thr
495

8er Thr
510

Ser Pro

Lys

alu

Thr

Asp

alu

Thr

Thr

400

Thr

Thr

Lys

Thr

Pro

Lys



Glu

Met
545

Qln

Thr
625

Ala

705

aGlu

Thr

Ile

Val
785

Pro

Thr

Thr

Vval

610

Ile

Pro
Mat
Thr
690
Met
Val
Thr
Pro
Asn

770

Asp

Gly val
530

Thr Thr

Glu Thr

Thr Glu
580

Thr Ser
595

Lys Thr

Thr Thr

Asp Arg

Thr Lys
660

Pro Arg
675

Ser Thr
Leu Gln
Glu val
Pro His

740

Asp Met
755

Pro Met

Gly Leu

Gly His Tyr Phe

Arg Arg Ile Thr

Phe Thr Arg Cys

Pro

Ala

Thr
565

Lys

Thr

Ala

645

Ala

Val

Met

Thr

7as

Met

Asp

Leu

Thr

Trp
805

Glu

Asn

Thr Thr
535

Lys Asp
550

Thr Ala

Thr Thr

Thr Thr

Thr Leu
61S

Glu Ile
630

Thr Asn

Pro Lys

Arg Lys

Pro Glu
695

Thr Thr
710

Pro Lys

Tyr Leu

Ser Asp
775

Thr Leu
790
Met Leu

Val

Cys Glu

23

Lys Thr Pro Ala Ala Thr Lys Pro Glu

Lys Thr Thr Glu

Ala Pro

Glu Ser
585

Gln Asp

600

Ala Pro

Met Asn

Ber Lys

Lys Pro
665

Pro Lys
680

Leu Asn

Axrg Pro

Ser Glu

Arg Pro
745

760

Glu Thr

Arg Asn

8er Pro

Trp Gly Ile

Gly Lys

Lys
570
Lys
Thr
Lys

Lys

Ala
650
Thr
Thr

Asp
730
His
val
Aan
aly
Phe

810

Thr

Meat

Ile

Thr

Val

Pro

Thr

Ber

Thr

Gln

715

Ala

val

Ila

Thr

795

Berxr

540

Arg Asp

Thr Lys

Thr Ala

Pro Phe
605

Thr Thx
620

Glu Glu

Thr Pro

Thr Lys

Pro Thr
685

Ber Arg

700

Thr Pro

Gly Gly

Phe Met

Asn Gln
765

Cys Asn
780

Leu Val
Pro Pro

Pro Ila

Phe Phe

Leu Arg Thr
560

Glu Thr Ala
575

Thr Thr Thr
590

Lys Ile Thr

Thr Lys Lys
Thr Ala Lys
640

Lys Pro Gln
655

Lys Pro Lys
670

Pro Arg Lys

Ile Ala Glu
Aan Ser Lys
730

Ala Glu Gly
735

Pro Glu Val
750

Gly Ile Ile
Gly Lys Pro
Ala Phe Aryg

Ser Pro Ala
815

Asp Thr val
830

Lye Asp Ser



24

@ln Tyr Trp Arg Phe Thr Asn Asp Ile Lys Asp Ala Gly Tyr Pro Lys
850 8ss 860

Pro Ile Phe Lys Gly Phe Gly Oly Leu Thr Gly Gln Ile Val Ala Ala
B65 870 875 880

Leu Ser Thr Ala Lys Tyr Lys Asn Trp Pro Glu S8er Val Tyr Phe Phe
885 830 895

Lys Arg Gly Gly Ser Ile Gln Gln Tyr Ile Tyr Lys Gln Glu Pro Val
500 905 910

@ln Lys Cys Pro Gly Arg Arg Pro Ala Leu Asn Tyr Pro Val Tyr Gly
915 920 925

Glu Met Thr Gln Val Arg Arg Arg Arg Phe Glu Arg Ala Ile Gly Pro
930 935 840

Ser Gln Thr His Thr Ile Arg Ile Gln Tyr Ber Pro Ala Arg Leu Ala
945 550 955 960

Tyr Gln Asp Lys Gly Val Leu His Asn Glu Val Lys Val Ber Ile Leu
965 970 975

Trp Arg Gly Leu Pro Asn Val Val Thr Ser Ala Ile Ser Leu Pro Asn

980 985 950
Ile Arg Lys Pro Asp Gly Tyr Asp Tyr Tyr Ala Phas Ser Lys Asp Gln
995 1000 1005

Tyr Tyr Asn Ile Aap Val Pro SBer Arg Thr Ala Arg Ala Ile Thr
1010 1015 1020

Thr Arg Ber Gly Gln Thr Leu Ser Lys Val Trp Tyr Asn Cys Pro
1loas 1030 1035

<210> 16

<211> 328

<a12> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Inserto de ADN Lub:3 de casete-1 de ADNC sintético y dos secuencias de
caseta-2 de ADNc sintético.

<400> 16

gogegeocac aactccaaaa gageccgceac ctaccacgac aaagtcaget cctactacge 60
ccaaagagece agogcogacg actactaaag aaccggcace caccacgcoct aaagaaccag 120
cccctactac gacaaaggag cctgcacceoa caaccacgaa gagogoaccc acaacaccas 180

aggagcegge ccctacgact cctaaagaac cagccoctac tacgacaaag gagoctgoac 240

ccacaaccac gaagagcgca CCCacaacac calaggagec ggeccctacg actcctaagg 300



aacccaaacc ggcaccaacc actccgga

<210> 17

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

25

328

<223> 108 aminofcidos codificados por inserto de ADN Lub:3 (secuencias 9
KEPAPTT entre 8373 y E482 en SEQ ID NO: 15)

<400> 17

Ala Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Ser Ala

1 5

Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala
20

Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala
a5 40

Pro Thr Thr Thr Lys Bar Ala Pro
50 55

Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro
65 70

Thr Thr Thr Lya Ser Ala Pro Thr
85

Thr Pro Lys Glu Pro Lys Pro Ala
100

<210> 18

<211> 3210
<2132> ADN

<213> Artificial

«<220>

10 15

Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala
as 30

Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala
45

Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro
&0

Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala Pro
75 a0

Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr
90 95

Pro Thr Thr Pro
105

<233> Construccién de ADNc PRG4-Lub:4 recombinante.

<400> 18

atggcatgga amacacttcc catttacctg ttgttgctge
caagtttcat ctcaagattt atcaagctgt gcagggagat gtggggaagg gtattctaga
gatgccacet goaactgtga ttataactgt caacactaca tggagtgetg ccctgattte
aagagagtct gcactgecgga gotttoctgt aaaggecgot getttgagtc cttogagaga
gggagggagt gtgactgcga cgeccaatgt aagaagtatg acaagtgetg tcccgattat
gagagtttct gtgcagaagt geataatcoc acatcaccac catcttcaaa gaaagcacct

ccaccttcag gagcatctca aaccatcaaa tcaacaacca aacgttcacc caaaccacca

tgtctgtttt cgtgattcag

120
180
240
300
360



aacaagaaga
tctgaaaatc
aaaatcaagt
aaagataaca
gaagctggaa
acccaacaca
agacccagtc
gagacaacag
aaagagaaga
ttagcaccca
ggccctgetce
accacaccca
cecogoaccta
actaaagaac
gcacccacaa
aaagaaccag
acaacaccaa
gagoctgcac
actcctaagg
gaggtctcta
tcaactectg
cotggtgtac
aaagacaaga
aagatgacaa
acaaccacac
cttaaaacaa
gagattatga
gegacaacte
aagccaaaaa
acatcaacaa

agactaagaa
aagagtccte
cttccaaaaa
agaagaacag
gtggattgga
ataaagtcag
ttcecacctaa
ttgaaactaa
ctacttccge
catctaaagt
tcaccactce
aagagcocac
ccacgacaaa
cggcacceac
ccacgaagag
cecctactac
aggagcoggoe
ccacaaccac
aacccaaacc
ctccaactac
agotttotgo
ctacaactaa
caacagaaag
aagagacagc
aagtaacatc
ctactottgo
acaaacctga
ctaaacctoa
caatgcctag
tgccagaatt

agttatagaa
ctccagtago
ttcagetget
aactaaaaag
caatggtgac
cacatcteca
ttetgataca
agaaactact
taaagagaca
gctggctaaa
caaggagoec
acctaccace
gteagcteect
cacgcctaaa
cgcacccaca
gacaaaggag
ccctacgact
gaagagcgca
ggcaccaace
caccaaggag
agaacccaca
gacgecggeg
agacttacgt
aactacaaca
taccacaact
acccaaagta
agaaacagct
aaagccaacc
agtgagaaaa
gaaccctacc

26

tcagaggaaa
agttcaagta
aatagagaat
aaacctaccc
ttcaaggtca
aagatcacaa
tctaaagaga
acaacaaata
caaagtatag
cctacaccca
acgecccacea
atcaagageg
actacgccca
gaaccagecce
acaccaaagqg
cctgcaccca
cctaaagaac
cccacaacac
actccggaaa
cctaccacta
ccaaaagctc
gcgactaaac
actacacctg
gaaaaaacta
caagatacca
actacaacaa
aaaccaaaag
aaagcaccca
ccaaagacga
tcaagaatag

taacagaaga
gttegtcgte
tacagaagaa
ccaaaccacc
caactcctga
cagcaaaacc
cgtetttgac
aacagacttc
agaaaacatc
aagctgaaac
ctcccaagga
cgoccacaac
aagagccagc
ctactacgac
agceggccec
caaccacgaa
cagcccctac
caaaggagcec
cacctcctee
tccacaaaag
ttgaaaacag
ctgaaatgac
aaactacaac
cogaatccaa
caccattcaa
aaaagacaat
acagagctac
aaaaacccac
caccaactece
cagaagccat

acattotgtt
gacaatttgg
actcaaagta
agttgtagat
cacgtctace
aataaatcce
agtgaataaa
aactgatgga
tgctaaagat
tacaaccaaa
gcctgeatet
tccaaaagag
gocgacgact
aaaggagect
tacgactcect
gagcgcaccc
tacgacaaag
ggccectacyg
aaccacttca
ccctgatgaa
tcccaaggaa
tacaacagct
tgctgcacct
aataacagct
aattactact
tactaccact
taattctaaa
ttectaccaaa
ccgeaagatg
gctccaaacc

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100
2160
2220

480
540
600
660
720
780
840
500
960

A%,



accaccagac
gatgcaggtg
cctgaagtta
aatcccatge
actttgcgea
ttcagtccac
gatactgttt
tactaggegtt
tttggaggac
cotgaatetg
gaacctgtac
atgacacagg
atcagaattc
gaagttaaag
ctgcccaaca
tataacattg

ttatccaaag

<210> 19
<3211> 1069
<212> PRT

ctaaccaaac
gtgctgaagg
ctcccgacat
tttcegatga
atgggacatt
catcteccage
ttactaggtg
ttaccaatga
taactggaca
tgtattette
agaagtgccc
ttaggagacg
aatattcacc
tgagtatact
tcagaaaacc
atgtgcctag

tctggtacaa

<213> Artificial

<220>

tccaaactcc
agaaacacct
ggattactta
gaccaatata
agttgcatte
tcgeagaatt
caactgtgaa
tataaaagat
aatagtggca
caagagaggt
tggaagaagyg
tcgetttgaa
tgccagacty
gtggagagga
tgacggcetat
tagaacagca

atgtccttaa

27

aasactagttg
catatgette
cegagagtac
tgcaatggta
cgaggtcatt
actgaagttt
ggaaaaactt
goagggtacc
gegetttoaa
ggcagcatte
cotgetctaa
cgtgctatag
gcttatcaag
cttccaaatg
gattactatg

agagcaatta

aagtaaatcc
teaggeccca
ccaatcaagg
agccagtaga
atttctggat
gaggtattee
tcttctttaa
ccaaaccaat
cagctaaata
agoagtatat
attatccagt
gaccttctca
acaaaggtgt
tggttaccte
ccttttctaa

ctactcgctc

aaagagtgaa
tgtgttcatg
cattatcatc
tggactgact
gctaagtcca
ttccecceatt
ggattctecag
tttcaaagga
taagaactqy
ttataaacag
gtatggagaa
aacacacacc
ccttcataat
agctatatca
agatcaatac

tgggcagace

<223> Secuencia de aminofcidos de proteina PRG4-LUB:4 completa.

<400> 1%

Met Ala Trp Lys

1

Thr Leu Pro Ile Tyr
5

10

15

Leu Leu Leu Leu Lau Sar Val

Phe Val Ile Gln Gln Val Ser Ser Gln Asp Leu Ser Sexr Cys Ala Gly
40

Arg Cys Gly Glu Gly Tyr Ser Arg Asp Ala Thr Cys Asn Cys Asp Tyr
a5 40 45

Asn Cys Gln His Tyr Mat Glu Cys Cys Pro
55

Asp Pha Lys Arg Val Cys
&0

Thr Ala Glu Leu Ser Cys Lys Gly Arg Cys Phe Glu Ser Phe Glu Arg

2280
2340
2400
2460
2520
2560
2640
2700
2760
4020
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3310



70

28

75

Gly Arg Glu Cys Asp Cys Asp Ala Gln Cya Lys Lys Tyr Asp Lys Cys
85 S0 95

Cys Pro Asp Tyr Glu

Pro Pro Ser

Ile

Thr

145

Ser

Glu

1lu

#

# # ¥

Lys
130

Lys

Glu

Leu

a10

aln

Ile

Ser

Thr
370

115

Ser

Lys

Asn

Ile

Gln
1958

Lys

Asp

His

Asn

Ser

275

Ala

Pro

Thx

Pro

355

Ile

100

Ser

Thr

val

Gln

180

Asn

Pro
a690

Lys

Lys
340

Lys

Lys

Lys
Thr
Ile
Qlu
165

Lys

Lys

Gly
Lys
245

Arg

Glu
Ser
3as
aly

Qlu

Ber

Ber
Lys
Lys
alu
150

Ser

Ile

Asp

val

val

Lys

Thr
310

Lys

Fhe Cye
Ala Pro

120

Arg Ber
135

Ser Glu
Ber Ber
Lys Ber
Lys val

Lys Pro
215

Fha Lys
Ser Thr
Ser Leu
Asn Lys

Gln Thr
295

Gln Ser
val Leu

Ala Lsu

Ala Ser
360

Ala Glu
105

Pro Pro

Pro Lys

Glu Ile

Ser Ser
170

Ser Lys
185

Lys Asp

Pro val

Val Thr

Ser Pro
a50

PFro Pro
265

Glu Thr

Ser Thr

Ila Qlu

Ala Lys
330

Thr Thr
345

Thr Thr

Val His
Ser Gly
Pro Pro

140

Thr Qlu
155

Ser Ser
Asn Ber
Asn Lys
Val Asp

Thr Pro
235

Lys Ile
Asn Ser
Thr Val
Asp Gly

300
Lys Thr
3is
Pro Thr

Pro Lys

Fro Lys

Ala Pro Thr Thr Pro Lys Glu

375

380

Asn

Ala

125

Asn

Glu

Ser

Ala

Lys
205
adlu
Asp
Thr

Asp

Glu
285

Lys

Ser

Glu

Glu
365

Pro

Pro
110

Ser

Lys

His

Ber

Ala

150

Ala

Thr

Thr

270

Glu

Aln

Lys

Pro

Pro

Ala

Thr Ser

Gln Thr

Lys Lys

Sar Val
160

Ser Ser
175

Asn Arg

Arg Thr

Gly Ber

Ser Thr
a40

Ala Lys
255

Ber Lys

Lys Glu
Lys Thr
Lys Asp

320

Ala Glu
335

Pro Thr



Thr Thr Lys

ass

Thr

Thr

Glu
465

Glu

Glu

545

vVal
625

Ile

Lys
Lys
@lu
Glu
450

Thr
Glu
530
Ser
Qly
Thr
Qlu
Thr

610

Thr

Lys

Asp

Glu

Glu

Ala

Ala

Pro

Pro

515

Ala

val

Thr

Thr

Qlu

Ser

Axrg
675

Pro

Pro
420

Pro

Glu

Ala

Thr

Thr

Thx
660

Ala

Thr Lys Ala

Ala

Ala

405

Ala

Thr

Thr

485

Thr

g

#

Pro

Lys

Thr

Pro Thr Thr

Pro Thr Thr

Pro

Thr

Thr

Thr Thr Pro

Thr
470
Thr

Ile

Thr
550

Asp

Ala

Thr
455

Pro

Thx

Lys

Thr

Him

Ala

Glu
615

Gln

Thr Leu Ala

Qlu

Thr

Ila

Asn

Lys

Met

Lys
695

Thr

Lys

Lys

Glu

Ber
520

Lys

Lys

Thr

Thr

Pro

Ber

Lys
680

Pro

Pro

Thr
425

Lys

Lys

Glu

Ser

Glu

Ala

Thr
585

Lys

Lys

Ala

Thr

Lys
Lys
410
Lys
Glu
8er

Pro

Ala
490

Lys

val

Ala
570
Glu
Met
Ile
Thr
Val
650
Pro

Thr

Ser

aGlu
395
Glu

Ber

Ala
Ala
475
Pro
Pro
Ser
Asp
Glu

Ala

Thx

Thr

Pro

Thr

Glu

Thr

Thr

Pro Ala

Pro Ala

Ala

Pro
460

Glu

Thr

hsp

Lys

Ala

Thr

Glu

Pro

g

445

#H o# F

Pro
5325
Ser

Ger

Leu
Glu
605

Thr

Thr

Thr

Lys
685

Pro Thr

H

#

Pro Thr
415

Thr Thr Pro
430

Pro Lys Glu
4195

Thr Pro Glu
Pro Lya Glu
560

Pro Glu Mat
575

Arg Thr Thr
590

Thr Ala Thr

Thr Thr Gln

Ile Thr Thr
&40

Lys Lys Thr
655

Ala Lys Pro
670

Pro Gln Lys

Lys Lys Pro Lys Thr

700



Met Pro Arg
705

Thr Ber Thr

Met Leu Gln

Val Glu val

Thr Pro His
770

Pro Asp Met
785

Asn Pro Met
Asp Gly Leu
His Tyr Phe

Arg Ile Thr
850

Thr Arg Cys
865

Tyr Trp Arg

Ile Phe Lys

8er Thr Ala
915

Axrg Gly Qly
930

Lys Cya Pro
945

Met Thr Gln
@ln Thr His
Gln Asp Lys

Arg Gly Leu

Val Arg Lys Pro Lys

Met

Thr

Asn

Met

Asp

Pha
Gly
900

Lys

Ser

Pro
745

Thr
740

Pro
755

Leu

Tyr

Ser
805

Val

Cys

Thr

Phe

Tyr

Ile

710

Glu Leu Asn
Thr Arg Pro
Lys Ser Glu
Leu Arg Pro

775

Leu Pro Arg
790

Asp Glu Thr
Leu Arg Asn
Leu Ser Pro

840

Trp Gly Ile
855

Glu Gly Lys
870

Asn Asp Ile

Gly Gly Leu

Lys Asn Trp
920

Gln Gln Tyr
935

Gly Arg Arg Pro Ala

Val Arg Arg Arg Arg

Thr
980

Ile

Arg Ile Gln

Thr

Asn

Asp

His

val

Asn

aly

Thr
905
Pro
Ile
Leu

Tyr
985

Gly Val Leu His Asn Glu
1000

Pro Asn Val

30

Thr Pro
715

Thr Ser
730

Gln Thr
745

Ala Gly
760

val Phe
Pro Asn
795

Ile Cys
810

Thr Leu

Bar Pro

Ser Pro

Fha Fhe
875

Asp Ala
890

gly Gln

Glu Ser

TyT Lys

Asn Tyr
955

Glu Arg
970

Val Lys

Thr Pro Arg
Arg Ile Ala
Pro Asn Ber
Gly Ala Glu
Met Pro Glu

780

Gln Qly Ile
Asn Qly Lys
Val Ala Phe

830

Pro Ber Pro
845

Ile Asp Thr
860

Phe Lys Asp

Gly Tyr Pro

Ile Val Ala
910

Val Tyr Phe
925

Gln Glu Pro
940

Pro Val Tyr

Ala Ile QGly

Ala Axy Leu
950

val Ser Ile
1005

val Thr Ser Ala Ile Ser Leu Pro

Lys Met
720

Glu Ala
735
750

Gly Glu
765

Val Thr

Ile Ile
a00

Pro val
815

Arg Gly

Ala Ary

val Phe

Ser Gln
ee0

Lys Pro
895

Ala Leu
Phe Lys
val Gin
Gly Glu

Pro Ser
975

Ala Tyr

Leu Trp



1010

1015

31

1020

Ila Arg Lys Pro Asp Gly Tyr Asp Tyr Tyr Ala Phe Ser Lys Asp
1035

1025

1030

Glan Tyr Tyr Asn Ile Aap vVal Pro Ser Arg Thr Ala Arg Ala Ile
1050

1040

1045

Thr Thr Arg Ser Gly Gln Thr Leu Ser Lys Val Trp Tyr Asn Cys
1065

1055

<210> 20
<21ll> 421
<212> ADN

<213» Artificial

<220>

«223> Inserto de ADN Iub:4 de casete-1 da ADNc y tres secuencias de casete-2 da

ADNc sintético.

<400> 20
gogogeccac
ccaaagagce
cccctactac
aggagccggc
ccacaaccac
aaccagcccc
caccaaagga
a

<210> 21

<211> 139
<213> PRT

aactccaaaa
agcgccgacy
gacaaaggag
ccctacgact
gaagagcgca
tactacgaca

gccggoccet

<213> Artificial

<220>

«223> 139 aminoficido codificados por inserto de ADN Lub:4 AIN (12 secuencias

1060

gagccecgeac
actactaaag
cctgcaccca
cctaaagaac
cccacaacac
aaggagcectg

acgactccta

ctaccacgac
aaccggcace
caaccacgaa
cagccectac
caaaggagcc
cacccacaac

&ggaacccaa

KEPAFIT entre §373 y ES513 en S8BEQ ID NO: 19)

<400> 21

aaagtcagct cctactacgc
caccacgcct aaagaaccag
gagegeacce acaacaccas
tacgacaaag gagcctgcac
ggcocctacg actcctaaag

cacgaagagc gcacccacaa

accggcacca accactccgg

Ala Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Ser Ala

1

10

15

Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala

30

60

120
180
240
300
360
420
421



Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys
as

40

32

45

Glu Pro Ala

Pro Thr Thr Thr Lys Ser Ala Pro Thr Thr Pro Lya Glu Pro Ala Pro

Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala Pro

70

Thr Thr Thr Lys Ser Ala

Thr Pro Lys Glu Pro Ala

100

Thr Thr Lys Ber Ala Pro

115

75

Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr

Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala Pro Thr
105

Thr Thr Pxo Lye Glu Pro Ala

120

Pro Lys Glu Pro Lys Pro Ala Pro Thr Thr Pro

130

<210> 22
<3d1ll> 3303
<212>

ADN
<213>» Artificial

<220>

135

110

1as

<223> Construcclidn de ADNc PRG4A-Lub:5 Recombinante

<400> 22

atggcatgga
caagtttcat
gatgccacct
aagagagtct
gggagggagt
gagagtttct

ccaccttcag
aacaagaaga
totgaaaatc
aaaatcaagt
aaagataaca
gaagctggaa
acccaacaca

agacccagte

aaacacttcc
ctcaagattt
gcaactgtga
gcactgegga
gtgactgega
gtgcagaagt
gagcatctca
agactaagaa
aagagtccte
cttccaaaaa
agaagaacag
gtggattgga
ataaagtcag

ttccacctaa

catttacetyg
atcaagctgt
ttataactgt
gcttteetgt
cgocccaatgt
gcataatece
aaccatcaaa
agttatagaa
ctccagtagc
ttecagetget
aactaaaaag
caatggtgac
cacatctcce

ttctgataca

ttgttgetge
gcagggagat
caacactaca
aaaggccget
aagaagtatg
acatcaccac
tcaacaacca
tcagaggaaa
agttcaagta
aatagagaat
aaacctacce
ttcaaggtca
aagatcacaa

tctaaagaga

tgtetgtttt
gtggggaagg
tggagtgetg
gectttgagtc
acaagtgctg
catcttcaaa
aacgttcace
taacagaaga
gttocgtegte
tacagaagaa
ccaaaccacco
caactcctga
cagcaaaacc

cgtctttgac

Pro Thr Thr

cgtgattcag
gtattctaga
ccotgattte
cttcgagaga
tcccgattat

gaaagctcct
caaaccacca
acattctgtt
gacaatttgy
actcaaagta
agttgtagat
cacgtctacc
aataaatccc

agtgaataaa

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

840



gagacaacag
aaagagaaga
ttagcacaca
ggceetgete
accacaccca
cccgeaccta
actaaagaac
gcacccacaa
aaagaaccag
acaacaccaa
gagcctgeac
gecacccacaa
accactcegg
gagcootacca
acaccaaaag
gcggegacta
cgtactacac
acagaaaaaa
actcaagata
gtaactacaa
gctaaaccaa
accaaagcac
aaaccaaaga
acctcaagaa
tccaaactag
cctcatatge
ttacegagag
atatgcaatg

ttecgaggtc

ttgaaactaa
ctacttecge
catctaaagt
tcaccactee
aagagcccac
ccacgacaaa
cggcacccac
ccacgaagag
ccectactac
aggagccgge
ccacaaccac
caccaaagga
aaacacctce
ctatccacaa
ctcttgaaaa
aacctgaaat
ctgaaactac
ctaccgaatc
ccacaccatt
caaaaaagac
aagacagagc
ccaaaaaacc
cgacaccaac
tagcagaago
ttgaagtaaa
ttctcaggte
tacccaatca
gtaagccagt
attatttctg

agaaactact
taaagagaca
gctggctaaa
caaggagece
acctaccacce
gtcagctect
cacgcctaaa
cgcacccaca
gacaaaggag
cectacgact
gaagagcgca
gceggecect
tccaaccact
aagccctgat
cagtcccaag
gactacaaca
aactgotgcea
caaaataaca
claaattact
aattactacc
tactaattct
cacttctacc
tccceocgecaayg
catgctccaa
tccaaagagt
ccatgtgtte
aggcattatc
agatggactg
gatgctaagt

33

acaacaaata
caaagtatag
cctgcaccca
acgcccacca
atcaagagcg
actacgccca
gaaccageec
acaccaaagy
cctgoaccca
cctaaagaac
cccacaacac
acgactccta
tcagaggtet
gaatcaacte
gaacctggty
gctaaagaca
cctaagatga
gctacaacca
actcttaaaa
actgagatta
aaagcgacaa
aaaaagccaa
atgacatcaa
accaccacca
gaagatgcag
atgcctgaag
atcaatcecca
actactttge

ccattocagto

aacagacttc
agaaaacatc
aagctgaaac
ctcccaagga
cgcccacaac
aagagccagc
ctactacgac
agecggeece
caaccacgaa
cagcccctac
casaggagec
aggaacccaa
ctactccoaac
ctgagetttc
tacctacaac
agacaacaga
caaaagagac
cacaagtaac
caactactct
tgaacaaacc
ctcctaaacc
aaacaatgec
caatgecaga
gacctaacca
gtggtgctga
ttactcccga
tgettteega
gocaatgggac

caccatctcc

aactgatgga
tgctaaagat
tacaaccaaa
gcctgeatcet
tccaaaagag
gccgacgact
aaaggagcct
tacgactoot
gagcegoaccee
tacgacaaag
ggcecctacg
accggcacca
taccaccaag
tgcagaaccc
taagacgceg
aagagactta
agcaactaca
atctaccaca
tgcacccaaa
tgaagaaaca
tcaaaagcca
tagagtgaga
attgaaccct
aactccaaac
aggagaaaca
catggattac
tgagaccaat
attagttgca

agctcgcaga

lo20
1080
1140
1200
1260
13a0
1380
1440
1560
1620
180
1740
1800
18560
1920
1980
2040
2100
2160
222%
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640



attactgaag
gaaggaaaaa
gatgcagggt
gcagegettt
ggtggcagca
aggcctgete
gaacgtgcta
ctggcttatc
ggacttccaa
tatgattact

tttggggtat
ctttecttck
accccaaacce
caacagctaa
ttcagcagta
taaattatce
taggacctte
aagacaaagg
atgtggttac
atgcetttte

ttactacteg

34

tecttoceee attgatactg
taaggattct, cagtactgge

aattttcaaa ggatttggag

atataagaac
tatttataaa
agtgtatgga
tcaaacacac
tgtccttcat
ctcagctata

taaagatcaa

ttetgggeag

tggcctgaat
caggaacctyg
gaaatgacac
accatcagaa
aatgaagtta
tcactgceca
tactataaca

accttatceca

tttttactag
gttttaccaa
gactaactgg
ctgtgtattt
tacagaagtg
aggttaggag
ttcaatatte
aagtgagtat
acatcagaaa
ttgatgtgce
aagtctggta

gtgcaactgt

tgatataaaa
acaaatagtg
tttcaagaga
ccctggaaga
acgtogettt
acctgccaga
actgtggaga
acctgacgge
tagtagaaca

caactgtect

taa

<210> 23
<211> 1100
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

«<223> Secuencia de aminodcidos de proteina PRG4-LUB:5 completa.

<400> 23

Met Ala Trp Lys
1

Fhe Val Ile Gln

20
Arg Cys Qly Glu
a5
Asn Cys Gln His
50

Thr Ala Glu Leu
65

Qly Arg Glu Cys

Cys Pro Asp Tyr
100

Pro Pro Ser Ser
115

Thr Leu Pro Ile Tyr Leu
5 10

Gln Val Ser Ber Gln Asp
25

Gly Tyr Ser A:% Asp Ala
Tyr Met G;: Cys Cys Pxo
Ser C;: Lys Gly Arg Cys
Asp Cys Asp Ala Gln Cys
as 90

Glu Ser Fhe Cys Ala Glu
105

Lys Lys Ala Pro Pro Pro
120

Leu Leu Leu Leu Ser val
15

Leu Ser Ser Cys Ala Gly
30

Thr Cys Asn Cys Asp Tyr
45

Aep Phe Lys Arg Val Cys
60
Phe Glu Ser Phe Glu Arg

75 80

Lys Lys Tyr Asp :g' Cys
Val His Asn Pro Thr Ber
110

Ser Gly Ala Ber Gln Thr
125

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
aleo
3240
3300
3303

o



Ile Lys
130

Thr Lys
145

Ser Glu

Ser Thr

Glu Leu

Lys Lys
al0

Aly Leu
aas

Thr Gln
Pro Ile
Glu Thr
Thr Thr

Thr Ser
305

Leu Ala
Thr Thr
Thr Thr
Thr Thr

370
Thr Thr
385
Thr Lys
Thr Lys

Lys Glu

Ser Thr

Lys Val

Asn Gln

Ile Trp
1a0

Gln Lys
195

Lys Pro

Asp Asn

His Asn

Asn Pro
260

Ser Leu
275

Ala Lys

Pro Thr

Thr Lys
40

Pro Lys
355

Ile Lys
Lys Ser
Glu Pro
Glu Pro

Pro Ala

Thr Lys Arg Ser. Pro Lys Pro Fro Asn Lys Lys Lys

Ile

Glu
165

Lys

Lys

Thr

Gly

Lys
245

Aan
Glu
Ser
325
Gly
Glu
Ber
Ala
Ala
405

Ala

135

Glu Ser
150

Ser Ser
Ile Lys
Leu Lys
Pro Lys

215

Asp Phe
230

val Ser

Pro Ser

Val Asn

Lya Gln
295

Thr Gln
310

Lys val
Pro Ala
Pro Ala
Ala Pro

375

Pro Thr
380

Pro Thr

Pro Thr

35

140

Glu Glu Ile Thr Glu Glu His Ser val

BSer
Ser
Val
200

Pro

Lys

Lys
280

Ser
360
Thr
Thr

Thr

Thr

Ber

Ser
185

Lys

Pro

val

Bexr

Pro

alu

Ber

Ile

i

§

Thr
435

155

Ser Ber Ser
170

Lys Asn Ser Ala

ASp Asn Lys
val val Asp
220

Thr Thr Pro
235

Pro Lys Ile
250

Ber Ser

180
Lys Asn
a05
Glu Ala

ABp Thr

Thr

Pro Asn Ser Asp Thr

Thr Thr Val
Thr Asp Gly
300

Glu Lys Thr
315

Lys Pro Thr
330

Thr Pro Lys

Thr Pro Lys

Pro Lys Glu
3eo

Lys Glu Pro
39s

270

Glu Thr
285

Lys Glu

Ber Ala

Pro Lys

Glu Pro

3so

Glu Pro
365

Pro Ala

Ala Pro

Lys Glu Pro Ala Pro

410

Lys Ser Ala

Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala

Pro Thr

Ser
175

Arg

aly

Ser

Thr Ala

Ber

Lys

Lys

Ala
3is
Thr
Thr
Pro
Thr
Thr
415

Thr

Thr

160

Ber

Ala Asn Arg

Thr

Ser

Thr
240

Glu

Thr

Glu

Thr
400

Thr

Thr



Lys Glu
450

Glu Pro
465

3lu Pro

Pro Ala

Pro Ala

Ala Pro
530

Thr Pro
545

Glu Pro

Ser Ala

Gly Val

Thr Thr
610

Glu Thr
625

Thr Glu

Thr Ser

Lya Thr

Thr Thr
690

Asp Arg
705

Thr Lys

435

Pro

Ala

Ala

Pro

515

Thr

Pro

Glu

Ala

Thx

Ala

Ala

Pro

Thr
500

Thr

Pro

Lys

Thr

Thr

Pro Arg Val Arg

740

Pro Thr Thr Thr Lys

Thr Thr Pro Lys Glu

Thr
485

Pro

Thr

Ilas
565

Asp

Ala

Ile
Agn
Lys
735

Lys

470

Thr

Thr

Lys

Thr

Hise

Lys

Lys

Ala

Glu

Gln

Met

Ber
710

Lys

Thr Lys Ber
Lys Glu Pro
505

Lys Ser Ala
520

Glu Pro Lys
535

Ber Glu Val

Lys Ser Pro
Lys Ala Leu
585

Thr Pro Ala
600

Thr Thr Glu
615

Ber Lya Ile
Asp Thr Thr
665

Pro Lys Val
680

Asn Lys Pro
695

Lys Ala Thr

Pro Thr 8Ser

Lys Thr Thr
745

36

Sar Ala
Pro Ala
475

Ala Pro
480

Ala Pro

Pro
460
Pro

Thr

Thr

Pxo Thr-Thr

Pro Ala
BSer Thr
555

Asp Glu
570

Glu Asn

Ala Thr

Qlu Glu
Thr Pro
715

Thr Lyns
730

Pro Thr

Pro
540
Pro

HSer

Ser

Glu

Lys

Thr
700

Lys

Lys

Thr

Thr

Thr

Thr

Pro
5as

Thr
Pro
Pro

Thrx

Ile

Lys
685
Ala

Pro

Pro

Thr

Thr

Thr

510

Lys

Thr

Thr

Pro

glu

Thr

Ala

670

Lys

Lys

Gln

Lys

Pro Arg Lys

750

Pro Lys

Thr Lys
480

Lys Glu
495
Lys Glu

Glu Pro

Pro Glu

Glu Leau
575
Glu Pro

Mst Thr

Gln val

Thr Ile

Pro Lys

Lys Pro
730

735

Met Thr



Ber Thr Met
755

Leu Gln Thr
770

Glu vVal Asn
785

Pro Hia Met

Agsp Met Asp

a3s
Gly Leu Thr
850
865

Ile Thr Glu

Arg Cys Asn

Trp Arg Phe
915

Fhe Lys Gly
930

Thr Ala Lys
845

Gly Gly Ser
Cys Pro Gly
Thr Gln val

Thr His Thr
1010

@ln Asp Lys
1035

Trp Arg Gly
1040

Pro

Thr

Pro

TYr
820

Ser

Val

Cys
800

Tyr

Ile

Glu Leu Asn
Thr Arg Pro
775

Lys 8er Glu
790

Leu Arg Pro
805

Leu Pro Arg
Asp Glu Thr
Leu Arg Asn

855

Leu Bar Pro
870

Trp Gly Ile
8ss

Glu Gly Lys
Asn Asp Ile
Gly Gly Leu

835

Lys Asn Tzp
950

@Gln @ln Tyr
965

Pro
760
Asn
Asp
Eis
Val
Asn
B40
Gly
Phe

Thy

Lys
920
Thr
Pro

Ile

Arg Arg Pro Ala Leu

37

Thr Ser Arg

Gln Thr Pro

Ile Ala Glu Ala Met

765

Asn Bar Lys
780

Ala Gly Oly Ala Glu Gly

785

Val Phe Met
810

Pro Aan Gln
825

Ile Cys Asn
Thr Leu Val
Ser Pro Pro

875

Sar Pro Ile
850

Phe Pha Phe
905

Pro Glu Vval

Gly Ile Ile
830

Gly Lys Pro
845

Ala FPhe Arg
850

Ser Pro Ala

Asp Thr Val

Lys Asp Ser
910

Asp Ala Gly Tyr Pro Lys

Gly Gln Ila

Glu Ber Val
955

Tyr Lys Gln
9270

Asn Tyr Pro
985

Ary Ary Arg Arg Fhe Glu Arg Ala
1000

Ile Arg Ile Gln Tyr Ser Pro Ala
1015

Gly Val Leu Hia Asn Glu Val Lys
1030

Leu Pro Asn Val Vval Thr Ser Ala
1045

Val Ala Ala
940

Tyr Pha Phe
Glu Fro Val
Val Tyr Gly

Ile Gly Pro
1005

Arg Leu Ala
1020

Val Ser Ile
1035

Ile Sexr Leu
1050

Glu
Thr
ais
Ile

val

Gly

Gln

Pro

Gln
975
Glu
Ser
Tyr

Leu

Asn Ile Arg Lys Pro Asp Gly Tyr Asp Tyr Tyr Ala Phe Ser Lys
1060

1055

1065

Val

His

Ile

Ber

Lys

Mat

aGln
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Asp Gln Tyr Tyr Asn lla Asp Val Pro Ser Arg Thr Ala Arg Ala
1080

1070

1075

Ile Thr Thr Arg Ser Gly Gln Thr Leu Ser Lys Val Trp Tyr Asn
1095

1085

Cys Pro
1100

<210> a4
<211l> 514
<2131> ADN

<213>» Artificial

<220>

<223> Inserto d= ADN Lub:5 da casete-1 da ADNc y cuatro sacuencias de casete-2 de

ADNe¢ aintético

<400> 24
gcgecgccocac

ccaaagagce
cccctactac
aggagccggc
ccacaaccac
aaccagcccc
caccaaagga
ctgcacccac
ctaaggaacc
<210> 25

<311> 170
<213> PRT

aactccaaaa
agcgccgacg
gacaaaggag
ccctacgact
gaagagcgea
tactacgaca
goceggoccct
aaccacgaag

caaaccggca

<213> Artificial

<220>

10%0

gagcecgeac
actactaaag
cotgoaccea
cctaaagaac
cccacaacac
aaggagcetg
acgactccta
agcgcaccca

ccaaccacte

ctaccacgac
aaccggcace
caacoacgaa
cagcccctac
caaaggagcc
cacccacaac
aagaaccagc
caacaccaaa

aaagtcagct
caccacgect
gagcgcaccc
tacgacaaag
ggcecctacy
cacgaagagc
ccctactacg
ggageccggece

<223> 170 aminodcido codificados por inserto de AND Lub:5

entre §373 y ES44 en BEQ ID NO: 23)

<400> 25

cotactacge
aaagaaccag
acaacaccaa
gagcctgeac
actcctaaag
gcaccoacaa

acaaaggagc

cctacgacte

(15 secusncias XEPAPTT

Ala Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Ser Ala

1l

10

15

Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala

30

Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala

k1

40

45

60
130
180
240
300
360
420
480

514
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Pro Thr Thr Thr Lys Ber Ala Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro
50 55 60

Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala Pro
65 70 75 a0

Thr Thr Thr Lys Ser Ala Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr
85 90 95

.Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala Pro Thr
100 105 110

Thr Thr Lys Ser Ala Pro Thr Thr Pro Lya Glu Pro Ala Pro Thr Thr
115 120 125

Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lya (Glu Pro Ala Pro Thr Thr
130 1315 140

Thr Lys Ser Ala Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Pro
145 150 155 160

Lya Glu Pro Lys Pro Ala Pro Thr Thr Pro
165 170

<210> 26

<211> 45

<212> PRT

«213» Artificial

<220>
<223> secuencia de aminoficidos "APTTPKEPAPTTTKSAPTTPKEPAPTTIT KEPAPTTPKEPAPTTITK"
(45 aminodcidos) en proteina PRG4-LUB:N preferida

<400> 26

Ala Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Ser Ala

1 5 10 15

Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala
20 25 30

Pro Thr Thr Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys
as 40 45

«210> 27

«<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial

«220>

<223> sacuencia de aminodcidos "KEPAPTTTKEPAPTTTKSAPTTPKEPAPTTP" {31 aminoficidos)
rapetidos N-1 veces en proteina PRG4-LUB:N preferida.

<400> 27



40

Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr
1 5 1o 15

Lys Ser Ala Pro Thr Thx Pro Lys Glu Pro Ala Pro Thr Thr Pro
20 a5 30

<210> 28

<211> 22

<212> PRT

«213> Artificial

<220>

«<223> saecuencia de aminofcidos *"EPAPTTTKSAPTTPKEPAPTTP®" (22 aminoScidos) que se
une a BEQ ID NO: 26 a (N-2) repeticiones de SEQ ID NO: 27 en protaina PRG4-1UB:N
preferida en donde N = 3 o mis.

<400> 28

Glu Pro Ala Pro Thr Thr Thr Lys Ser Ala Pro Thr Thr Pro Lys Glu
1 5 10 15

Pro Ala Pro Thr Thr Pro
a0

<3210> 2%

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> secuencia de aminodcidos "KEPKPAPTTP" {10 aminofcidos) en proteina PRGA-
LUB:N preferida en donde N = 2 o més.

<400>» 29

Lys Glu Pro Lye Pro Ala Pro Thr Thr Pro
1 5 10
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
'REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE
PCT
PATENTE DE INVENCION [x] MODELO DE UTILIDAD [ ]
Indicacién de que se solicita la concesion de una patente [ A
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [>] 4
Descripcién de la invencién [>] 3§
Dibujos de ser estos pertinentes [ ]
Comprobante de pago de las tasas establecidas [ 2
COMPLETA [»d INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
Representacion gréfica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del []
material que incorpora el disefio
Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

~ ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

€ Indicaci6n de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
€ Representacion grafica del esquema trazado

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA [ ] : INCOMPLETA [ ]
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]
]
]
]
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REPUBLICA DE COLOMBIA \’sq
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI

Bogoté,
2020

Doctor{a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado{a) y/o Representante de
WYETH

REFERENCIA Radicacién No. 6 13004
Bolicitud internacional U82004/026508
Fecha inicio fase nacional 14/03/2006

Tré&mite 11
Evento 378
Actuacién

Oficio No. - q gq ?ﬁ

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la DecisiSn 486 de la Comipién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisién 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declalén 486, se le
requiere para ¢que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los reguisitos anteriormente emunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perderi su prelacifn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispussto en el numeral 5.2, literal
e), del capitylo quintpg-@el titulo primero de la Circular Unica No.l10 de 2001.

El an e requarimiento fue notificado por fijaciéSm en 1lista de



