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DESCRIPCION

Composiciones y métodos para incrementar la mineralizacién de la substancia 6sea.
Campo técnico

La presente invencién se refiere en general a productos y métodos farmacéuticos, y, mds concretamente, a la
fabricacién de medicamentos y composiciones adecuados para incrementar el contenido mineral del hueso. Tales
composiciones y medicamentos pueden ser utilizados para tratar una amplia variedad de condiciones, incluyendo por
ejemplo, osteopenia, osteoporosis, fracturas y otros trastornos en los cuales la densidad mineral del hueso es un sello
de la enfermedad.

Antecedentes de la invencion

A lo largo de la vida se pueden producir dos o tres fases distintas de cambios para la masa dsea de un individuo
(ver Riggs, West J. Med. 154:63-77, 1991). La primera fase se produce tanto en hombres como en mujeres, y prosigue
hasta la consecucidn de una masa dsea pico. Esta primera fase se logra por medio del crecimiento lineal de las placas
de crecimiento endocondrales, y del crecimiento radial debido a una tasa de aposicién peridstica. La segunda fase
comienza alrededor de los 30 afos para el hueso trabecular (huesos planos tales como las vértebras y la pelvis) y
alrededor de los 40 afios para el hueso cortical (v.g., huesos largos encontrados en las extremidades) y continda durante
la edad adulta. Esta fase se caracteriza por una pérdida 6sea lenta, y se produce tanto en hombres como en mujeres.
En mujeres, también se produce una tercera fase de pérdida de hueso, muy probablemente debido a las deficiencias de
estrogenos post-menopausicas. Solo durante esta fase, las mujeres pueden perder un 10% adicional de masa 6sea del
hueso cortical y un 25% del compartimento trabecular (ver Riggs, supra).

La pérdida de contenido mineral del hueso puede estar causada por una amplia variedad de condiciones, y puede
producir problemas médicos significativos. Por ejemplo, la osteoporosis es una enfermedad debilitante en humanos
caracterizada por descensos marcados de masa de hueso esquelético y densidad mineral, deterioro estructural del
hueso incluyendo la degeneracién de la microarquitectura ésea y los correspondientes incrementos de la fragilidad
del hueso y la susceptibilidad a la fractura en los individuos afectados. La osteoporosis en humanos estd precedida de
osteopenia clinica (densidad mineral del hueso que es mayor de una desviacién tipica pero menor de 2,5 desviaciones
tipicas por debajo del valor medio para hueso adulto joven), un estado encontrado en aproximadamente 25 millones
de personas en los Estados Unidos. Otros 7-8 millones de pacientes en los Estados Unidos han sido diagnosticados de
osteoporosis clinica (definida como un contenido mineral del hueso mayor de 2,5 desviaciones tipicas por debajo de
la del hueso adulto joven maduro). La osteoporosis es una de las enfermedades mds costosas para el sistema sanitario,
costando decenas de millardos de d6lares anualmente en los Estados Unidos. Ademds de los costes relacionados con
el cuidado de la salud, el cuidado residencial a largo plazo y la pérdida de dias de trabajo son afiadidos a los costes
financieros y sociales de esta enfermedad. En todo el mundo aproximadamente 75 millones de personas estdn en riesgo
de osteoporosis.

La frecuencia de osteoporosis en la poblacién humana aumenta con la edad, y entre los Caucdsicos es predomi-
nante en las mujeres (que comprenden el 80% de la reserva de pacientes con osteoporosis en los Estados Unidos). El
aumento de fragilidad y susceptibilidad a la fractura del hueso esquelético en las personas de edad se agrava por el
mayor riesgo de caidas accidentales en esta poblacién. Se ha informado sobre mas de 1,5 millones de fracturas 6seas
relacionadas con la osteoporosis en los Estados Unidos cada afo. Las caderas, muiiecas, y vértebras fracturadas estdn
entre las lesiones mds comunes asociadas con la osteoporosis. Las fracturas de cadera en particular son extremada-
mente incomodas y costosas para el paciente, y para las mujeres se correlacionan con elevadas tasas de mortalidad y
morbilidad.

Aunque la osteoporosis ha sido definida como un incremento del riesgo de fractura debido a un descenso de
la masa dsea, ninguno de los tratamientos disponibles en la actualidad para los trastornos 6seos puede incrementar
sustancialmente la densidad 6sea de los adultos. Existe la percepcion entre todos los médicos de que se necesitan
farmacos que puedan incrementar la densidad 6sea en adultos, particularmente en los huesos de la muiieca, la columna
vertebral y la cadera que estdn en riesgo de osteopenia y osteoporosis.

Las estrategias actuales para la prevencion de la osteoporosis pueden ofrecer algin beneficio pero no pueden ase-
gurar la resolucién de la enfermedad. Entre estas estrategias se incluyen la actividad fisica moderada (particularmente
en actividades de soporte de pesos) con el inicio de la edad avanzada, incluyendo calcio adecuado en la dieta, y evi-
tando el consumo de productos que contienen alcohol o tabaco. Para los pacientes que presentan osteopenia clinica u
osteoporosis, todos los farmacos terapéuticos y estrategias actuales estdn dirigidos a reducir adicionalmente la pérdida
de masa ésea inhibiendo el proceso de absorcién ésea, un componente natural del proceso de remodelacién 6sea que
se produce constitutivamente.

Por ejemplo, ahora se estdn prescribiendo estrogenos para retardar la pérdida de hueso. No obstante, hay cierta
controversia sobre si existe un beneficio a largo plazo para los pacientes y si existe algtin efecto en todos los pacientes
de mds de 75 afios de edad. Por otra parte, se cree que el uso de estrégenos aumenta el riesgo de cdncer de mama o
endometrio.
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También se han sugerido dosis elevadas de calcio en la dieta, con o sin vitamina D para mujeres post-menopdusicas.
No obstante, a menudo las dosis elevadas de calcio tienen efectos secundarios gastrointestinales desagradables, y los
niveles de calcio en suero deben ser controlados continuamente (ver Khosla y Riggs, Mayo Clin. Proc. 70:978-982,
1995).

Entre otros agentes terapéuticos que han sido sugeridos se incluyen calcitonina, bifosfonatos, esteroides anabdlicos
y fluoruro de boro. Tales agentes terapéuticos sin embargo, tienen efectos secundarios no deseables (v.g., la calcitonina
y los esteroides pueden causar nduseas y provocar una reaccién inmunitaria, los bifosfonatos y el fluoruro de sodio
pueden inhibir la reparacion de las fracturas, incluso aunque la densidad 6sea aumente moderadamente) que pueden
evitar su uso (ver Khosla y Riggs, supra).

Las entradas AA393939 y AI11311 de la base de datos EMBL tienen que ver con Expressed Sequence Tags (EST)
para las cuales no estd indicada la funcidn.

Ninguna estrategia terapéutica puesta en practica en la actualidad implica un fdrmaco que estimule o intensifique
el crecimiento de nueva masa dsea. La presente invencién proporciona composiciones para la fabricacién de medica-
mentos que pueden ser utilizados para incrementar la mineralizacién 6sea, y de este modo pueden ser utilizadas para
tratar una amplia variedad de condiciones en las que se desea incrementar la masa 6sea. Adicionalmente, la presente
invencién proporciona otras ventajas relacionadas.

Compendio de la invencién

La presente invencién proporciona una clase o familia novedosa de proteinas de unién al TGF-beta, asi como
andlisis para seleccionar compuestos que incrementan el contenido mineral del hueso y la densidad mineral del hueso,
compuestos que incrementan el contenido mineral del hueso y la densidad mineral del hueso y la utilizacién de
tales compuestos en la fabricaciéon de medicamentos para el tratamiento o la prevencidon de una amplia variedad de
condiciones.

La invencién proporciona un dcido nucleico aislado seleccionado del grupo formado por:

(a) una molécula de 4cido nucleico aislada que comprende el SEQ ID NO. 1, 5,9, 11, 13 0 15, o una secuencia
complementaria de la misma;

(b) una molécula de dcido nucleico aislada que hibrida especificamente con la molécula de dcido nucleico
de (a) en condiciones altamente restrictivas donde la hibridacion se realiza en 5 x SSPE, 5 x solucion de
Denhardt y SDS al 0,5% durante la noche de 55 a 60°C; y

(c) un acido nucleico aislado que codifica una proteina de unién al TGF-beta segtin (a) y (b); donde el dcido
nucleico no es el dcido nucleico de cualquiera de los nimeros de acceso AC003098, AA393939 y AI113131
de la base de datos EMBL.

Dentro de los aspectos relacionados de la presente invencion, se proporcionan moléculas de dcido nucleico aisla-
das basadas en la hibridacién a una porcién solamente de una de las secuencias identificadas antes (v.g., para (a) la
hibridacién puede ser con una sonda de al menos 20, 25, 50 o 100 nucleétidos seleccionados entre los nucledtidos 156
a 539 0 555 a 687 del SEQ ID NO. 1). Como debe resultar facilmente evidente, las condiciones restrictivas necesarias
que se van a utilizar para la hibridacién pueden variar basdndose en el tamafio de la sonda. Por ejemplo, para una
sonda de 25-meros entre las condiciones muy restrictivas se podrian incluir Tris 60 mM pH 8,0, EDTA 2 mM, 5x
solucién de Denhardt, 6x SSC, N-laurilsarcosina al 0,1% (p/v), NP-40 al 0,5% (p/v) (nonidet P-40) durante la noche
a 45 grados centigrados, seguido de dos lavados con 0,2x SSC/SDS al 0,1% a 45-50 grados. Para una sonda de 100-
meros en condiciones poco restrictivas, entre las condiciones adecuadas se podrian incluir las siguientes: 5x SSPE, 5x
Denhardt y SDS al 0,5% durante la noche a 42-50 grados, seguido de dos lavados con 2x SSPE (o 2x SSC)/SDS al
0,1% a 42-50 grados.

Se proporcionan moléculas de dcido nucleico aisladas que tienen homologia con los SEC de ID Nums. 1, 5,7, 9,
11, 13 o0 15, a un nivel de homologia del 50%, 60%, 75%, 80%, 90%, 95% o 98% utilizando un algoritmo de Wibur-
Lipman. Entre los ejemplos representativos de tales moléculas de dcido nucleico aisladas se incluyen, por ejemplo,
moléculas de 4cido nucleico que codifican una proteina que comprende las Secuencias de ID Nums. 2, 6, 10, 12, 14,
o 16, o tienen homologia con estas secuencias a un nivel del 50%, 60%, 75%, 80%, 90%, 95%, o 98% de nivel de
homologia utilizando un algoritmo de Lipman-Pearson.

Las moléculas de 4cido nucleico aisladas tienen tipicamente un tamafio de menos de 100 kb, y en ciertas reali-
zaciones, menos de 50 kb, 25 kb, 10 kb, o incluso 5 kb de tamafio. Adicionalmente, las moléculas de adcido nucleico
aisladas, en otras realizaciones, no existen en una “genoteca” de otras moléculas de 4cido nucleico no relacionado (v.g.,
un subclon BAC tal como se describe en el Nim. de Acceso de GenBank AC003098 y el Niim. EMB AQ171546).
No obstante, las moléculas de dcido nucleico aisladas pueden ser encontradas en genotecas de moléculas relaciona-
das (v.g., para transposicion genética, tal como se describe en las Patentes de los Estados Unidos Nims. 5.837.458,
5.830.721; y 5.811.238). Finalmente, las moléculas de acido nucleico aisladas como se describen aqui no incluyen
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moléculas de dcido nucleico que codifican Dan, Cerberus, Gremlin, o SCGF (Patente de los Estados Unidos Nim.
5.780.263).

También son proporcionados por la presente invencion vectores de clonacién que contienen las moléculas de
acido nucleico indicadas antes, y vectores de expresion que comprenden un promotor (v.g., una secuencia reguladora)
conectada operablemente a una de las moléculas de dcido nucleico indicada antes. Entre los ejemplos representativos
de los promotores adecuados se incluyen promotores especificos de tejidos, y promotores basados en virus (v.g.,
promotores basados en CMV tales como 1-E de CMYV, el promotor temprano de SV40, y LTR de MuLV). Los vectores
de expresion también pueden estar basados en, o derivados de virus (v.g., un “vector viral”). Entre los ejemplos
representativos de los vectores virales se incluyen los vectores virales del herpes simplex, los vectores adenovirales,
los vectores virales asociados con adenovirus y los vectores retrovirales. También se proporcionan células huésped
que contienen o que comprenden cualquiera de los vectores indicados antes (incluyendo por ejemplo, células huésped
de origen humano, de mono, de perro, de rata, o de ratén).

En otros aspectos de la presente invencidn, se proporcionan métodos de produccion de proteinas de unién al TGF-
beta, que comprenden la etapa de cultivar la célula huésped anteriormente mencionada que contiene el vector en unas
condiciones y durante un tiempo suficiente para producir la proteina de unién al TGF-beta. En realizaciones adiciona-
les, la proteina producida mediante este método puede ser purificada adicionalmente (v.g., mediante cromatografia en
columna, purificacion de afinidad, y similares). Por tanto, las proteinas aisladas que son codificadas por las moléculas
de 4cido nucleico indicadas antes (v.g., Secuencias de ID Nums. 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 o 16) pueden ser facilmente
producidas dada la descripcion de la solicitud sujeto.

Asimismo se debe observar que las proteinas mencionadas antes, o fragmentos de las mismas, pueden ser produ-
cidas como proteinas de fusién. Por ejemplo, en un aspecto se proporcionan proteinas de fusién que comprenden un
primer segmento polipeptidico de una proteina de unién al TGF-beta codificada por una molécula de 4cido nucleico
como se ha descrito antes, o una porcién de la misma de al menos 10, 20, 30, 50, o 100 aminoécidos de longitud, y un
segundo segmento polipeptidico que comprende una proteina que no es de unién al TGF-beta. En ciertas realizaciones,
el segundo polipéptido puede ser una etiqueta adecuada para la purificacién o el reconocimiento (v.g., un polipéptido
que comprende mdltiples restos aminodcido anidnicos - ver la Patente de los Estados Unidos Num. 4.851.341), un
marcador (v.g., la proteina verde fluorescente, o la fosfatasa alcalina), o una molécula téxica (v.g., ricino).

En otro aspecto de la presente invencion, se proporcionan anticuerpos que son capaces de unirse especificamen-
te a la clase descrita antes de las proteinas de unién al TGF-beta (v.g., BEER humana). En varias realizaciones, el
anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal, o un anticuerpo monoclonal (v.g., humano o de origen de ratén). En
realizaciones adicionales, el anticuerpo es un fragmento de un anticuerpo que conserva las caracteristicas de unién
de un anticuerpo completo (v.g., un fragmento F(ab’),, F(ab),, Fab’, Fab, o Fv, o incluso una CDR). Asimismo
se proporcionan hibridomas y otras células que son capaces de producir o expresar los anticuerpos anteriormente
mencionados.

En aspectos relacionados de la invencidn, se proporcionan métodos que detectan una proteina de unién al TGF-
beta, que comprenden las etapas de incubar un anticuerpo como se ha descrito antes en unas condiciones y durante un
tiempo suficiente para permitir que dicho anticuerpo se una a una proteina de unién al TGF-beta, y detectar la unién.
En varias realizaciones el anticuerpo puede ser unido a un soporte sélido para facilitar el lavado o la separacién, y/o
marcado (v.g., con un marcador seleccionado del grupo formado por las enzimas, las proteinas fluorescentes, y los
radioisétopos).

En otros aspectos de la presente invencion, se proporcionan oligonucleétidos aislados que hibridan con una molé-
cula de 4cido nucleico segtin los SEC ID Nums. 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 0 18 o su complemento, en condiciones
muy restrictivas. En realizaciones adicionales, el oligonucleétido puede ser encontrado en la secuencia que codifica los
SEC ID Nums. 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, o 16. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido tiene una longitud de al menos
15, 20, 30, 50, o 100 nucleétidos. En realizaciones adicionales, el oligonucleétido estd marcado con otra molécula
(v.g., una enzima, molécula fluorescente, o radioisétopo). Asimismo se proporcionan cebadores que son capaces de
amplificar especificamente toda o una porcién de las moléculas de dcido nucleico mencionadas antes que codifican
proteinas de unién de TGF-beta. Segin se utiliza aqui, se debe entender que el término “amplificar especificamen-
te” hace referencia a cebadores que amplifican las proteinas de unién al TGF-betas mencionadas antes, y no otras
proteinas de unién al TGF-beta tales como Dan, Cerberus, Gremlin, o SCGF (patente de los Estados Unidos Niim.
5.780.263).

En aspectos relacionados de la presente invencion, se proporcionan métodos para detectar una molécula de dcido
nucleico que codifica una proteina de unién al TGF-beta, que comprende las etapas de incubar un oligonucleétido
como se ha descrito antes en condiciones muy restrictivas, y detectar la hibridacién de dicho oligonucleétido. En
ciertas realizaciones, el oligonucledtido puede estar marcado y/o unido a un soporte sélido.

En otros aspectos de la presente invencidn, se proporcionan ribozimas que son capaces de escindir ARN que
codifica una de las proteinas de unién al TGF-beta (v.g. SEC ID Nums. 2, 6, 8, 10, 12, 14, o 16). Tales ribozimas pueden
estar compuestas por ADN, ARN (incluyendo acidos 2’-O-metilrribonucleicos), analogos de 4cido nucleico (v.g.,
acidos nucleicos que tienen enlaces fosforotioato) o mezclas de los mismos. Asimismo se proporcionan moléculas de
acido nucleico (v.g., ADN o ADNc) que codifican estas ribozimas, y vectores que son capaces de expresar o producir
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las ribozimas. Entre los ejemplos representativos de los vectores se incluyen pldsmidos, retrotransposones, c6smidos,
y vectores basados en virus (v.g., vectores virales generados al menos en parte a partir de un retrovirus, adenovirus, o
virus adeno-asociado). También se proporcionan células huésped (v.g., células humanas, de perro, de rata o de ratén)
que contienen estos vectores. En ciertas realizaciones, la célula huésped puede ser transformada establemente con el
vector.

En aspectos adicionales de la invencién, se proporcionan métodos para producir ribozimas o bien sintéticamente,
o bien mediante transcripcién in vitro o in vivo. En realizaciones adicionales, las ribozimas asi producidas pueden
ser purificadas adicionalmente y/o formuladas en composiciones farmacéuticas (v.g., la ribozima o la molécula de
dcido nucleico que codifica la ribozima junto con un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable). De un modo
similar, los oligonucledtidos antisentido y los anticuerpos u otras moléculas seleccionadas descritas aqui pueden ser
formuladas en composiciones farmacéuticas.

En otros aspectos de la presente invencion, se proporcionan oligonucledtidos antisentido que comprenden una
molécula de dcido nucleico que hibrida con una molécula de 4cido nucleico segin los SEC ID Nims. 1, 3,5,7,9, 11,
13, o 15, o el complemento de esta, y donde dicho oligonucleétido inhibe la expresién de la proteina de unién al TGF-
beta como se describe aqui (v.g., BEER humana). En diversas realizaciones, el oligonucleétido tiene una longitud de
15, 20, 25, 30, 35, 40, o 50 nucledtidos. Preferiblemente, el oligonucleétido tiene menos de 100, 75 o 60 nucleétidos
de longitud. Como debe resultar facilmente evidente, el oligonucleétido puede constar de uno o mds andlogos de
dcido nucleico, dcidos ribonucleicos, o dcidos desoxirribonucleicos. Adicionalmente, el oligonucleétido puede ser
modificado por uno o mas enlaces, incluyendo por ejemplo, enlaces covalentes tales como un enlace fosforotioato,
un enlace fosfotriéster, un enlace metilfosfonato, un enlace metilen(imino), un enlace morfolino, un enlace amido,
un enlace poliamido, un enlace interazicar alquilico de cadena corta, un enlace interazicar cicloalquilico, un enlace
interazicar heteroatomico de cadena corta y un enlace interazicar heterociclico. Un ejemplo representativo de un
oligonucleétido quimérico es proporcionado en la Patente de los Estados Unidos Num. 5.989.912.

Otro aspecto mds de la presente invencion proporciona el uso de una ribozima como se ha descrito antes en la
fabricacién de un medicamento para incrementar la mineralizacién ésea en un animal de sangre caliente donde el
medicamento introduce una cantidad efectiva de ribozima en el animal. En aspectos relacionados, tales medicamentos
introducen en un paciente una cantidad efectiva de la molécula de 4cido nucleico o vector descritos aqui que es capaz
de producir la ribozima deseada, siendo introducido el medicamento en condiciones que favorecen la transcripcién de
la molécula de 4cido nucleico para producir la ribozima.

En otros aspectos de la invencién se proporcionan animales no humanos, transgénicos. En una realizacion se
proporciona un animal transgénico cuyas células germinales y células somdticas contienen una molécula de acido
nucleico que codifica una proteina de unién al TGF-beta como se ha descrito antes que estd conectada operablemente
a un promotor efectivo para la expresion del gen, siendo introducido el gen en el animal, o ancestro del animal, en
una fase embrionaria, con la condicién de que dicho animal no sea humano. En otras realizaciones, se proporcionan
animales modificados genéticamente transgénicos, que comprenden un animal cuyas células germinales y células
somadticas comprenden una desorganizacién de al menos un alelo de una molécula de acido nucleico endégena que
hibrida con una molécula de 4cido nucleico que codifica una proteina de unién al TGF-beta como se ha descrito
aqui, donde la desorganizacién evita la transcripcion del ARN mensajero a partir de dicho alelo en comparacién con
un animal sin la desorganizacion, con la condicién de que el animal no sea un humano. En varias realizaciones,
la desorganizacién es una delecidn, sustitucion o insercién en el dcido nucleico. En otras realizaciones el animal
transgénico es un raton, rata, oveja, cerdo o perro.

En aspectos adicionales de la invencidn, se proporcionan estuches para la deteccion de la expresion de la proteina de
unién al TGF-beta, que comprenden un recipiente que comprende una molécula de 4cido nucleico, donde la molécula
de 4cido nucleico se selecciona del grupo formado por (a) una molécula de 4cido nucleico que comprende la secuencia
de nucleétidos de los SEC ID Nums. 1, 3, 5,7, 9, 11, 13 o 15; (b) una molécula de acido nucleico que comprende
el complemento de la secuencia de nucledtidos de (a); (c) una molécula de acido nucleico que es un fragmento de
(a) o (b) de al menos 15, 20, 30, 50, 75, o 100 nucledtidos de longitud. Asimismo se proporcionan estuches para la
deteccion de una proteina de unién al TGF-beta que comprenden un recipiente que comprende uno de los anticuerpos
para la proteina de unién al TGF-beta descritos aqui.

Por ejemplo, en un aspecto de la presente invencidn se proporcionan métodos para determinar si una molécula
seleccionada es capaz de incrementar el contenido mineral del hueso, que comprenden las etapas de (a) mezclar una o
mds moléculas candidato con la proteina de unién al TGF-beta codificada por la molécula de 4cido nucleico segin la
reivindicacion 1 y un miembro seleccionado de la familia de proteinas del TGF-beta (v.g., BMP 5 o0 6), (b) determinar
si la molécula candidato altera la sefializacién del miembro de la familia del TGF-beta, altera o unién de la proteina de
unién al TGF-beta al miembro de la familia del TGF-beta. En ciertas realizaciones, la molécula altera la capacidad de
TGF-beta para funcionar como regulador positivo de la diferenciacién de las células del mesénquima. En este aspecto
de la presente invencion, la molécula o las moléculas candidato pueden alterar la sefializacién o la unién, por ejemplo,
disminuyendo (v.g., inhibiendo), o incrementando (v.g., intensificando) la sefializacién o la unién.

En otro aspecto mds, se proporcionan los métodos para determinar si una molécula seleccionada es capaz de
incrementar el contenido mineral del hueso, comprendiendo la etapa de determinar si una molécula seleccionada inhibe
la unién de la proteina de unién al TGF-beta al hueso, o un andlogo de la misma. Entre los ejemplos representativos
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de hueso o de los andlogos del mismo se incluyen hidroxiapatita y muestras de hueso humano primario obtenidas
mediante biopsia.

En ciertas realizaciones de los métodos citados antes, la molécula seleccionada estd contenida en una mezcla
de moléculas y los métodos pueden comprender adicionalmente la etapa de aislar una o mas moléculas que son
funcionales en el andlisis. En otras realizaciones mds, la familia de proteinas del TGF-beta estd unida a un soporte
sOlido y se mide la unién de la proteina de unién al TGF-beta o las proteinas de unién al TGF-beta estdn unidas a un
soporte s6lido y se mide la unién de las proteinas de unién al TGF-beta.

Utilizando métodos tales como los descritos antes, se pueden analizar una amplia variedad de moléculas en cuanto
a su capacidad para incrementar el contenido mineral del hueso inhibiendo la unién de la proteina de unién al TGF-beta
a la familia de las proteinas de TGF-beta. Entre los ejemplos representativos de tales moléculas se incluyen proteinas
o péptidos, moléculas orgdnicas, y moléculas de dcido nucleico.

En otros aspectos relacionados la invencion proporciona el uso de una molécula identificada a partir de los andlisis
citados aqui en la fabricacién de un medicamento que incrementa el contenido mineral del hueso en un animal de
sangre caliente, donde los medicamentos administran a un animal de sangre caliente una cantidad terapéuticamente
efectiva de una molécula identificada a partir de los andlisis citados aqui. En otro aspecto, la invencién proporciona
el uso de una molécula que inhibe la unién de la proteina de unién al TGF-beta a la super-familia de proteinas
del TGF-beta, incluyendo las proteinas morfogénicas del hueso (BMP), en la fabricacién de un medicamento para
incrementar el contenido mineral del hueso en un animal de sangre caliente. Los medicamentos proporcionan una
cantidad terapéuticamente eficaz de la molécula. Entre los ejemplos representativos de las moléculas adecuadas se
incluyen moléculas antisentido, ribozimas, genes de ribozimas y anticuerpos (v.g., un anticuerpo humanizado) que
reconocen especificamente y alteran la actividad de la proteina de unién al TGF-beta.

En otro aspecto la presente invencion proporciona el uso de células que buscan el hueso y que han tenido un vector
que dirige la expresion de una molécula que inhibe la unién de la proteina de unién al TGF-beta a la familia de proteinas
del TGF-beta y proteinas morfogénicas del hueso (BMP) introducidas en ellas, en la fabricacién de un medicamento
para incrementar el contenido mineral del hueso en un animal de sangre caliente. Segin se utiliza aqui, se debe
entender que las “células buscan el hueso” si localizan la matriz del hueso después de la administracién periférica. En
una realizacion, la invencién comprende adicionalmente, antes de la etapa de introduccidn, el aislamiento de células de
la médula del hueso que buscan el hueso. En una realizacién adicional, las células que buscan el hueso se seleccionan
del grupo formado por las células CD34+ y los osteoblastos.

En otros aspectos de la presente invencion, se proporcionan moléculas (preferiblemente aisladas) que inhiben la
unioén de la proteina de unién al TGF-beta a la stper-familia de proteinas del TGF-beta.

En realizaciones adicionales, las moléculas pueden ser proporcionadas en forma de una composicién, y pueden
comprender adicionalmente un inhibidor de la resorcién 6sea. Entre los ejemplos representativos de tales inhibidores
se incluyen calcitonina, estrégeno, un bisfosfonato, un factor de crecimiento que tenga actividad anti-resorcién y
tamoxifeno.

Entre los ejemplos representativos de las moléculas que pueden ser utilizadas en los contextos terapéuticos ante-
riormente mencionados se incluyen, v.g., ribozimas, genes de ribozimas, moléculas antisentido, y/o anticuerpos (v.g.,
anticuerpos humanizados). Tales moléculas pueden ser utilizadas, dependiendo de su seleccidn, para alterar, ejercer un
efecto antagdnico o ejercer un efecto agonistico de la sefializacién o la unién de un miembro de la familia de proteinas
de unién al TGF-beta como se ha descrito aqui.

Con varias realizaciones de la invencidn, las moléculas y medicamentos descritos antes para el tratamiento o
la prevencién pueden ser utilizados en condiciones tales como osteoporosis, osteomalasia, enfermedad periodontal,
escorbuto, Enfermedad de Cushing, fractura de huesos y condiciones debidas a la inmovilizaciéon de miembros y uso
de esteroides.

Estos y otros aspectos de la presente invencion se hardn evidentes tras la referencia a la siguiente descripcion
detallada y dibujos adjuntos. Ademds, se muestran aqui diversas referencias que describen con mas detalle ciertos
procedimientos o composiciones (v.g., pldsmidos, etc.)

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una ilustracién esquemdtica que compara la secuencia de aminodcidos de Dan Humana; Gremlin
Humana; Cerberus Humana y Beer Humana. Las flechas indican el esqueleto de Cisteina.

La Figura 2 resume los resultados obtenidos partir de la inspeccién de una variedad de tejidos humanos para la
expresion de un gen de la proteina de unién al TGF-beta, especificamente, el gen Beer Humano. Se utilizé un proce-
dimiento de transcripcion Inversa-Reaccién en Cadena de la Polimerasa semi-cuantitativo (RT-PCR) para amplificar
una porcién del gen de ADNc de la primera hebra sintetizada a partir del ARN total (descrito con mds detalle en el
Ejemplo 2A).
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La Figura 3 resume los resultados obtenidos a partir del ARN la hibridacién in sifu de secciones de embrién de
ratén, utilizando una sonda de ARNc que es complementaria al transcrito Beer de ratén (descrito con mds detalle en
el Ejemplo 2B). El panel A es una seccién transversal de embriones de 10,5 dpc. El panel B es una seccién sagital de
embriones de 12,5 dpc y los paneles C y D son secciones sagitales de embriones de 15,5 dpc.

La Figura 4 ilustra, mediante andlisis de transferencia western, la especificidad de tres anticuerpos policlonales di-
ferentes para sus respectivos antigenos (descrito con mds detalle en el Ejemplo 4). La Figura 4A muestra la reactividad
especifica de un anticuerpo anti-H. Beer para el antigeno H. Beer, pero no H. Dan o H. Gremlin. La Figura 4B muestra
la reactividad de un anticuerpo anti-H. Gremlin para el antigeno H. Gremlin, pero no H. Beer o H. Dan. La Figura 4C
muestra la reactividad de un anticuerpo anti-H. Dan para H. Dan, pero no para H. Beer o H. Gremlin.

La Figura 5 ilustra, mediante andlisis de transferencia western, la selectividad de la proteina de unién al TGF-beta,
Beer, para BMP-5 y BMP-6, pero no BMP-4 (descrito con més detalle en el Ejemplo 5).

La Figura 6 demuestra que la interaccidn i6nica entre la proteina de unién al TGF-beta, Beer, y BMP-5 tiene una
constante de disociacién en el intervalo de 15-30 nM.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

Antes de exponer la invencién con detalle, puede servir de ayuda para la comprensién de la misma mostrar las
definiciones de ciertos términos y enumerar y definir las abreviaturas que se utilizardn mas adelante.

Se debe entender que “molécula” incluye proteinas o péptidos (v.g., anticuerpos, pares de unién recombinantes,
péptidos con una afinidad de unién deseada), 4cidos nucleicos (v.g., ADN, ARN, moléculas de dcido nucleico quimé-
ricas, y andlogos de 4cidos nucleicos tales como PNA); y compuestos orgdnicos e inorganicos.

Se debe entender que “TGF-beta” incluye cualquier miembro conocido o novedoso de la stiper-familia del TGF-
beta, lo que también incluye las proteinas morfogénicas del hueso (BMP).

Se debe entender que “receptor del TGF-beta” hace referencia al receptor especifico para un miembro concreto de
la super-familia del TGF-beta (incluyendo las proteinas morfogénicas del hueso (BMP)).

Se debe entender que “proteina de union al TGF-beta” hace referencia a una proteina con una afinidad de unién
especifica para un miembro concreto o subgrupo de miembros de la super-familia del TGF-beta (incluyendo las protei-
nas morfogénicas del hueso (BMP)). Entre los ejemplos especificos de las proteinas de unién al TGF-beta se incluyen
las proteinas codificadas por las Secuencias de ID Nums. 1, 5,7, 9, 11, 13 y 15.

Se debe entender que “la union de la proteina de union al TGF-beta a la familia de proteinas del TGF-beta y
las proteinas morfogénicas del hueso (BMP)” hace referencia a moléculas que permiten la activacion de TGF-beta o
proteinas morfogénicas del hueso (BMP), o permiten la unién de miembros de la familia del TGF-beta incluyendo
las proteinas morfogénicas del hueso (BMP) a sus respectivos receptores, separando o evitando la unién del TGF-
beta con la proteina de unién al TGF-beta. Semejante inhibicién puede ser completada, por ejemplo, mediante mo-
léculas que inhiben la unién de la proteina de unién al TGF-beta a miembros especificos de la stper-familia del
TGF-beta.

“Vector” hace referencia a un ensamblaje que es capaz de dirigir la expresion de la proteina deseada. El vector debe
incluir elementos promotores transcripcionales que estén conectados operablemente al gen o los genes de interés. El
vector puede constar de dcidos desoxirribonucleicos (“ADN”), dcidos ribonucleicos (“ARN”), o una combinacion de
los dos (v.g. quimérico de ADN-ARN). Opcionalmente, el vector puede incluir una secuencia de poliadenilacién, uno
0 mas sitios de restriccion, asi como uno o mas marcadores seleccionables tales como neomicina-fosfotransferasa
o higromicina-fosfotransferasa. Adicionalmente, dependiendo de la célula huésped elegida y del vector empleado,
también se pueden incorporar otros elementos genéticos tales como un origen de replicacion, sitios de restriccion de
dcidos nucleicos adicionales, intensificadores, secuencias que confieran inducibilidad de transcripcién, y también se
pueden incorporar marcadores seleccionables en los vectores descritos aqui.

Una “molécula de dcido nucleico aislada” es una molécula de 4cido nucleico que no estd integrada en el ADN
genémico de un organismo. Por ejemplo, una molécula de ADN que codifica una proteina de unién al TGF que ha
sido separada del ADN gendémico de una célula eucaridtica es una molécula de ADN aislada. Otro ejemplo de una
molécula de 4cido nucleico aislada es una molécula de dcido nucleico sintetizada quimicamente que no estd integrada
en el genoma del organismo. La molécula de dcido nucleico aislada puede ser de ADN genémico, ADNc, ARN, o
constar de al menos una parte de andlogos de 4cido nucleico.

Un “polipéptido aislado” es un polipéptido que estd esencialmente libre de componentes celulares contaminantes,
tales como carbohidratos, lipidos u otras impurezas proteiniceas asociadas con el polipéptido en la naturaleza. En
ciertas realizaciones, una separacién de proteinas concreta contiene un polipéptido aislado si éste aparece nominal-
mente como una tnica banda sobre el gel de SDS-PAGE con tincién de Azul Coomassie. “Aislado” cuando se refiere
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a moléculas orgdnicas significa que los compuestos son puros en mds del 90 por ciento utilizando métodos que son
bien conocidos en la técnica (v.g., RMN, punto de fusién).

“Esclerosteosis”. Esclerosteosis es un término que fue aplicado por Hansen (1967) (Hansen, H.G., Sklerosteo-
se. En: Opitz, H., Schmid, F., Handbuch der Kinderheilkunde. Berlin: Springer (pub.) 6 1967. pags. 351-355) a un
trastorno similar a hiperostosis cortical generalizada de van Buchem pero posiblemente difiriendo en la apariencia
radioldgica de los cambios del hueso y en la presencia de sindactilia cutdnea asimétrica de los dedos indice y medio
en muchos casos. La mandibula tiene una apariencia inusualmente cuadrada en esta afeccion.

Los “anticuerpos humanizados” son proteinas recombinantes en las cuales las regiones determinantes de la com-
plementariedad de ratén de los anticuerpos monoclonales han sido transferidas de cadenas variables pesadas y ligeras
de la inmunoglobulina de ratén a un dominio variable humano.

Segtn se utiliza aqui, un “fragmento de anticuerpo” es una porcién de un anticuerpo tal como F(ab’),, F(ab),,
Fab’, y similar. Sin tener en cuenta la estructura, un fragmento de anticuerpo se une con el mismo antigeno que es
reconocido por el anticuerpo intacto. Por ejemplo, un fragmento de un anticuerpo monoclonal para la proteina de
unién al TGF-beta se une con un epitopo de la proteina de unién al TGF-beta.

El término “fragmento de anticuerpo” también incluye cualquier proteina sintética o disefiada genéticamente que
actiia como un anticuerpo uniéndose a un antigeno especifico para formar un complejo. Por ejemplo, entre los frag-
mentos de anticuerpo se incluyen fragmentos aislados que constan de la regién variable de la cadena ligera, fragmentos
“Fv” que constan de las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras, moléculas polipeptidicas de una tnica
cadena recombinante en las cuales las regiones variables ligeras y pesadas estan conectadas por un conector peptidico
(“proteinas sFv”), y unidades de reconocimiento minimas que constan de los restos aminodcido que imitan la regién
hipervariable.

Una “marca detectable” es una molécula o &tomo que puede ser conjugada con un radical de un anticuerpo pa-
ra producir una molécula util para las diagnosis. Entre los ejemplos de las marcas se incluyen quelantes, agentes
fotoactivos, radioisétopos, agentes fluorescentes, iones paramagnéticos, enzimas, y otros radicales marcadores.

Segtn se utiliza aqui, un “producto inmunoconjugado” es una molécula que comprende un anticuerpo anti-proteina
de unién a TGF-beta, o un fragmento de anticuerpo, y una marca detectable. Un producto inmunoconjugado tiene mds
o menos la misma capacidad, o una capacidad solo ligeramente reducida para unirse a la proteina de unién al TGF-
beta después de la conjugacién que antes de la conjugacion.

Abreviaturas: TGF-beta - “Factor de Crecimiento Transformante-beta”; TGF-bBP - “Proteina de unién al Factor
de Crecimiento Transformante-beta” (una TGF-bBP representativa se denomina “H. Beer”); BMP - “proteina mor-
fogénica del hueso”; PCR - “reaccién en cadena de la polimerasa”; RT-PCR - procedimiento de PCR en el cual el
ARN es transcrito primero a ADN en la primera etapa utilizando la transcriptasa inversa (RT); ADNc - cualquier ADN
elaborado copiando una secuencia de ARN en forma de ADN.

Como se ha indicado antes, la presente invencién proporciona una clase novedosa de proteinas de unién al TGF-
beta, asi como medicamentos y composiciones para incrementar el contenido mineral del hueso en animales de sangre
caliente. Brevemente, las presentes invenciones se basan en el descubrimiento inesperado de que una mutacién en el
gen que codifica un miembro novedoso de la familia de las proteinas de unién al TGF-beta produce una rara afeccién
(esclerosteosis) caracterizada por contenidos minerales de los huesos que son una a cuatro veces superiores que en
individuos normales. De este modo, como se discute con mds detalle mds abajo este descubrimiento ha conducido
al desarrollo de andlisis que pueden ser utilizados para seleccionar moléculas que inhiben la unién de la proteina
del unién al TGF-beta a la familia de proteinas del TGF-beta y las proteinas morfogénica del hueso (BMP), y de
medicamentos que utilizan tales moléculas para incrementar el contenido mineral del hueso de animales de sangre
caliente (incluyendo por ejemplo, humanos).

Estudio de la enfermedad conocida como esclerosteosis

Esclerosteosis es un término que fue aplicado por Hansen (1967) (Hansen, H.G., Sklerosteose. Opitz, H., Schmid,
F., Handbuch der Kinderheilkunde. Berlin: Springer (pub.) 6 1967. pags. 351-355) a un trastorno similar a la hiper-
ostosis cortical generalizada de van Buchem pero posiblemente difiriendo en la apariencia radiolégica de los cambios
del hueso y en la presencia de sindactilia cutdnea asimétrica de los dedos indice y medio en muchos casos.

Se sabe ahora que la esclerosteosis es una alteracién semi-dominante autosémica que esté caracterizada por lesio-
nes esclerdticas ampliamente diseminadas del hueso en el adulto. La afeccién es progresiva. La esclerosteosis también
tiene un aspecto evolutivo que estd asociado con la sindactilia (dos o mds dedos estdn juntos). El Sindrome de Escle-
rosteosis estd asociado con una gran estatura y muchos individuos afectados alcanzan una altura de uno con ochenta y
tres metros (seis pies) o més. El contenido mineral del hueso de los homozigotos puede ser de 1 a 6 veces por encima
de los individuos normales y la densidad mineral del hueso puede ser de 1 a 4 veces por encima de los valores normales
(v.g., de hermanos no gemelos).
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El Sindrome de Esclerosteosis se produce principalmente en Afrikaaners de descendencia Alemana en Sudafrica.
Aproximadamente 1/140 individuos de la poblacién Afrikaaner son portadores del gen mutado (heterozigotos). La
mutacién muestra una penetrancia del 100%. Existen informes anecdéticos de aumento de la densidad mineral del
huso en heterozigotos con patologias no asociadas (sindactilia o sobrecrecimiento del cabeza dsea).

En la actualidad parece que no hay anomalia del eje de la pituitaria-hipotdlamo en la Esclerosteosis. En particular,
no parece haber sobre-produccién de la hormona del crecimiento ni de la cortisona. Ademads, los niveles de hormonas
sexuales son normales en los individuos afectados. No obstante, los marcadores de recambio 6seo (fosfatasa alcalina
especifica de osteoblastos, osteocalcina, propéptido C’ de procoldgeno de tipo I (PICP), y fosfatasa alcalina total,
(ver Comier, C., Curr. Opin. In Rheu. 7:243, 1995) indican que existe actividad hiperosteobldastica asociada con la
enfermedad pero que hay una actividad osteocldstica normal a débilmente disminuida medida mediante marcadores
de resorcidn 6sea (piridinolina, desoxipiridinolina, N-telopéptido, hidroxiprolina urinaria, fosfatasas acidas resistentes
al 4cido en plasma y galactosilhidroxilisina (ver Coomier, supra)).

La esclerosteosis se caracteriza por el depdsito continuo de hueso a lo largo de todo el esqueleto durante la vida de
los individuos afectados. En homozigotos el depdsito continuo de mineral del hueso conduce a un sobrecrecimiento
del hueso en las dreas del esqueleto en las que hay una ausencia de mecanorreceptores (cabeza dsea, mandibula,
craneo). En homozigotos con Esclerosteosis, el sobrecrecimiento de los huesos de la cabeza 6sea conduce a una
compresion craneal y eventualmente a la muerte debido a una presion hidrostatica excesiva sobre el tallo encefélico.
En todas las demads partes del esqueleto existe una esclerosis generalizada y difusa. Las dreas corticales de los huesos
largos estdn enormemente engrosadas dando como resultado un incremento sustancial en la resistencia del hueso.
Las conexiones trabeculares tienen un grosor incrementado que a su vez aumenta la fuerza del hueso trabecular. Los
huesos esclerdticos aparecen normalmente opacos a los rayos x.

Como se describe con mas detalle en el Ejemplo 1, la rara mutacién genética que es responsable del Sindrome
de Esclerosteosis ha sido localizada hacia la regién del cromosoma humano 17 que codifica un miembros novedoso
de la familia de las proteinas de unién al TGF-beta (un ejemplo representativo del cual es denominado “H. Beer”).
Como se describe con mds detalle mds abajo, basdndose en este descubrimiento, el mecanismo de mineralizacién
osea se comprende mds completamente, permitiendo el desarrollo de andlisis para moléculas que incrementan la
mineralizacion 6sea, y el uso de tales moléculas en la fabricaciéon de medicamentos para incrementar el contenido
mineral del hueso, y en el tratamiento o la prevencién de un amplio niimero de enfermedades.

Super-familia del TGF-beta

La stper-familia del Factor de Crecimiento Transformante-beta (TGF-beta) contiene una variedad de factores de
crecimiento que comparten elementos de la secuencia comunes y unidades estructurales (a los niveles tanto secunda-
rios como terciarios). Se sabe que esta familia de proteinas ejerce un amplio espectro de respuestas bioldgicas sobre
una gran variedad de tipos celulares. Muchas de ellas tienen importantes funciones durante el desarrollo embrionario
en la formacidn del patrén y la especificacion de tejidos; en adultos, estdn implicadas, v.g., en la curacién de heridas
y la reparacion dsea y la remodelacion 6sea, y en la modulacién del sistema inmunitario. Ademés de los tres TGF-
beta, en la stiper-familia se incluyen las Proteinas Morfogénicas del Hueso (BMP), Activinas, Inhibinas, Factores de
Crecimiento y Diferenciacién (GDF), y Factores Neurotréficos Derivados de la Glia. La clasificacién primaria es es-
tablecida por medio de rasgos de la secuencia general que vinculan una proteina especifica a una sub-familia general.
La estratificacion adicional dentro de la sub-familia es posible debido a una conservacién de la secuencia mas estricta
entre los miembros de un grupo mds pequefio. En ciertos casos, tales como BMP-5, BMP-6 y BMP-7, esta puede ser
tan elevada como el 75 por ciento de homologia de aminodcidos entre los miembros del grupo mas pequefio. Este nivel
de identidad permite que una tnica secuencia representativa ilustre los elementos bioquimicos clave del sub-grupo que
la separa de los otros miembros de la familia mds grande.

El TGF-beta sefiala induciendo la formacién de complejos hetero-oligoméricos de los receptores tipo I y de tipo
II. La estructura cristalina del TGF-beta2 ha sido determinada. El plegado general del monémero de TGF-beta2 con-
tiene una estructura de tipo nudo de cisteina, compacto, estable formado por tres puentes disulfuro. La dimerizacion,
estabilizada por un puente disulfuro, es antiparalela.

Los miembros de la familia del TGF-beta inician su accién celular uniéndose a receptores con una actividad
serina/treonina quinasa intrinseca. Esta familia de receptores consta de dos subfamilias, denominadas receptores de
tipo I de tipo II. Cada miembro de la familia del TGF-beta se une a una combinacidn caracteristica de receptores de
tipo I y de tipo II, ambos los cuales son necesarios para la sefializacién. En el modelo actual para la activacién del TGF-
beta, el TGF-beta se une primero al receptor de tipo II (TbR-II), que aparece en la membrana celular en una forma
oligomérica con quinasa activada. Después de eso, el receptor de tipo I (TbR-I), que no puede unirse al ligando en
ausencia de TbR-II, es reclutado en el complejo. Después TbR-II fosforila TbR-I predominantemente en un dominio
rico en restos glicina y serina (dominio GS) en la regién de la yuxtamembrana, y de ese modo activa TbR-I.

Hasta ahora se han identificado siete receptores de tipo I y cinco receptores de tipo II.
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Las proteinas morfogenicas del hueso (BMP) son proteinas reguladoras claves en la determinacion de la densidad
mineral del hueso en humanos

Un avance principal en la comprensién de la formacién de hueso fue la identificacion de las proteinas morfo-
génicas del hueso (BMP), también conocidas como proteinas osteogénicas (OP), que regulan la diferenciacion del
cartilago y el hueso in vivo. Las BMP/OP inducen la diferenciacion del hueso endocondral por medio de una cascada
de eventos que incluyen la formacién de cartilago, la hipertrofia y la calcificacién del cartilago, la invasién vascular,
la diferenciacién de osteoblastos, y la formacién de hueso. Como se ha descrito antes, las BMP/OP (BMP 2-14, y
proteinas osteogénicas 1 y 2, OP-1 y OP-2) son miembros de la siper-familia del TGF-beta. La sorprendente con-
servacion evolutiva entre los miembros de la sub-familia de BMP/OP sugiere que son criticos en el desarrollo y la
funcién normal de los animales. Por otra parte, la presencia de multiples formas de BMP/OP plantea una cuestién
importante acerca de la relevancia bioldgica de esta aparente redundancia. Ademads de la condrogénesis y la osteogé-
nesis post-fetal, las BMP/OP juegan miiltiples papeles en la esqueletogénesis (incluyendo el desarrollo de los tejidos
craneofaciales y dentales) y en el desarrollo embridnico y a organogénesis de los 6rganos parenquimatosos, incluyen-
do el rifién. Se sabe ahora que la naturaleza cuenta con mecanismos moleculares comunes (y escasos) adaptados para
proporcionar la emergencia de tejidos y 6érganos especializados. La stper-familia de BMP/OP es un elegante ejemplo
de parsimonia natural en la programacion de mdltiples funciones especializadas que despliegan isoformas molecu-
lares con una variacién minoritaria en las unidades de aminoécidos dentro de regiones carboxi terminales altamente
conservadas.

Antagonismo de BMP

Las sub-familias de las BMP y la Activina estdn sujetas a una regulacion post-traduccional significativa. Existe
un sistema de control extracelular intrincado, por medio del cual se sintetiza y se exporta un antagonista de elevada
afinidad, y con posterioridad forma complejos selectivamente con las BMP o las activinas para desorganizar su acti-
vidad biolégica (W.C. Smith (1999) TIG 75(1) 3-6). Han sido identificados algunos de estos antagonistas naturales, y
basandose en la divergencia de la secuencia parecen haber evolucionado independientemente debido a la carencia de
conservacion de la secuencia primaria. No ha habido un trabajo estructural hasta la fecha sobre esta clase de proteinas.
Los estudios de estos antagonistas han destacado una clara diferencia para interaccionar y neutralizar BMP-2 y BMP-
4. Ademis, el mecanismo de inhibicién parece diferir para los diferentes antagonistas (S. Iemura y col. (1998) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 95 9337-9342).

Proteinas de union a TGF-beta novedosas
1. Antecedente re: proteinas de union al TGF-beta

Como se ha observado antes, la presente invencién proporciona un clase novedosa de proteinas de unién al TGF-
beta que posee un armazén de cisteina (disulfuro) casi idéntico cuando se comparaba con DAN Humana, Gremlin
Humana, y Cerberus Humana, y SCGF (Patente de los estados Unidos Num. 5.780.263) pero no posee casi homologia
a nivel de nucleédtidos (para la informacién antecedente, ver generalmente Hsu, D.R., Economides, A.N., Wang, X.,
Eimon, P.M., Harland, R.M., “The Xenopus Dorsalizing Factor Gremlin Identifies a Novel Family of Secreted Proteins
that Antagonize BMP Activities”, Molecular Cell 1:673-683, 1998).

Un ejemplo representativo de la clase novedosa de proteinas de unién al TGF-beta se describe en las Secuencias de
ID Nums. 1, 5, 9, 11, 13, y 15. Se debe entender que los miembros representativos de esta clase de protefnas de unién
incluyen variantes de la proteina de unién al TGF-beta (v.g., las Secuencias de ID Nims. 5 y 7). Segin se utiliza aqui,
un “gen variante de la proteina de unién al TGF-beta” hace referencia a moléculas de dcido nucleico que codifican un
polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos que es una modificacién de las Secuencias de ID Nums. 2, 10, 12,
14 o0 16. Entre tales variantes se incluyen los polimorfismos de origen natural o las variantes alélicas de los genes de la
proteina de unién al TGF-beta, asi como genes sintéticos que contienen sustituciones de aminodcidos conservativas de
estas secuencias de aminoacidos. Las formas variantes adicionales de un gen de la proteina de unién al TGF-beta son
moléculas de 4cido nucleico que contienen inserciones o deleciones de las secuencias de nucledtidos descritas aqui.
Los genes variantes de la proteina de unién al TGF-beta pueden ser identificados determinando si los genes hibridan
con una molécula de dcido nucleico que tenga la secuencia de nucledtidos de las Secuencias de ID Nuams. 1, 5,7,9, 11,
13, o 15 en condiciones restrictivas. Ademas, los genes variantes de la proteina de uni6én al TGF-beta deben codificar
una proteina que tenga un esqueleto de cisteina.

Como alternativa, se pueden identificar genes variantes de la proteina de unién al TGF-beta mediante comparacién
de la secuencia. Segun se utiliza aqui, dos secuencias de aminodcidos tienen una “identidad de secuencia del 100%”
si los restos aminodcido de las dos secuencias de amino4cidos son iguales cuando se alinean para una mdxima corres-
pondencia. De un modo similar, dos secuencias de nucleétidos tienen una “identidad de secuencia del 100%” si los
restos nucleotidicos de las dos secuencias de nucledtidos son iguales cuando se alinean para una mixima correspon-
dencia. Las comparaciones de la secuencia se pueden realizar utilizando programas de soporte 16gico normalizados
tales como los incluidos en la Suite de computacion bioinformédtica LASERGENE, que es producida por DNASTAR
(Madison, Wisconsin). Otros métodos para comparar dos secuencias de nucleétidos o de aminodcidos mediante la
determinacion del alineamiento 6ptimo son bien conocidos por los expertos en la técnica (ver, por ejemplo, Peruski
y Peruski, The Internet and the New Biology: Tools for Genomic and Molecular Research (ASM Press. Inc. 1997),
Wu y col, (eds.), “Information Superhighway and Computer Databases of Nucleic Acids and Proteins”, en Methods in
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Gene Biotechnology, paginas 123-151 (CRC Press, Inc. 1997), y Bishop (ed.), Guide to Human Genome Computing,
2% Edicién (Academic Press, Inc. 1998)).

Una proteina de unién al TGF-beta variante debe tener al menos una identidad de secuencia de aminoécidos del
50% con las Secuencias de ID Nums. 2, 6, 10, 12, 14, 0 16 y preferiblemente, una identidad de més del 60%, 65%, 70%,
80%, 85%, 90%, 0 95%. Alternativamente, las variantes de la proteina de unién al TGF-beta pueden ser identificadas
por tener una identidad de secuencia de nucledtidos de al menos el 70% con las Secuencias de ID Nuams. 1, 5,9, 11,
13 o 15. Por otra parte, la presente invencién contempla las variantes del gen de la proteina de unién al TGF-beta
que tienen una identidad de mas del 75%, 80%, 85%, 90%, 0 95% con el SEQ ID NO. 1. Sin hacer caso del método
concreto utilizado para identificar un gen variante de una proteina de unién al TGF-beta o una proteina de unién al
TGF-beta, una proteina de unién al TGF-beta variante o un polipéptido codificado por un gen de la proteina de unién
al TGF-beta variante puede ser caracterizado funcionalmente, por ejemplo, mediante su capacidad para unirse a y/o
inhibir la sefializacion de un miembro seleccionado de la familia de proteinas del TGF-beta, o mediante su capacidad
para unirse especificamente a un anticuerpo de una proteina de unién al TGF-beta.

En la presente invencidn se incluyen fragmentos funcionales de los genes de las proteinas de unién al TGF-beta. En
el contexto de esta invencion, un “fragmento funcional” de un gen de una proteina de unién al TGF-beta hace referencia
a una molécula de 4cido nucleico que codifica una porcién de un polipéptido de la proteina de unién al TGF-beta que
o bien posee (1) la actividad funcional indicada antes, o bien (2) se une especificamente con un anticuerpo de una
proteina de unién al TGF-beta. Por ejemplo, un fragmento funcional de un gen de una proteina de unién al TGF-beta
descrito aqui comprende una porcidn de la secuencia de nucleétidos de las SEC ID Nums: 1, 5,9, 11, 13, 0 15.

2. Aislamiento del gen de la proteina de union al TGF-beta

Se pueden obtener moléculas de ADN que codifican un gen de una proteina de unién rastreando una genoteca
deADNCc o gendémico humano utilizando sondas polinucleotidicas basadas, por ejemplo, en la SEC ID NO: 1.

Por ejemplo, la primera etapa en la preparacién de una genoteca deADNCc es aislar el ARN utilizando métodos
bien conocidos por los expertos en la técnica. En general, las técnicas de aislamiento de ARN deben proporcionar
un método para romper las células, un medio para inhibir la degradacién de ARN dirigida por la ARNasa, y un
método para separar el ARN del ADN, la proteina y los polisacdridos contaminantes. Por ejemplo, se puede aislar
el ARN total congelando el tejido en nitrégeno liquido, triturando el tejido congelado con un mortero y una mano
de mortero para lisar las células, extrayendo el tejido triturado con una solucién de fenol/cloroformo para separar las
proteinas, y separando el ARN de las impurezas restantes mediante precipitacion selectiva con cloruro de litio (ver,
por ejemplo, Ausubel y col. (eds.), Short Protocols in Molecular Biology, 3* Edicion, paginas 4-1 a 4-6 (John Wiley
& Sons 1995) [“Ausubel (1995)”]; Wu y col., Methods in Gene Biotechnology, paginas 33-41] (CRC Press, Inc. 1997)
[“Wu (1997)]).

Alternativamente, el ARN total puede ser aislado extrayendo el tejido triturado con isotiocianato de guanidinio, ex-
trayendo con disolventes organicos, y separando el ARN de los contaminantes utilizando la centrifugacién diferencial
(ver, por ejemplo, Ausubel (1995) en las paginas 4-1 a 4-6; Wu (1997) en las paginas 33-41).

Con el fin de construir una genoteca deADNc, se debe aislar ARN poli(A)* de la preparacién de ARN total. El
ARN poli(A)* puede ser aislado del ARN total utilizando la técnica normalizada de la cromatografia en oligo(dT)-
celulosa (ver, por ejemplo, Ausubel (1995) en las pdginas 4-11 a 4-12).

Las moléculas de ADNc de doble hebra son sintetizadas a partir de ARN poli(A)* utilizando mecanismos bien
conocidos por los expertos en la técnica (ver, por ejemplo, Wu (1997) en las paginas 41-46). Por otra parte, se pueden
utilizar estuches asequibles comercialmente para sintetizar moléculas de ADNc de doble hebra. Por ejemplo, tales
estuches son asequibles de Life Technologies, Inc. (Gaithersburg, Maryland), CLONTECH Laboratories, Inc. (Palo
Alto, California), Promega Corporation (Madison, Wisconsin) y Stratagene Cloning Systems (La Jolla, California).

El enfoque basico para obtener clones de ADNc de la proteina de unién al TGF-beta puede ser modificado cons-
truyendo una genoteca deADNCc sustraida que esté enriquecido en moléculas de ADNc especificas de la proteina de
unién al TGF. Los mecanismos para construir genotecas sustraidas son bien conocidos por los expertos en la técnica
(ver, por ejemplo, Sargent, “Isolation of Differentially Expressed Genes” en Meth. Enzymol. 152:423, 1987,y Wu y
col., (eds.) “Construction and Screening of Substracted and Complete Expression cDNA Libraries”, en Methods in
Gene Biotechnology, paginas 29-65 (CRC Press, Inc. 1997)).

Diversos vectores de clonacién son apropiados para la construccién de una genoteca deADNc. Por ejemplo, se pue-
de preparar una genoteca deADNc en un vector derivado de bacteriéfagos, tal como un vector Agt10 (ver, por ejemplo,
Huynh y col., “Construction and Screening cDNA in Agt10 and Agtl1”, en DNA Cloning: A Practical Approach Vol.
I, Glover (ed.) pagina 49 (IRL Press, 1985); Wu (1997) en las paginas 47-52).

Alternativamente, se pueden insertar moléculas de ADNc de doble hebra en un vector plasmidico, tal como un
vector pBluescript (Stratagene Cloning Systems; La Jolla, California), LambdaGEM-4 (Promega Corp.; Madison,
Wisconsin) u otros vectores asequibles comercialmente. Los vectores de clonacién adecuados también pueden ser
obtenidos de la American Type Culture Collection (Rockville, Maryland).
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Con el fin de amplificar las moléculas de ADNc clonadas, la genoteca deADNc es insertada en un huésped pro-
caridtico, utilizando mecanismos normalizados. Por ejemplo, se puede introducir una genoteca deADNc en células E.
coli DHS5 competentes, que pueden ser obtenidas de Life Technologies, Inc. (Gaithersburg, Maryland).

Se puede preparar una genoteca de ADN gendémico humano por métodos bien conocidos en la técnica (ver, por
ejemplo, Ausubel (1995) en las paginas 5-1 a 5-6; Wu (1997) en las paginas 307-327). Se puede aislar ADN geno-
mico lisando tejido con el detergente Sarkosyl, digiriendo el producto lisado con proteinasa K, aclarando los restos
insolubles del producto lisado mediante centrifugacion, precipitando el dcido nucleico del producto lisado utilizando
isopropanol, y purificando el ADN resuspendido en un gradiente de densidad de cloruro de cesio.

Los fragmentos de ADN que son adecuados para la producciéon de un genoteca gendémica pueden ser obtenidos
sometiendo a cizalla al azar el ADN gendmico o mediante digestion parcial del ADN gendémico con endonucleasas
de restriccion. Los fragmentos de ADN gendémico pueden ser insertados en un vector, tal como un vector bacteri6fago
o cosmidico, seglin los mecanismos convencionales, tal como el uso de la digestiéon con enzimas de restriccién para
proporcionar extremos apropiados, el uso del tratamiento con fosfatasa alcalina para evitar la unién no deseada de
moléculas de ADN, y la ligadura con ligasa apropiadas. Los mecanismos para semejante manipulacién son bien
conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Ausubel (1995) en las paginas 5-1 a 5-6; Wu (1997) en las pdginas 307-
327).

Las moléculas de acido nucleico que codifican un gen de la proteina de unién al TGF-beta también pueden ser
obtenidas utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores oligonucleotidicos que tengan se-
cuencias de nucleétidos del gen de la proteina de unién al TGF-beta humano, como se describe aqui. Los métodos
generales para rastrear genotecas con PCR son proporcionados por ejemplo, por Yu y col., “Use of the Polymera-
se Chain Reaction to Screen Phage Libraries”, en Methods in Molecular Biology, Vol. 15: PCR Protocols: Current
Methods and Applications, White (ed.) pdginas 211-215 (Humana Press, Inc. 1993). Por otra parte, describen meca-
nismos para utilizar la PCR para aislar genes relacionados, por ejemplo, Preston, “Use of Degenerate Oligonucleotide
Primers and the Polymerase Chain Reaction to Clone Gene Family Members”, in Methods in Molecular Biology, Vol.
15: PCR Protocols: Current Methods and Applications, White (ed.), paginas 317-337 (Humana Press, Inc. 1993).

Alternativamente, se pueden obtener genotecas genémicas humanas de fuentes comerciales tales como Research
Genetics (Huntsville, AL) y American Type Culture Collection (Rockville, Maryland).

Se puede rastrear una genoteca que contiene ADNc o clones genémicos con una o mds sondas polinucleotidicas

basadas en el SEC ID NUM: 1, utilizando métodos normalizados (ver, por ejemplo, Ausubel (1995) en las paginas 6-
la6-11).

Los anticuerpos anti-proteina de unién al TGF-beta, producidos como se describe mds abajo, también pueden ser
utilizados para aislar secuencias de ADN que codifican los genes de la proteina de unién al TGF-beta de las genotecas
de ADNCc. Por ejemplo, los anticuerpos pueden ser utilizados para rastrear genotecas de expresion de Agtll, o se
pueden utilizar los anticuerpos para el inmunorrastreo después de la seleccién y la traduccién de hibridos (ver, por
ejemplo, Ausubel (1995) en las pdginas 6-12 a 6-16; Margolis y col., “Screening A expression libraries with antibody
and protein probes”, en DNA Cloning 2: Expression Systems, 2° Edicion, Glover y col., (eds.) paginas 1-14 (Oxford
University Press 1995)).

La secuencia de un ADNc de una proteina de unién al TGF-beta o de un fragmento gendémico de la proteina
de unién al TGF-beta puede ser determinada utilizando métodos normalizados. Por otra parte, la identificacién de
fragmentos genémicos que contienen un promotor o un elemento regulador de la proteina de unién al TGF-beta puede
ser lograda utilizando mecanismos bien establecidos, tales como andlisis de delecién (ver, generalmente, Ausubel
(1995)).

Como alternativa, se puede obtener un gen de una proteina de unién al TGF-beta sintetizando moléculas de ADN
utilizando oligonucledtidos largos mutuamente cebadores y secuencias de nucleétidos descritas aqui (ver, por ejemplo,
Ausubel (1995) en las paginas 8-8 a 8-9). Los mecanismos establecidos que utilizan la reaccién en cadena de la
polimerasa proporcionan la capacidad de sintetizar moléculas de ADN de al menos dos kilobases de longitud (Adang
y col., Plant Molec. Biol. 21:1131, 1993; Bambot y col., PCR Methods and Applications 2:266, 1993; Dilton y col.,
“Use of the Polymerase Chain Reaction for the Rapid Construction of Synthetic Genes”, en Methods in Molecular
Biology, Vol. 15: PCR Protocols Current Methods and Applications, White (ed.), pdginas 263-268, (Humana Press,
Inc., 1993); Holowachuk y col., PCR Methods Appl. 4:299, 1995).

3. Produccion de genes de la proteina de union al TGF-beta

Se pueden obtener moléculas de acido nucleico que codifican genes de proteina de unién a TGF-beta variantes
rastreando diversas genotecas de ADNc o gendémico con sondas oligonucleotidicas que tienen secuencias de nucle6-
tidos basadas en los SEC ID NO: 1, 5, 9, 11, 13, o 15, utilizando los procedimientos descritos antes. Las variantes
del gen de la proteina de unién al TGF-beta también pueden ser construidas sintéticamente. Por ejemplo, se puede
idear una molécula de 4dcido nucleico que codifique un polipéptido que tenga un cambio de aminodcido conservativo,
en comparacién con la secuencia de aminodcidos de los SEC ID NO: 2, 6, 8, 10, 12, 14, o 16. Esto es, se pueden
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obtener variantes que contengan una o mds sustituciones de aminoécidos de los SEC ID NO: 2, 6, 8, 10, 12, 14 o 16,
en las cuales un aminoécido alquilico estd sustituido por un aminodcido alquilico en una secuencia de aminoacidos
de la proteina de unién al TGF-beta, un aminodcido aromadtico estd sustituido por un aminoacido aromdtico en una
secuencia de aminodcidos de la proteina de unién al TGF-beta, un aminodcido que contiene azufre es sustituido por
un aminoécido que contiene azufre en una secuencia de aminoacidos de la proteina de unién al TGF-beta, un ami-
nodcido que contiene hidroxi es sustituido por un aminoécido que contiene azufre en una secuencia de aminoacidos
de la proteina de unién al TGF-beta, un aminodcido 4cido es sustituido por un aminoacido 4cido en una secuencia de
aminodcidos de la proteina de unién al TGF-beta, un aminodcido alcalino es sustituido por un aminodcido alcalino
en una secuencia de aminodcidos de la proteina de unién al TGF-beta, o un aminodcido monocarboxilico dibdsico es
sustituido por un aminodcido monocarboxilico dibdsico en una secuencia de aminodcidos de la proteina de unidn al
TGF-beta.

Entre los aminodcidos comunes, por ejemplo, una “sustitucién de aminodcidos conservativa” es ilustrada por una
sustitucion entre aminodcidos dentro de cada uno de los siguientes grupos: (1) glicina, alanina, valina, leucina, e
isoleucina, (2) fenilalanina, tirosina, y triptéfano, (3) serina y treonina, (4) aspartato y glutamato, (5) glutamina y
asparragina, y (6) lisina, arginina e histidina. Al realizar tales sustituciones, es importante, cuando sea posible mantener
el esqueleto de cisteina esbozado en la Figura 1.

Los cambios de aminodcidos conservativos en el gen de la proteina de unién al TGF-beta pueden ser introducidos
sustituyendo nucledtidos por los nucleétidos citados en el SEC ID NO: 1. Tales “variantes de aminoacido conserva-
tivo” pueden ser obtenidas, por ejemplo, mediante mutagénesis dirigida al sitio, y similar (ver Ausubel (1995) en las
paginas 8-10 a 8-22, y McPherson (ed.), Directed Mutagenesis: A Practical Approach (IRL Press 1991)). La capaci-
dad funcional de tales variantes puede ser determinada utilizando un método normalizado, tal como el analisis descrito
aqui. Alternativamente, un polipéptido de la proteina de unién al TGF-beta variante puede ser identificado mediante
la capacidad de unirse especificamente a anticuerpos anti-proteina de unién al TGF-beta.

Se pueden realizar andlisis de delecién rutinarios de moléculas de 4cido nucleico para obtener “fragmentos fun-
cionales” de una molécula de 4cido nucleico que codifica un polipéptido de la proteina de unién al TGF-beta. Como
ilustracion, se pueden digerir moléculas de ADN que tienen la secuencia de nucleétidos del SEC ID NO: 1 con la
nucleasa Bal31 para obtener una serie de deleciones encajadas. Después los fragmentos son insertados en vectores
de expresién en un marco de lectura apropiado, y los polipéptidos expresados son aislados y sometidos a ensayo en
cuanto a su actividad, o en cuanto a la capacidad de unirse a anticuerpos anti-proteina de unién al TGF-beta. Una
alternativa a la digestion con exonucleasa es la utilizacién de la mutagénesis dirigida al oligonucledtido para introdu-
cir deleciones o codones de terminacion para especificar la produccién de un fragmento deseado. Alternativamente,
se pueden sintetizar fragmentos concretos de un gen de la proteina del unién al TGF-beta utilizando la reaccién en
cadena de la polimerasa.

Los mecanismos normalizados para el andlisis funcional de las proteina son descritos, por ejemplo, por Treuter y
col., Molec. Gen. Genet. 240:113, 1993; Content y col., “Espression and preliminay deletion analysis of the 42 kea
2-5A synthesise induced by human interferon”, en Biological Interferon Systems, Proceedings of ISIR-TNO Meeting
on Interferon Systems, Cantell (ed.), paginas 65-72 (Nijhoff 1987); Herschman, “The EGF Receptor”, en Control
of Animal Cell Proliferation, Vol. I, Boynton y col., (eds.) paginas 169-199 (Academic Press 1985); Coumailleau y
col., J. Biol. Chem. 270-29270, 1995; Fukunaga y col., J. Biol. Chem. 270:25291, 1995; Yamaguchi y col., Biochem.
Pharmacol. 50:1295, 1995; y Meisel y col., Plant Molec. Biol. 30:1, 1996.

La presente invencién también contempla fragmentos funcionales de un gen de la proteina de unién al TGF-beta
que tienen cambios de aminodcidos conservativos.

Un gen variante de la proteina de unién al TGF-beta puede ser identificado basdndose en la estructura determinando
el nivel de identidad con las secuencias de nucleétidos y aminoécidos de los SEC ID NO: 1, 5,9, 11, 13,0 15y 2,
6, 10, 12, 14, o 16, como se ha discutido antes. Un enfoque alternativo para identificar un gen variante basandose en
la estructura consiste en determinar si una molécula de dcido nucleico que codifica un gen de la proteina de unién
al TGF-beta variantes puede hibridar en condiciones restrictivas con una molécula de 4cido nucleico que tiene la
secuencia de nucledtidos de los SEC ID NO: 1, 5, 9, 11, 13, o 15, o una porcién de la misma de una longitud de
al menos 15 o 20 nucleétidos. Como ilustracién de las condiciones de hibridacién restrictivas, se puede unir una
molécula de dcido nucleico que tenga una secuencia de la proteina de unién al TGF-beta variante con un fragmento
de una molécula de 4cido nucleico que tenga una secuencia de la SEC ID NO: 1 en un tampén que contenga, por
ejemplo, SxSSPE (1xSSPE = cloruro de sodio 180 mM, fosfato de sodio 10 mM, EDTA 1 mM (pH 7,7), Sxsolucién
de Denhardt (100xDenhardt = seralbimina bovina al 2% (p/v), Ficoll al 2% (p/v), polivinilpirrolidona al 2% (p/v) y
SDS al 0,5% incubado durante la noche a 55-60°C. Los lavados post-hibridacién con una alta restriccion se realizan
tipicamente en 0,5xSSC (1xSSC = cloruro de sodio 150 mM, citrato de sodio 15 mM) o en 0,5xSSPE a 55-60°C.

Con independencia de la secuencia de nucleétidos concreta de un gen de la proteina de unién al TGF-beta variante,
el gen codifica un polipéptido que puede ser caracterizado por su actividad funcional, o por la capacidad de unirse
especificamente a un anticuerpo anti-proteina de unién al TGF-beta. Mas especificamente, los genes de la proteina de
unién al TGF-beta variantes codifican polipéptidos que muestran al menos un 50%, y preferiblemente, mas del 60,
70, 80 0 90% de la actividad de los polipéptidos codificados por el gen de la proteina de unién al TGF-beta humano
descrito aqui.
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4. Produccion de la proteina de union al TGF-beta en Células Cultivadas

Para expresar un gen de una proteina de unién al TGF-beta, una molécula de 4dcido nucleico que codifica el poli-
péptido debe ser conectada operablemente a secuencias reguladoras que controlan la expresion transcripcional en un
vector de expresion y después introducida en una célula huésped. Ademads de las secuencias reguladoras de la trans-
cripcidn, tales como promotores e intensificadores, los vectores de expresion pueden incluir secuencia reguladoras de
la traduccién y un gen marcador que sea adecuado para la seleccion de células que portan el vector de expresion.

Los vectores de expresion que son adecuados para la produccién de una proteina fordnea en células eucaridticas
contienen tipicamente (1) elementos de ADN procaridtico que codifican un origen de replicaciéon bacteriano y un
marcador de resistencia a antibidticos para proporcionar el crecimiento y la seleccién del vector de expresion en
un huésped bacteriano; (2) elementos de ADN eucaridtico que controlan el inicio de la transcripcion, tal como un
promotor, y (3) elementos de ADN que controlan la maduracién de los transcritos, tales como una secuencia de
terminacion de la transcripcién/poliadenilacién.

Las proteinas de unién al TGF-beta de la presente invencién son expresadas preferiblemente en células de ma-
mifero. Entre los ejemplos de las células huésped de mamifero se incluyen células de rifion de mono verde Africano
(Vero; ATCC CRL 1587, células de rifion embriénico humano ((293-HEK; ATCC CRL 1573), células de rifién de
cria de hamster (BHK-21; ATCC CRL 8544), células de rifién caninas (MDCK; ATCC CCL 34), células de ovario
de hamster Chino (CHO-K1; ATCC CCL61), células de pituitaria de rata (GH1; ATCC CCL82), células HeLLa S3
(ATCC CCL2.2), células de hepatoma de rata (H-4-1I-E; ATCC CRL 1548), células de rifién de mono transformadas
con SV40 (COS-1; ATCC CRL 1650) y células embriénicas de raténs (NIH-3T3; ATCC CRL 1658).

Para un huésped mamifero, las sefiales reguladoras de la transcripcién y la traduccién pueden derivar de fuentes vi-
rales, tales como adenovirus, virus de papiloma bovino, virus de simios, o similar, en los cuales las sefiales reguladoras
estdn asociadas con un gen concreto que tiene un elevado nivel de expresion. Las secuencias reguladoras transcripcio-
nales y traduccionales también pueden ser obtenidas de genes de mamiferos, tales como los genes de actina, coldgeno,
miosina, y metalotioneina.

Entre las secuencias reguladoras transcripcionales se incluyen una regién promotora suficiente para dirigir el inicio
de la sintesis de ARN. Entre los promotores eucariéticos adecuados se incluyen el promotor del gen de la metalotio-
nefna I de ratén [Hamer y col., J. Molec. Appl. Genet. 1:273,1982], el promotor TK del Herpes virus [McKnight,
Cell 31:355, 1982], el promotor temprano de SV40 [Benoist y col., Nature 290:304,1981], el promotor del virus
del Sarcoma de Rous [Gorman y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9:6777, 1982], el promotor de citomegalovirus
[Foecking y col., Gene 45, 101, 1980], y el promotor del virus del tumor mamario de ratén (ver, generalmente, Et-
cheverry, “Expression of Engineered Proteins in Mammalian Cell Culture”, en Protein Engineering Principles and
Practice, Cleland y col. (eds.), paginas 163-181 (John Wiley & Sons, Inc. 1996)).

Alternativamente, se puede utilizar un promotor procaridtico, tal como el promotor de la ARN polimerasa del
bacteri6fago T3 para controlar la expresion del gen de la proteina de unién al TGF-beta en células de mamifero si
el promotor procaridtico estd regulado por un promotor eucariético (Zhou y col., Mol. Cell. Biol. 10:4529, 1990;
Kaufman y col., Nucl. Acids Res. 19:4485, 1991).

Los genes de la proteina de unién al TGF-beta también pueden ser expresados en células bacterianas, de levadura,
de insectos o de plantas. Los promotores adecuados que pueden ser utilizados para expresar los polipéptidos de la
proteina de unién al TGF-beta en un huésped procaridtico son bien conocidos por los expertos en la técnica e incluyen
promotores capaces de reconocer las polimerasas de T4, T3, Sp6 y T7, los promotores Py y P; del bacteriéfago
lambda, los promotores trp, recA, del choque térmico, lacUV5, tac, Ipp-lacSpr, phoA, y lacZ de E. coli, los promotores
de B. subtilis, los promotores de los bacteriéfagos de Bacillus, los promotores de Streptomyces, el promotor int del
bacteriéfago lambda, el promotor bla de pBR322, y el promotor CAT del gen de la cloramfenicol acetil transferasa.
Los promotores procaridticos han sido revisados por Glick, J. Ind. Microbiol. 1:277, 1987, Watson y col., Molecular
Biology of the Gene, 4* Ed. (Benjamin Cummins 1987), y por Ausubel y col., (1995).

Entre los huéspedes procaridticos preferidos se incluyen E. coli y Bacillus subtilis. Entre las cepas adecuadas de E.
coli se incluyen BL21(DE3), BL2(DE3)pLysS, BL21(DE3)pLysE, DH1, DH4, DHS, DH51, DH51F’, DHS1IMCR,
DH10B, DH10B/p3, DH11S, C600, HB101, JM101, JM105, JIM109, IM110, K38,RR1, Y1088, Y1089, CSHI18,
ER1451, y ER1647 (ver, por ejemplo, Brown (Ed.), Molecular Biology Labfax (Academic Press 1991)). Entre las
cepas adecuadas de Bacillus subtilis se incluyen BR151, YB886, M1119, M1120, y B170 (ver, por ejemplo, Hardy,
“Bacillus Cloning Methods”, en DNA Cloning: A Practical Approach, Glover (Ed.) IRL Press 1985)).

Los métodos para expresar proteinas en huéspedes procariéticos son bien conocidos para los expertos en la técnica
(ver, por ejemplo, Williams y col., “Expression of foreign proteins in E. coli using plasmid vectors and purification
of specific polyclonal antibodies”, en DNA Cloning 2: Expression Systems, 2* Edicion, Glover y col. (eds.) pagina 15
(Oxford University Press 1995), Ward y col., “Genetic Manipulation and Expression of Antibodies”, en Monoclonal
Antibodies: Principles and Applications, pagina 137 (Wiley-Liss, Inc. 1995); y Georgiou, “Expression of Proteins in
Bacteria”, en Protein Engineering: Principles and Practice, Cleland y col., (eds.), pagina 101 (John Wiley & Sons,
Inc. 1996).
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El sistema de baculovirus proporciona un medio eficaz de introducir genes de la proteina de union al TGF-beta
clonada en células de insecto. Los vectores de expresion adecuados estdn basados en el virus de la polihedrosis nuclear
multiple de Autographa californica (AcMNPV), y contienen promotores bien conocidos tales como el promotor 70 de
la proteina del choque térmico de Drosophila (hsp), el promotor del gen temprano inmediato (ie-1) y el promotor 39K
temprano retardado de Autographa californica, el promotor p10 de baculovirus, y el promotor de la metalotioneina
de Drosophila. Entre las células huésped e insecto adecuadas se incluyen lineas celulares derivadas de IPLB-Sf-21,
una linea celular de ovario de pulpa de Spodoptera frugiperda, tal como Sf9 (ATCC CRL 1711), Sf21AE, y Sf21
(Invitrogen Corporation, San Diego, CA), asi como células Schneider-2 de Drosophila. Las técnicas establecidas para
producir proteinas recombinantes en sistemas de baculovirus son proporcionadas por Bailey y col., “Manipulation
of Baculovirus Vectors”, en Methods in Molecular Biology, Volumen 7: Gene Transfer and Expression Protocols,
Murray (ed.), paginas 147-168 (The Humana Prees, Inc. 1991), por Patel y col., “The baculovirus expression system”,
en DNA Cloning 2: Expression Systems, 2* Edicién, Glover y col., (eds.), paginas 205-244 (Oxford University Press
1995), por Ausubel (1995) en las paginas 16-37 a 16-57, por Richardson (ed.), Baculovirus Expression Protocols (The
Humana Press, Inc. 1995), y por Lucknow, “Insect Cell Expression Technology”, en Protein Engineering: Principles
and Practice, Cleland y col. (eds.), padginas 183-218 (John Wiley & Sons, Inc. 1996).

Entre los promotores para la expresion en levaduras se incluyen promotores de GAL! (galactosa), PGK (fosfoglice-
rato quinasa), ADH (alcohol deshidrogenasa), AOXI (alcohol oxidasa), HIS4 (histidinol deshidrogenasa), y similares.
Se han disefiado muchos vectores de clonacién de levaduras y son asequibles ficilmente. Entre estos vectores se in-
cluyen vectores basados en Ylp, tales como YIpS5, vectores YRp, tales como YRp17, vectores YEp tales como YEp13
y vectores YCp, tales como YCpl9. Un experto en la técnica apreciard que hay una amplia variedad de vectores
adecuados para la expresion en células de levadura.

Los vectores de expresion también pueden ser introducidos en protoplastos de plantas, tejidos vegetales intactos,
o células vegetales aisladas. Los métodos generales para cultivar tejidos vegetales son proporcionados, por ejemplo,
por Miki y col., “Procedures for Introducing Foreign DNA into Plants”, en Methods in Plant Molecular Biology and
Biotechnology, Glick y col. (eds.), paginas 67-88 (CRC Press, 1993).

Un vector de expresioén puede ser introducido en células huésped utilizando una variedad de mecanismos norma-
lizados incluyendo la transfeccion con fosfato de calcio, la transfecciéon mediada por liposomas, el reparto mediado
por microproyectiles, la electroporacion, y similares. Preferiblemente, las células transfectadas son seleccionadas y
propagadas para proporcionar células huésped recombinantes que comprendan el vector de expresion integrado es-
tablemente en el genoma de la célula huésped. Las técnicas para introducir vectores en células eucaridticas y las
técnicas para seleccionar tales transformantes estables utilizando un marcador seleccionable dominante son descritas,
por ejemplo, por Ausubel (1995) y por Murray (ed.), Gene Transfer and Expression Protocols (Humana Press 1991).
Los métodos para introducir vectores de expresion en células bacterianas, de levadura, de insectos, y vegetales también
son proporcionados por Ausubel (1995).

Los métodos generales para expresar y recuperar la proteina foranea producida por un sistema celular de mamifero
son proporcionados por ejemplo, por Etcheverry, “Expression of Engineered Proteins in Mammalian Cell Culture”,
en “Protein Engineering: Principles and Practice, Cleland y col., (eds.), pdginas 163 (Wiley-Liss, Inc. 1996). Los
mecanismos normalizados para recuperar la proteina producida por un sistema bacteriano son proporcionados, por
ejemplo, por Grisshammer y col., “Purification of over-produced proteins from E. coli cells”, en DNA Cloning 2:
Expression Systems, 2° Edicion, Glover y col. (eds.), paginas 59-92 (Oxford University Press 1995). Los métodos
establecidos para el aislamiento de proteinas recombinante a partir de un sistema de baculovirus son descritos por
Richardson (ed.), Baculovirus Expression Protocols (The Humana Press, Inc., 1995).

Mais generalmente, la proteina de unién al TGF-beta puede ser aislada mediante mecanismos normalizados, tales
como la cromatografia de afinidad, la cromatografia de exclusién por tamafos, la cromatografia de intercambio i6nico,
la HPLC y similares. Se pueden idear variaciones adicionales en el aislamiento y la purificacion de la proteina de unién
al TGF-beta por parte de aquellos expertos en la técnica. Por ejemplo, se pueden utilizar anticuerpos anti-proteina
de unién a TGF-beta, obtenidos como se describe mds abajo, para aislar grandes cantidades de proteina mediante
purificacién por inmunoafinidad.

5. Produccion de Anticuerpos para las proteina de union al TGF-beta

Los anticuerpos para la proteina de unién al TGF-beta pueden ser obtenidos, por ejemplo, utilizando el producto
de una expresién como antigeno. Los anticuerpos anti-proteina de unién al TGF-beta particularmente ttiles se “unen
especificamente” con la proteina de unién al TGF-beta de los SEC ID Nums. 2, 6, 10, 12, 14, o 16, pero no a otras
protefnas de unién al TGF-beta tales como Dan, Cerberus, SCGF, o Gremlin. Los anticuerpos de la presente invencién
(incluyendo los fragmentos y derivados de los mismos) pueden ser un anticuerpo policlonal o, especialmente, uno mo-
noclonal. El anticuerpo puede pertenecer a cualquier clase de inmunoglobulina, y puede ser por ejemplo un anticuerpo
IgG, por ejemplo 1gG, IgG,, 1gG;, IgG,, IgE, IgM, o IgA. Puede ser de origen animal, por ejemplo de mamifero, y
puede ser por ejemplo un anticuerpo de ratén, de rata, humano o de otro primate. Cuando se desea el anticuerpo puede
ser un anticuerpo internalizante.

Los anticuerpos policlonales para la proteina de unién al TGF-beta recombinante pueden ser preparados utilizando
métodos bien conocidos por los expertos en la técnica (ver, por ejemplo, Green y col. “Production of Polyclonal Anti-
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sera”, en Immunochemical Protocols (Manson, ed.), paginas 1-5 (Humana Press 1992); Williams y col., “Expression
of foreign proteins in E. coli using plasmid vectors and purification of specific polyclonal antibodies”, en DNA Clo-
ning 2: Expression Systems, 2? Edicion, Glover y col. (eds.), pagina 15 (Oxford University Press 1995)). Aunque los
anticuerpos policlonales se originan tipicamente en animales tales como ratas, ratones, conejos, cabras, u ovejas, un
anticuerpo anti-proteina de unién al TGF de la presente invencién también puede derivar de un anticuerpo de primate
sub-humano. Los mecanismos generales para originar anticuerpos utiles para el diagndstico y la terapia en babuinos
fueron encontrados, por ejemplo, en Goldenberg y col., publicacién de patente internacional Nim. WO 91/11465
(1991), y en Losman y col., Int. J. Cancer 46:310, 1990.

El anticuerpo debe comprender al menos un dominio de la regién variable. El dominio de la regién variable
puede ser de cualquier tamafio o composicién de aminodcidos y generalmente comprenderd al menos una secuencia
de aminoécidos hipervariable responsable de la unién al antigeno embebido en una secuencia marco. En términos
generales el dominio de la regién variable (V) puede ser cualquier ordenacién adecuada de dominios variables de la
cadena pesada (Vy) y/o ligera (V) de inmunoglobulina. De este modo por ejemplo el dominio de la regién V puede
ser monomérico y ser un dominio Vy 0 Vi donde estos sean capaces de unirse independientemente con una afinidad
aceptable. Alternativamente el dominio de la regién V puede ser dimérico y contener dimeros Vy-Vy, V-V, 0 Vi-
V. en los cuales las cadenas Vi y V| estdn asociadas no covalentemente (abreviado en adelante como Fy). Cuando se
desea, no obstante, las cadenas pueden estar acopladas covalentemente o bien directamente, por ejemplo por medio de
un enlace disulfuro entre los dos dominios variables, o a través de un ligador, por ejemplo un ligador peptidico, para
formar un dominio de cadena sencilla (abreviado en adelante como scFy).

El dominio de la regién variable puede ser cualquier dominio variable de origen natural o una versién disefiada
del mismo. Por versién disefiada se quiere significar un dominio de la regién variable que ha sido creado utilizando
mecanismos de disefio de ADN recombinante. Entre tales versiones disefiadas se incluyen aquellas creadas por ejemplo
a partir de regiones variables de anticuerpos naturales mediante inserciones, deleciones o cambios en las secuencias
de aminodcidos de los anticuerpos naturales. Entre los ejemplos concretos de este tipo se incluyen aquellos dominios
de la regién variable disefiados que contienen al menos una CDR y opcionalmente uno o mas aminoacidos marco de
un anticuerpo y el resto del dominio de la region variable de un segundo anticuerpo.

El dominio de la region variable puede estar anclado covalentemente en un aminodcido C-terminal a al menos otro
dominio del anticuerpo o un fragmento del mismo. De este modo, por ejemplo cuando un dominio Vy estd presente en
el dominio de la regién variable este puede estar conectado a un dominio Cy1 de la inmunoglobulina o un fragmento
del mismo. De un modo similar un dominio V; puede estar conectado a un dominio Cg o un fragmento del mismo. De
este modo por ejemplo el anticuerpo puede ser un fragmento Fab en el que el dominio de unién al antigeno contiene
dominios Vy y Vi, asociados conectados en sus extremos C a un dominio CH1 y C respectivamente. El dominio CH1
puede ser prolongado con aminoécido adicionales, por ejemplo para proporcionar un dominio de la regién bisagra
como el encontrado en un fragmento Fab’, o para proporcionar dominios adicionales, tales como los dominios CH2 y
CH3 del anticuerpo.

Otra forma de fragmento de anticuerpo es un péptido que codifica una tnica regiéon determinante de la comple-
mentariedad (CDR). Los péptidos CDR (“unidades minimas de reconocimiento”) pueden ser obtenidos construyendo
genes que codifiquen la CDR de un anticuerpo de interés. Tales genes son preparados, por ejemplo, utilizando la reac-
cién en cadena de la polimerasa para sintetizar la region variable a partir de ARN de células productoras de anticuerpos
(ver, por ejemplo, Larrick y col., Methods: A Companion to Methods en Enzimology 2:106, 1991; Courtenay-Luck,
“Genetic Manipulation of Monoclonal Antibodies”, en Monoclonal Antibodies: Production, Engineering and Clinical
Application, Ritter y col. (eds.), pagina 166 (Cambridge Universisty Press 1995); y Ward y col., “Genetic Manipu-
lation and Expression of Antibodies”, en Monoclonal Antibodies: Principles and Applications, Birch y col., (eds.),
pdgina 137 (Wiley-Liss, Inc. 1995)).

Los anticuerpos para su uso en la invencién pueden ser en general monoclonales (preparados mediante inmuni-
zacién convencional y procedimientos de fusion celular) o en el caso de los fragmentos, derivados de alli utilizando
cualquier mecanismo quimico normalizado adecuado v.g., reduccién o escisién enzimadtica y/o digestién, por ejemplo
mediante tratamiento con pepsina.

Mais especificamente, los anticuerpos anti-proteina de unién a TGF-beta monoclonales pueden ser generados utili-
zando una variedad de técnicas. Los anticuerpos monoclonales de roedor para antigenos especificos pueden ser obteni-
dos mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica (ver, por ejemplo, Kohler y col., Nature 256:495, 1975;
y Coligan y col. (eds.) Current Protocols in Immunology, 1:2.5-1.2.7 (John Wiley & Sons 1991) [“Coligan’], Picksley
y col., “Production of monoclonal antibodies against proteins expresed in E. coli”, en DNA Cloning 2: Expression
Systems, 2“ Edicion, Glover y col., (eds.), pdgina 93 (Oxford University Press 1995)).

En resumen, se pueden obtener anticuerpos monoclonales inyectando en ratones una composicién que comprende
un producto génico de la proteina de unién a TGF-beta, verificando la presencia de produccion de anticuerpo mediante
la separacion de una muestra de suero, separacion del bazo para obtener B-linfocitos, fusion de los B-linfocitos con
células de mieloma para producir hibridomas, clonacién de los hibridomas, seleccién de clones positivos que producen
anticuerpos para el antigeno, cultivo de los clones que producen los anticuerpos para el antigeno, y aislamiento de lo
anticuerpos de los cultivos de hibridoma.
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Ademads, un anticuerpo anti-proteina de unién a TGF-beta de la presente invencién puede derivar de un anticuerpo
monoclonal humano. Los anticuerpos monoclonales humanos son obtenidos a partir de ratones transgénicos que han
sido disefiados para producir anticuerpos humanos especificos en respuesta a una sensibilizacién antigénica. En esta
técnica, se introducen elementos del locus de la cadena pesada y ligera humana en cepas de ratones derivadas de
lineas de células madre embridnicas que contienen desorganizaciones redireccionadas de los loci de la cadena pesada
y de la cadena ligera endégenas. Los ratones transgénicos pueden sintetizar anticuerpos humanos especificos para
antigenos humanos, y los ratones pueden ser utilizados para producir hibridomas de rastreo de anticuerpos humanos.
Los métodos para obtener anticuerpos humanos a partir de ratones transgénicos se describen, por ejemplo, Green y
col., Nature Genet. 7:13, 1994; Lonberg y col., Nature 368:856, 1994; y Taylor y col., Int. Immun. 6:579, 1994.

Los anticuerpos monoclonales pueden ser aislados y purificados a partir de cultivos de hibridoma mediante una
variedad de mecanismos bien establecidos. Entre tales mecanismos de aislamiento se incluyen la cromatografia de
afinidad con Proteina A-Sepharose, la cromatografia de exclusién pro tamafios, y la cromatografia de intercambio
i6nico (ver, por ejemplo, Coligan en las paginas 2.7.1-2.7.12 y paginas 2.9.1-2.9.3; Baines y col., “Purification of
Immunoglobulin G (IgG)”, en Methods in Molecular Biology, Vol. 10, paginas 79-104 (The Human Press, Inc. 1992)).

Para usos concretos, puede ser deseable preparar fragmentos de anticuerpos anti-proteina de unién a TGF-beta.
Tales fragmentos de anticuerpo pueden ser obtenidos, por ejemplo, mediante hidrélisis proteolitica del anticuerpo. Los
fragmentos de anticuerpo pueden ser obtenidos mediante digestidn con pepsina o papaina de los anticuerpos completos
mediante métodos convencionales. Como ilustracion, se pueden producir fragmentos de anticuerpo mediante escisién
enzimatica de anticuerpos con pepsina para proporcionar un fragmento 5S denominado F(ab’),. Este fragmento puede
ser escindido adicionalmente utilizando un agente reductor de tiol para producir fragmentos monovalentes Fab’ de
3,5S. Opcionalmente, la reaccién de escision puede ser realizada utilizando un grupo bloqueador para los grupos
sulthidrilo que resultan de la escisién de los enlaces disulfuro. Como alternativa, una escision enzimadtica en la que
se utiliza pepsina produce dos fragmentos Fab monovalentes y un fragmento Fc directamente. Estos métodos son
descritos por ejemplo, por Goldenberg, Patente de los Estados Unidos Num. 4.331.647, Nisonoff'y col., Arch. Biochem.
Biophys. 89:230, 1960, Porter, Biochem. J. 73:119, 1959, Edelman y col., en Methods in Enzymology 1:422 (Academic
Press 1967), y por Coligan en las paginas 2.8.1-2.8.10 y 2.10-2.10.4.

También se pueden utilizar otros métodos de escision de anticuerpos, tales como la separacién de cadenas pesadas
para formar fragmentos de cadena ligera monovalentes, escisién adicional de fragmentos, u otras técnicas enzimaticas,
quimicas o genéticas, con tal que los fragmentos se unan al antigeno que sea reconocido por el anticuerpo intacto.

Alternativamente, el anticuerpo puede ser un anticuerpo recombinante o disefiado genéticamente obtenido median-
te el uso mecanismos de ADN recombinante que implican la manipulacién y la re-expresion del ADN que codifica las
regiones variable y/o constante del anticuerpo. Semejante ADN es conocido y/o es facilmente asequible de genotecas
de ADN incluyendo por ejemplo genotecas de anticuerpos de fagos (ver Chiswell, D.J. y McCafferty, J. Tibtech. 10
80-84 (1992)) o se puede sintetizar cuando se desee. Los procedimientos de la biologia molecular y/o la quimica nor-
malizados pueden ser utilizados para secuenciar y manipular el ADN, por ejemplo, para introducir codones para crear
restos cisteina, para modificar, afiadir o suprimir otros aminoécidos o dominios segun se desee.

A partir de aqui, uno o mds vectores de expresion replicables que contengan el ADN y pueden ser preparados
y utilizados para transformar una linea celular apropiada, v.g. una linea celular de mieloma no productora, tal como
una linea NSO de ratén o una linea bacteriana, v.g. de E. coli, en la cual tendrd lugar la produccién del anticuerpo.
Con el fin de obtener una transcripcién y una traduccion eficaz, una secuencia de ADN de cada vector debe incluir
secuencias reguladoras apropiadas, concretamente un promotor y una secuencia lider conectada operablemente a la
secuencia de dominio variable. Los métodos concretos para producir anticuerpos de esta manera son generalmente
bien conocidos y utilizados rutinariamente. Por ejemplo, describen procedimientos de la biologia molecular basicos
Maniatis y col. (Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 1989); la secuenciacién del ADN se
puede realizar como describen Sanger y col. (PNAS 74, 5463, (1977)) y el manual de secuenciacién plc de Amersham
International; y la mutagénesis dirigida al sitio se puede llevar a cabo segtn el método de Kramer y col. (Nucl. Acids
Res. 12, 9441, (1984)) y el manual Anglian Biotechnology Ltd. Adicionalmente, existen numerosas publicaciones,
que detallan técnicas adecuadas para la preparacién de anticuerpos mediante la manipulacién del ADN, la creacién de
vectores de expresion y la transformacion de células apropiadas, por ejemplo como revisan Mountain A y Adair, J R
in Biotechnology and Genetic Engineering Reviews (ed. Tombs, M P, 10, Capitulo 1, 1992, Intercept, Andover, UK)
y en la Memoria de la Patente Internacional Nim. WO 91/09967.

Cuando se desea, el anticuerpo segtin la invencién puede tener una o mds moléculas efectoras o informadoras
ancladas a él y la invencién se amplia a tales proteinas modificadas. Las moléculas efectoras o informadoras pueden
estar ancladas al anticuerpo a través de cualquier cadena lateral de aminodcido disponible, aminodcido amino terminal
0, cuando esté presente un grupo funcional carbohidrato localizado en el anticuerpo, siempre que, por supuesto, este
no afecte adversamente a las propiedades de unién y a la utilidad eventual de la molécula. Entre los grupos funcionales
concretos se incluyen, por ejemplo cualquier grupo amino, imino, tiol, hidroxilo, carboxilo o aldehido libre. El anclaje
del anticuerpo y la molécula o las moléculas efectoras y/o informadoras puede ser logrado via tales grupos y un grupo
funcional apropiado en las moléculas efectoras o informadoras. La conexién puede ser directa o indirecta, por medio
de grupo espaciadores o formadores de puentes.
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Entre las moléculas efectoras se incluyen, por ejemplo, agentes antineopldsicos, toxinas (tales como toxinas farma-
céuticamente activas de origen bacteriano o vegetal y fragmentos de las mismas v.g. ricina y fragmentos de la misma),
proteinas biol6gicamente activas, por ejemplo enzimas, acidos nucleicos y fragmentos de los mismos, v.g., ADN, ARN
y fragmentos de los mismos, polimeros de origen natural y sintético v.g. polisacaridos y polimeros de polialquileno
tales como poli(etilenglicol) y derivados del mismo, radiontclidos, concretamente radioyoduro, y metales quelantes.
Entre los grupos informadores adecuados se incluyen metales quelados, compuestos fluorescentes o compuestos que
pueden ser detectados mediante espectroscopia de RMN o ESR.

Entre los agentes antineopldsicos concretos se incluyen agentes citotdxicos y cistostaticos, por ejemplo, agentes al-
quilantes, tales como mostazas nitrogenadas (v.g., clorambucil, melfalan, mecloretamina, ciclofosfamida, o mostaza de
uracilo) y los derivados de los mismos, trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida, busulfan, o cisplatino; antimeta-
bolitos, tales como metotrexato, fluorouracilo, floxuridina, citarabina, mercaptopurina, tioguanina, dcido fluoroacético
o 4cido fluorocitrico, antibiéticos, tales como bleomicinas (v.g. sulfato de bleomicina), doxorrubicina, daunorrubicina,
mitomicinas (v.g. mitomicina C), actinomicinas (v.g. dactinomicinas), plicamicina, calicamicina y derivados de la mis-
ma, o esperamicina y derivados de la misma, inhibidores mitéticos, tales como etoposido, vincristina o vinblastina y
derivados de los mismos, alcaloides, tales como elipticina; polioles tales como taxicina-I o taxicina-II, hormonas tales
como andrégenos (v.g. dromostanolona o testolactona), progestinas (v.g. acetato de megestrol o acetato de medroxi-
progesterona), estrégenos (v.g., difosfato de dimetilestilbestrol, fosfato de poliestradiol o fosfato de estramustina) o
antiestrégenos (v.g. tamoxifeno); antraquinonas, tales como mitoxantrona, ureas, tales como hidroxiurea, hidrazinas,
tales como procarbazina, o imidazoles, tales como dacarbazina.

Son grupos efectores particularmente utiles la calicamicina y los derivados de la misma (ver por ejemplo las
Memorias de Patente Surafricanas Nums. 85/8794, 88(8127 y 90/2839).

Entre los metales quelados se incluyen quelatos de metales di- o tri-positivos que tienen un nimero de coordinacién
de 2 a 8 inclusive. Entre los ejemplos concretos de tales metales se incluyen tecnecio (Tc), renio (Re), cobalto (Co),
cobre (Cu), oro (Au), plata (Ag), plomo (Pb), bismuto (Bi), indio (In), galio (Ga), itrio (Y), terbio (Tb), gadolinio (Gd)
y escandio (Sc). En general el metal es preferiblemente un radiontclido. Entre los radiondclidos concretos se incluyen
Tc99m’ Rel8(), COSS, CO()O, Cu(’7, Au195’ Au199’ Aull()’ Pb203’ BiZO()’ B1207’ Inlll’ G367, Ga()S’ Y88’ Y90’ TblGO’ Gd153 y SC47.

El metal quelado puede ser por ejemplo uno de los tipos de metal quelado anteriores con cualquier agente quelante
polidentado adecuado, por ejemplo poliaminas aciclicas o ciclicas, poliéteres, (v.g. éteres corona y derivados de los
mismos), poliamidas, porfirinas, y derivados carbociclicos.

En general, el tipo de agente quelante dependera del metal que se use. Un grupo particularmente 1til de agentes
quelantes en los productos conjugados segtin la invencion, no obstante, son las poliaminas aciclicas y ciclicas, especial-
mente los d4cidos poliaminocarboxilicos, por ejemplo el 4cido dietilen-triaminopentaacético y derivados de los mismos,
y aminas macrociclicas, v.g., derivados tri-aza y tetra-aza ciclicos (por ejemplo como se describe en la Memoria de
la Patente Internacional Ndm. WO 92/22583); y poliamidas, especialmente desferrioxiamina y derivados de la misma.

De este modo por ejemplo cuando se desee utilizar un grupo tiol en el anticuerpo como punto de anclaje esto puede
ser logrado por medio de una reaccién con un grupo reactivo con tiol presente en la molécula efectora o informadora.
Entre los ejemplos de tales grupos se incluyen un dcido o éster a-halocarboxilico, v.g., yodoacetamida, una imida,
v.g., maleimida, una vinilsulfona, o un disulfuro. Estos y otros procedimientos de unién adecuados se describen ge-
neralmente y mds concretamente en las Memorias de Patente Internacional Nims. WO 93/06231, WO 92/22583, WO
90/091195 y WO 89/01476.

Andlisis para seleccionar moléculas que incrementan la densidad dsea

Como se ha discutido antes, la presente invencion proporciona métodos para seleccionar y/o aislar compuestos que
son capaces de incrementar la densidad dsea. Por ejemplo, en un aspecto de la presente invencidn se proporcionan
métodos para determinar si una molécula seleccionada es capaz de incrementar el contenido mineral del hueso, que
comprende las etapas de (a) mezclar una molécula seleccionada con proteina de unién a TGF-beta y un miembro se-
leccionado de la familia de proteinas TGF-beta, (b) determinar si la molécula seleccionada estimula la sefializacién por
la familia de proteinas del TGF-beta, o inhibe la unién de la proteina de unién a TGF-beta a la familia de proteinas del
TGF-beta. En ciertas realizaciones, la molécula intensifica la capacidad del TGF-beta para funcionar como regulador
positivo de la diferenciacién de las células del mesénquima.

En otros aspectos de la invencién, se proporcionan métodos para determinar si una molécula seleccionada es capaz
de incrementar el contenido mineral del hueso, comprendiendo las etapas de (a) exponer una molécula seleccionada
a células que expresen la proteina de unién a TGF-beta y (b) determinar si la expresion (o actividad) de la proteina
de unién a TGF-beta de dichas células expuestas disminuye, y determinar a partir de allf si el compuesto es capaz de
incrementar el contenido mineral del hueso. En una realizacién, las células son seleccionadas del grupo formado por
hueso humano normal transformado espontdneamente o no transformado de biopsias seas y osteoblastos de hueso
parietal de rata. Semejantes métodos pueden ser completados en una variedad de formatos de andlisis incluyendo, por
ejemplo, la Inmunoelectroforesis Contracorriente (CIEP), los Radio-inmunoandlisis, las Radioinmunoprecipitaciones,
los Andlisis de Absorcién con Enzima Ligada (ELISA), y los andlisis sandwich (ver las Patentes de los Estados Unidos
Nuims. 4.376.110 y 4.486.530, ver también Antibodies: A Laboratory Manual, supra).
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Los elementos representativos de tales andlisis son proporcionados mds abajo en los Ejemplos 5 y 6. En resumen,
un miembro de la familia de la stiper-familia de TGF-beta o una proteina de unién de TGF-beta se une primero a una
fase sélida, seguido de la adicién de una molécula candidato. El miembro de la familia marcado de la siper-familia
del TGF-beta o la proteina de unién a TGF-beta es afiadido después al andlisis, la fase sélida lavada, y la cantidad
de miembro de la super-familia de TGF-beta unido o marcado o de proteina de unién a TGF-beta del soporte sélido
es determinada. Las moléculas que son adecuadas para su uso en el aumento del contenido mineral del hueso como
se describe aqui son aquellas moléculas que disminuyen la unién de proteina de unién a TGF-beta a un miembro o
miembros de la stiper-familia del TGF-beta de una manera estadisticamente significativa. Obviamente, los anélisis
adecuados para su uso en la presente invencién no deben estar limitados a las realizaciones descritas en los Ejemplos
2 y 3. En particular, se pueden alterar numerosos parametros, por ejemplo uniendo el TGF-beta a una fase sélida, o
eliminando completamente la fase sélida.

En otros aspectos de la invencion, se proporcionan métodos para determinar si una molécula seleccionada es capaz
de incrementar el contenido mineral del hueso, que comprende las etapas de (a) exponer una molécula seleccionada
a células que expresan el TGF-beta y (b) determinar si la actividad de TGF-beta a partir de dichas células expuestas
es alterada, y determinar a partir de all{ si el compuesto es capaz de incrementar el contenido mineral del hueso. De
un modo similar a los métodos descritos antes, se pueden utilizar una amplia variedad de métodos para evaluar los
cambios de expresion de la proteina de unién a TGF-beta debidos a un compuesto de ensayo seleccionado.

Por ejemplo, en un aspecto de la presente invencion se proporcionan métodos para determinar su una molécula
seleccionada es capaz de incrementar el contenido mineral del hueso, que comprenden las etapas de (a) mezclar una
molécula seleccionada con proteina de unién a TGF-beta y un miembro seleccionado de la familia de proteinas de
TGF-beta, (b) determinar si la molécula seleccionada sobre-regula la sefializacion de la familia de proteinas del TGF-
beta, o inhibe la unién de la proteina de unién a TGF-beta a la familia de proteinas del TGF-beta. En ciertas realiza-
ciones, la molécula intensifica la capacidad del TGF-beta para funcionar como regulador positivo de la diferenciacién
de las células del mesénquima.

De un modo similar a los métodos descritos antes, se puede utilizar una amplia variedad de métodos para evaluar
la estimulacién de TGF-beta debida a un compuesto de ensayo seleccionado. Uno de tales métodos representativos se
proporciona més abajo en el Ejemplo 6 (ver también Durham y col., Endo, 136:1374-1380.

En otros aspectos mds de la presente invencion, se proporcionan los métodos para determinar si una molécula
seleccionada es capaz de incrementar el contenido mineral del hueso, comprendiendo la etapa de determinar si una
molécula seleccionada inhibe la unién de la proteina de unién a TGF-beta al hueso, o un andlogo del mismo. Segtn se
utiliza aqui, se debe entender que el hueso o los andlogos del mismo hacen referencia a hidroxiapatita o una superficie
compuesta por una forma en polvo de hueso, hueso triturado o hueso intacto. De un modo similar a los métodos
descritos antes, se pueden utilizar una amplia variedad de métodos para evaluar la inhibicion de la localizacion de la
proteina de unién a TGF-beta en la matriz 6sea. Uno de tales métodos representativos se proporciona mas abajo en el
Ejemplo 7.

Se debe observar que mientras los métodos citados aqui pueden hacer referencia al andlisis de una molécula de
ensayo individual, la presente invencidn no debe estar limitada a ellos. En particular, la molécula seleccionada puede
estar contenida en una mezcla de compuestos. Por tanto, los métodos citados pueden comprender adicionalmente la
etapa de aislar una molécula que inhiba la unién de la proteina de unién a TGF-beta a un miembro de la familia del
TGF-beta.

Moléculas candidato

Se pueden analizar una amplia variedad de moléculas en cuanto a su capacidad para inhibir la unién de la proteina
de unién a TGF-beta a un miembro de la familia de TGF-beta. Entre los ejemplos representativos que se discuten con
mas detalle mas abajo, se incluyen moléculas organicas, proteinas o péptidos, y moléculas de acido nucleico. Aunque
debe ser evidente a partir del estudio de mds abajo que las moléculas candidato descritas aqui pueden ser utilizadas
en los andlisis descritos aqui, debe ser facilmente evidente que tales moléculas también pueden ser utilizadas en una
variedad de entornos de diagndstico y terapéuticos.

1. Moléculas Orgdnicas

Se pueden analizar numerosas moléculas orgdnicas en cuanto a su capacidad para inhibir la unién de la proteina
de unién a TGF-beta a un miembro de la familia del TGF-beta.

Por ejemplo, en una realizacion de la invencidn se pueden seleccionar moléculas organicas adecuadas o bien a partir
de una genoteca quimica, donde los agentes quimicos son analizados individualmente, o bien a partir de genotecas
quimicas combinatorias en los que se analizan multiples compuestos de una vez, después se descifran para determinar
y aislar la mayor parte de los compuestos activos.

Entre los ejemplos representativos de tales genotecas quimicas combinatorias se incluyen los descritos por Agra-
fiotis y col., “System and method of automatically generating chemical compounds with desired properties”, Patente
de los Estados Unidos Num. 5.463.564; Armstrong, R.W., “Synthesis of combinatorial arrays of organic compounds
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through the use of multiple component combinatorial array syntheses”, WO 95/02566; Baldwin, J.J. y col., “Sulfona-
mide derivatives and their use”, WO 95/24186; Baldwin, J.J. y col., “Combinatorial dihydrobenzopyran library”, WO
95/30642; Brenner, S., “New kit for preparing combinatorial libraries”, WO 95/16918; Chenera, B. y col., “Preparation
of library of resin-bound aromatic carbocyclic compounds”, WO 95/16712; Ellman, J.A., “Solid phase and combina-
torial synthesis of benzodiazepine compounds on a solid support”’, Patente de los Estados Unidos Num. 5.288.514;
Felder, E. y col., “Novel combinatorial compound libraries”, WO 95/16209; Lerner, R. y col., “Encoded combinatorial
chemical libraries”, WO 93/20242; Pavia, M.R. y col., “A method for preparing and selecting pharmaceutically useful
non-peptide compounds from a structurally diverse universal library”, WO 95/04277; Summerton, J.E. y D.D. Weller,
“Morpholino-subunit combinatorial library and method”, Patente de los Estados Unidos Ndm. 5.506.337; Holmes, C.,
“Methods for the Solid Phase Synthesis of Thiazolidinones, Metathiazonones, and Derivatives therof”, WO 96/00148;
Phillips, G.B. y G.P. Wei, “Solid-phase Synthesis of Benzimidazoles”, Tet. Letters 37:4887-90, 1996; Ruhland, B. y
col., “Solid-supported Combinatorial Synthesis of Structurally Diverse S-Lactams”, J. Amer. Chem. Soc. 111:253-4,
1996; Look, G.C. y col., “The Indentification of Cyclooxigenase-I Inhibitors form 4-Thiazolidonone Combinatorial
Libraries”, Bioorg. and Med. Chem. Letters 6:707-12, 1996.

2. Proteinas y Péptidos

Del mismo modo se pueden utilizar una amplia gama de proteinas y péptidos como moléculas candidato para
inhibidores de la unién de la proteina de unién a un miembro de la familia del TGF-beta.

a. Genotecas Peptidicas Combinatorias

Las moléculas peptidicas que son supuestos inhibidores de la unién de la proteina de unién al TGF-beta a un
miembro de la familia del TGF-beta pueden ser obtenidas a través del rastreo de genotecas peptidicas combinatorias.
Tales genotecas pueden ser preparadas por un experto en la técnica (ver v.g., Patentes de los Estados Unidos Nums.
4.528.266 y 4.359.535, y Publicacién del Tratado de Cooperacion de Patentes Nims. WO 92/15679, WO 92/15677,
WO 90/07862, WO 90/02809, o adquiridos de fuentes asequibles comercialmente (v.g. New England Biolabs Ph.D.®
Phage Display Peptide Library Kit).

b. Anticuerpos

Los anticuerpos que inhiben la unién de la proteina de unién a TGF-beta a un miembro de la familia del TGF-beta
puede ser facilmente preparada dada la descripcién proporcionada aqui. En el contexto de la presente invencidn, se en-
tiende que los anticuerpos incluyen anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos anti-idiotipicos,
fragmentos de anticuerpos (v.g., Fab, y F(ab’),, regiones variables F,, o regiones determinantes de la complementa-
riedad). Como se ha estudiado antes, se entiende que los anticuerpos son especificos contra la proteina de unién a
TGF-beta, o contra un miembro de la familia del TGF-beta especifico, si se unen con una K, mayor o igual a 10’ M,
preferiblemente mayor o igual a 103 M, y no se unen a otras proteinas de unién a TGF-beta, 0, se unen con una K,
menor o igual a 10° M~'. Ademds, los anticuerpos de la presente invencién deben bloquear o inhibir la unién de la
proteina de unién a TGF-beta a un miembro de la familia de unién a TGF-beta.

La afinidad de un anticuerpo monoclonal o un patrén de unién; asi como la inhibicién de la unién se pue-
den determinar ficilmente por un experto normal en la técnica (ver, Scatchard, Ann. N.Y. Acad. Sci. 51:660-672,
1949).

En resumen, los anticuerpos monoclonales pueden ser generados facilmente por un experto en la técnica a partir
de una variedad de animales de sangre caliente tales como caballos, vacas, diversas aves, conejos, ratones o ratas.
Tipicamente, la proteina de unién a TGF-beta o un péptido tinico de la misma de 13-20 aminoécidos (conjugado
preferiblemente con hemocianina de lapa ojo de cerradura mediante entrecruzamiento con glutaraldehido) es utilizada
para inmunizar al animal a través de inyecciones intraperitoneales, intramusculares, intraoculares, o subcutaneas, junto
con un coadyuvante tal como el coadyuvante completo o incompleto de Freund. Después de varias inmunizaciones de
refuerzo, se recogen las muestras de suero y se someten a ensayo en cuanto a la reactividad con la proteina o péptido.
Los antisueros policlonales particularmente preferidos dardn una sefial en uno de estos andlisis que es al menos tres
veces mayor que el fondo. Una vez que el titulo del animal ha alcanzado una meseta en términos su reactividad con la
proteina, se pueden obtener facilmente cantidades mayores de antisueros o bien mediante tomas de sangre semanales,
o bien mediante exanguinacion del animal.

Los anticuerpos monoclonales también pueden ser generados facilmente utilizando mecanismo convencionales
(ver las Patentes de los Estados Unidos Nums. RE 32.011, 4.902.614, 4.543.439, y 4.411.993, ver también Monoclonal
Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses, Plenum Press, Kenett, McKearn, and Bechtol
(eds.), 1980, y Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow and Lane (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1988.

En resumen, en una realizacidn se inmuniza un sujeto animal tal como una rata o ratén con la proteina de unién a
TGF-beta o una porcién de la misma como se ha descrito antes. La proteinas puede ser mezclada con un coadyuvante
tal como coadyuvante completo o incompleto de Freund con el fin de incrementar la respuesta inmune resultante. Entre
una y tres semanas después de la inmunizacidn inicial el animal puede ser inmunizado de nuevo con otra inmunizacién
de refuerzo, y sometido a ensayo en cuanto a la reactividad con la proteina utilizando los analisis descritos antes. Una
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vez que el animal ha alcanzado una meseta en su reactividad con la proteina inyectada, éste se sacrifica, y los érganos
que contienen un gran nimero de células B tales como el bazo y los nédulos linfaticos se cosechan.

Las células que se obtienen del animal inmunizado pueden ser inmortalizadas mediante infeccién con un virus tal
como el virus de Epstein-Barr (EBV) (ver Glasky and Reading, Hybridoma 8(4):377-389, 1989). Alternativamente,
en una realizacion preferida, las suspensiones del bazo y/o los nédulos linféticos cosechados son fusionadas con una
célula de mieloma adecuada con el fin de crear un “hibridoma” que secrete anticuerpo monoclonal. Entre las lineas
de mieloma adecuadas se incluye, por ejemplo, NS-1 (ATCC Num. TIB 18), y P3X63 - Ag 8.653 (ATCC Num. CRL
1580).

Tras la fusidn, las células son colocadas en placas para el cultivo de tejidos conteniendo un medio adecuado,
tal como RPMI 1640, o DMEM (Medio de Eagle Modificado de Dulbecco) (JRH Biosciences, Lenexa, Kansas),
asf como ingredientes adicionales, tales como suero bovino fetal (FBS, es decir, de Hyclone, Logan, Utah, o JRH
Biosciences). Adicionalmente, el medio debe contener un reactivo que permita selectivamente el crecimiento de células
de bazo y mieloma fusionadas tales como HAT (hipoxantina, aminopterina, y timidina) (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Missouri). Después de aproximadamente siete dias, las células fusionadas resultantes o hibridomas pueden ser
rastreados con el fin de determinar la presencia de anticuerpos que sean reactivos contra la proteina de unién a TGF-
beta (dependiendo del antigeno utilizado), y que bloqueen o inhiban la unién de la proteina de unién a TGF-beta a un
miembro de la familia del TGF-beta.

Se pueden utilizar una amplia variedad de andlisis para determinar la presencia de anticuerpos que sean reactivos
contra las proteinas de la presente invencion, incluyendo por ejemplo la inmunoelectroforesis contracorriente, los ra-
dioinmunoandlisis, las radioinmunoprecipitaciones, los andlisis de absorcién con enzima ligada (ELISA), los anélisis
de transferencia puntual, las transferencias Western, la inmunoprecipitacién, los andlisis de inhibicién o competitivos,
y los andlisis sandwich (ver las Patentes de los Estados Unidos Nums. 4.376.110 y 4.486.530; ver también Antibo-
dies: A Laboratory manual, Harlow and Lane (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988). Tras numerosas
diluciones y re-andlisis clénicas, se puede aislar un hibridoma que produzca anticuerpos reactivos contra la proteina
deseada.

Asimismo se pueden utilizar otras técnicas para construir anticuerpos monoclonales (ver William D. Huse y
col., “Generation of a Large Combinatorial Library of the Immunoglobulin Repertoire in Phage Lambda”, Science
246:1275-1281, Diciembre de 1989; ver también L. Sastry y col., “Cloning of the Immunological Repertoire in Es-
cherichia coli for Generation of Monoclonal Catalytic Antibodies: Construction of a Heavy Chain Variable Region-
Specific cDNA Library”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:5728-5732, Agosto de 1989; ver también Michelle Alting-
Mees y col., “Monoclonal Antibody Expression Libraries: A Rapid Alternative to Hybridomas”, Strategies in Mole-
cular Biology 3:1-9, Enero 1990). Estas referencias describen un sistema comercial asequible de Stratagene (La Jolla,
California) que permite la produccién de anticuerpos por medio de mecanismos de recombinacién. En resumen, el
ARNm es aislado de una poblacién de células B, y utilizado para crear genotecas de expresiéon de ADNc de immu-
noglobulinas de cadena pesada y ligera en los vectores AImmunoZap(H) e ImmunoZap(L). Estos vectores pueden ser
rastreados individualmente o expresados simultineamente para formar fragmentos Fab o anticuerpos (ver Huse y col.,
supra; ver también Sastry y col., supra). Las placas positivas pueden ser convertidas con posterioridad en un pldsmido
no litico que permita un elevado nivel de expresion de los fragmentos de anticuerpo monoclonal a partir de E. coli.

De un modo similar, también se pueden construir porciones o fragmentos, tales como fragmentos Fab y Fv, de an-
ticuerpos utilizando mecanismos de digestion enzimética o de recombinacién de ADN convencionales para incorporar
las regiones variables de un gen que codifica un anticuerpo que se une especificamente. En una realizacion, los genes
que codifican la regién variable de un hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal de interés son ampliados utili-
zando cebadores nucleotidicos para la regién variable. Estos cebadores pueden ser sintetizados por un experto normal
en la técnica, o pueden ser adquiridos de fuentes asequibles comercialmente. Stratagene (La Jolla) vende cebadores
para regiones variables de ratén y de humano incluyendo, entre otros, cebadores para las regiones Vy,, Viy, Ve, Vhds
Cui, VL y C.. Estos cebadores pueden ser utilizados para amplificar las regiones variables de la cadena pesada o ligera,
que pueden ser insertadas después en vectores tales como ImmunoZAP® H o ImmunoZAP® L (Stratagene), respec-
tivamente. Estos vectores pueden ser introducidos después en E. coli, levaduras, o sistemas de expresién basados en
mamiferos. Utilizando estos mecanismos, se pueden producir grandes cantidades de una proteina de cadena sencilla
conteniendo una fusién de los dominios Vi y Vi (ver Bird y col., Science 242:423-426, 1988). Ademads, semejan-
tes técnicas pueden ser utilizadas para cambiar un anticuerpo “de ratén” por un anticuerpo “humano”, sin alterar la
especificidad de unién del anticuerpo.

Una vez que se han obtenido anticuerpos adecuados, éstos pueden ser aislados o purificados por medio de muchos
mecanismos bien conocidos por los expertos normales en la técnica (ver Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow y
Lane (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988). Entre los mecanismos adecuados se incluyen columnas de
afinidad de péptidos o proteinas, HPLC o RP-HPLC, purificacién en columnas de proteina A o proteina G, o cualquier
combinacién de estos mecanismos.

c. Proteinas de union a TGF-beta mutantes

Como se describe aqui y mds abajo en los Ejemplos (v.g., Ejemplos 8 y 9), las versiones alteradas de la proteina de
unién a TGF-beta que compiten con la capacidad de la proteina de unién a TGF-beta nativa para bloquear la actividad

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2272093 T3

de un miembro de la familia de 1 TGF-beta concreto deben conducir a un incremento de la densidad 6sea. De este
modo, los mutantes de la proteina de unién a TGF-beta que se unen al miembro de la familia del TGF-beta pero
no inhiben la funcion del miembro de la familia del TGF-beta satisfarian el criterio. Las versiones mutantes deben
competir eficazmente con las funciones inhibidoras endégenas de la proteina de unién a TGF-beta.

d. Produccion de proteinas

Aunque aqui se proporcionan varios genes (o porciones de los mismos), se debe entender que en el contexto de
la presente invencion, la referencia a uno o més de estos genes incluye los derivados de los genes que son sustancial-
mente similares a los genes (y, cuando sea apropiado, las proteinas (incluyendo péptidos y polipéptidos) que estan
codificadas por los genes y sus derivados). Segin se utiliza aqui, se cree que una secuencia de nucleétidos es “sus-
tancialmente similar” si: (a) la secuencia de nucleétidos estd derivada de la regién codificadora de los genes descritos
antes e incluye, por ejemplo, porciones de la secuencia o variaciones alélicas de las secuencias comentadas antes, o
alternativamente, codifica una molécula que inhibe la unién de la proteina de unién a TGF-beta a un miembro de la fa-
milia del TGF-beta, (b) la secuencia de nucledtidos es susceptible de hibridacién con las secuencias de nucleétidos de
la presente invencién en condiciones moderadamente restrictivas, altamente restrictivas o muy restrictivas (ver Sam-
brook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2* ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, 1989); o (c)
las secuencias de ADN son degeneradas como resultado del cédigo genético de las secuencias de ADN definidas en
(a) o (b). Adicionalmente, la molécula de dcido nucleico descrita aqui incluye secuencias tanto complementarias como
no complementarias, siempre que las secuencias satisfagan de otro modo los criterios expuestos aqui. En el contexto
de la presente invencion, unas condiciones altamente restrictivas representan condiciones de hibridacién normalizadas
(v.g., 5XSSPE, SDS al 0,5% a 65°C, o equivalente).

La estructura de las proteinas codificadas por las moléculas de dcido nucleico descritas aqui puede ser pronosticada
a partir de los productos de la traduccién primarios utilizando la funcién de trazado del caracter hidr6fobo, por ejemplo,
de P/C Gene o Intelligenetics Suite (Intelligenetics, Mountain View, California), o segin los métodos descritos por
Kyte y Doolittle (J. Mol. Biol. 157:105-132, 1982).

Las proteinas de la presente invencion pueden ser preparadas en forma de sales 4cidas o alcalinas, o en forma
neutra. Ademds, se pueden modificar los restos aminoacido individuales mediante oxidacion o reducciéon. Ademas, se
pueden realizar diversas sustituciones, deleciones, o adiciones en las secuencias de aminodacidos o de dcido nucleico,
cuyo efecto neto es conservar o intensificar o reducir adicionalmente la actividad bioldgica de la proteina mutante o de
tipo natural. Por otra parte, debido a la degeneracién del cédigo genético, por ejemplo, puede haber una considerable
variacion en las secuencias de nucleétidos que codifican la misma secuencia de aminoécidos.

Entre otros derivados de las proteinas descritas aqui se incluyen los productos conjugados de las proteinas junto
con otras proteinas o polipéptidos. Esto se puede lograr, por ejemplo, mediante la sintesis de proteinas de fusién N-
terminales o C-terminales que pueden ser afadidas para facilitar la purificacién o identificacion de proteinas (ver la
Patente de los Estados Unidos Num. 4.851.341, ver también, Hopp y col., Bio/Technology 6:1204, 1988). Alternativa-
mente, se pueden construir proteinas de fusion tales como Flag/proteina de unién a TGF-beta con el fin de ayudar a la
identificacion, expresion y andlisis de la proteina.

Las protefnas de la presente invencién pueden ser construidas utilizando una amplia variedad de mecanismos
descritos aqui. Adicionalmente, se pueden introducir mutaciones en loci concretos sintetizando oligonucleétidos que
contienen una secuencia mutante, flanqueada por sitios de restricciéon que permiten la ligadura a fragmentos que
contienen una secuencia natural. Tras la ligadura, la secuencia reconstruida resultante codifica un derivado que tiene
la insercidn, sustitucion, o delecion deseada.

Alternativamente, se pueden emplear procedimientos de mutagénesis de sitio especifico (o de segmento especifico)
dirigidas al oligonucleétido para proporcionar un gen alterado que tenga codones concretos alterados segin la susti-
tucidn, delecidn, o insercién requerida. Los métodos ejemplares de elaboracién de las alteraciones mostradas antes
son descritas por Walder y col. (Gene 42:133, 1986); Bauer y col., (Gene 37:73, 1985); Craik (BioTechniques, Enero
1985, 12-19); Smith y col., (Genetic Engineering; Principles and Methods, Plenum Press, 1981); y Sambrook y col.,
(supra). Los derivados por delecién o truncamiento de proteinas (v.g. una porcion extracelular soluble) también pue-
den ser construidos utilizando sitios para endonucleasas de restriccién convenientes adyacentes a la delecién deseada.
Después de la restriccion, los salientes pueden ser rellenados, y el ADN religado. Los métodos ejemplares de elabora-
cion de alteraciones mostrados antes son descritos por Sambrook y col., (Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
2* Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989).

Las mutaciones que se realizan en las moléculas de 4cido nucleico de la presente invencién conservan preferi-
blemente el marco de lectura de las secuencias codificadoras. Ademads, las mutaciones no creardn preferiblemente
regiones complementarias que hibriden para producir estructuras de ARNm secundarias, tales como bucles u horqui-
llas, que afectarian adversamente a la traduccion de ARNm. Aunque se puede pre-determinar el sitio de la mutacion,
no es necesario que la naturaleza de la mutacién sea pre-determinada per se. Por ejemplo, con el fin de seleccionar
caracteristicas 6ptimas de los mutantes en un sitio dado, se puede realizar una mutagénesis al azar en el codén dia-
na y los mutantes expresados rastreados en cuanto a una actividad biolégica indicativa. Alternativamente, se pueden
introducir mutaciones en loci concretos sintetizando oligonucleétidos que contengan una secuencia mutante, flan-
queada por sitios de restriccién que permitan la ligadura a fragmentos de la secuencia natural. Tras la ligadura, la
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secuencia reconstruida resultante codifica un derivado que tiene la insercion, sustitucién, o delecién de aminodcidos
deseada.

Las moléculas de 4cido nucleico que codifican las proteinas de la presente invencidn también pueden ser construi-
das utilizando mecanismos de mutagénesis por PCR, mutagénesis quimica (Drinkwater y Klinedinst, PNAS 83:34022-
3406, 1986), mediante la incorporacion errénea de un nucleétido forzada (v.g., Liao y Wise Gene 88:107-111, 1990),
o mediante el uso de oligonucledétidos mutagenizados al azar (Horwitz y col., Genome 3:112-117, 1989).

La presente invencién también proporciona la manipulacion y la expresion de los genes descritos antes cultivando
células huésped que contienen un vector capaz de expresar los genes descritos antes. Entre tales vectores o constructos
de vectores se incluyen moléculas de 4cido nucleico derivadas de ADNc o sintéticas que codifican la proteina desea-
da, que estdn conectadas operablemente a elementos reguladores de la transcripcion o la traduccién adecuados. Los
elementos reguladores adecuados pueden estar derivados de una variedad de fuentes, incluyendo genes bacterianos,
fingicos, virales, de mamifero, de insecto, o vegetales. La seleccion de los elementos reguladores apropiados depende
de una de las células huésped seleccionadas, y puede ser completada facilmente por un experto normal en la técni-
ca. Entre los ejemplos de los elementos reguladores se incluyen: un promotor y un intensificador transcripcionales o
una secuencia de unién a la ARN polimerasa, un terminador transcripcional, y una secuencia de unién al ribosoma,
incluyendo una sefial de inicio de la traduccién.

Las moléculas de dcido nucleico que codifican cualquiera de las proteinas descritas antes pueden ser facilmente
expresadas por una amplia variedad de células huésped procaridticas o eucaridticas, incluyendo células bacterianas, de
mamifero, levaduras u otros hongos, virales, de insecto, o vegetales. Los métodos para transformar o transfectar tales
células para expresar el ADN fordneo son bien conocidos en la técnica (ver, v.g., Itakura y col., Patente de los Estados
Unidos Nim. 4.704.362; Hinnen y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:1929-1933, 1978; Murray y col., Patente de los
Estados Unidos Nim.4.801.542; Upshall y col., Patente de los Estados Unidos Ntim. 4.935.349; Hagen y col., Patente
de los Estados Unidos Num. 4.784.950; Axel y col., Patente de los Estados Unidos Num. 4.399.216; Goeddel y col.,
Patente de los Estados Unidos Num. 4.766.075; y Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2*
ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; para células vegetales ver Czako y Marton, Plant Physiol. 104:1067-
1071, 1994; y Paszkowski y col., Biotech. 24:387-392, 1992).

Entre las células huésped bacterianas adecuadas para llevar a cabo la presente invencién se incluyen E. coli, B.
subtilis, Salmonella typhimurium, y diversas especies de los géneros Pseudomonas, Streptomyces, y Staphylococcus,
asi como muchas otras especies bacterianas bien conocidas por un experto normal en la técnica. Entre los ejemplos
representativos de las células huésped bacterianas se incluyen DHS5« (Stratagene, La Jolla, California).

Los vectores de expresion bacteriana comprenden preferiblemente un promotor que funcione en la célula hués-
ped, uno o mds marcadores fenotipicos seleccionables, y un origen de replicacion bacteriano. Entre los promotores
representativos se incluye la S-lactamasa (penicilinasa) y el sistema promotor de la lactosa (ver Chang y col., Nature
275:615, 1978), el promotor de 1a ARN polimerasa de T7 (Studier y col., Meth. Enzymol. 185:60-89, 1990) el promotor
lambda (Elvin y col., Gene 87:123-126, 1990), el promotor trp (Nichols y Yanofsky, Meth. In Enzymology 101::155,
1983) y el promotor tac (Russell y col., Gene 20:231, 1982). Entre los marcadores seleccionables representativos se
incluyen diversos marcadores de resistencia a antibidticos tales como los genes de resistencia a kanamicina o ampicili-
na. Muchos pldsmidos adecuados para transformar células huésped son bien conocidos en la técnica, incluyendo entre
otros, pPBR322 (ver Bolivar y col., Gene 2:95, 1977), los plasmidos de pUC pUC18, pUC19, pUC118, pUCI119 (ver
Messing, Meth. in Enzimology 101:20-77, 1983 y Vieira y Messing, Gene 19:259-268, 1982), y pNH8A, pNH16a,
pNH18a, y Bluescript M13 (Stratagene, La Jolla, California).

Entre las células huésped de levaduras y hongos adecuadas para llevar a cabo la presente invencién se incluyen,
entre otros, Saccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae, los géneros Pichia o Kluyveromyces 'y diversas especies
del género Aspergillus (McKnight y col., Patente de los Estados Unidos Num. 4.935.349). Entre los vectores de
expresion adecuados para las levaduras y hongos se incluyen, entre otros, YCp50 (ATCC Nim. 37419) para levaduras,
y el vector de clonacién de amdS pV3 (Turnbull, Bio/Technology 7:169, 1989), YRp7 (Struhl y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 76:1035-1039, 1978), YEp13 (Broach y col., Gene 8:121-133, 1979), pJDB249 y pJDB219 (Beggs, Nature
275:104-108, 1978) y derivados de los mismos.

Entre los promotores preferidos para su uso en levaduras se incluyen los promotores de genes glicoliticos de
levaduras (Hitzeman y col., J. Biol. Chem. 255:12073-12080, 1980; Alber y Kawasaki, J. Mol. Appl. Genet. 1:419-934,
1982) o genes de la alcohol deshidrogenasa (Young y col., en Genetic Engineering of Microorganisms for Chemicals,
Hollaender y col., (eds.), pag. 355, Plenum Nueva York, 1982; Ammerer, Meth. Enzymol, 101:192-201, 1983). Entre
los ejemplos titiles de los promotores de hongos se incluyen aquellos derivados de los genes glicoliticos de Aspergillus
nidulans, tales como el promotor adh3 (McKnight y col., EMBO J. 4:2093-2099, 1985). Las unidades de expresién
también pueden incluir un terminador transcripcional. Un ejemplo de un terminador adecuado es el terminador adh3
(McKnight y col., ibid., 1985).

Como con los vectores bacterianos, los vectores de levadura incluirdn generalmente un marcador seleccionable,
que puede ser uno de los numerosos genes que muestran un fenotipo dominante para el cual existe un analisis fe-
notipico para permitir la seleccién de los transformantes. Los marcadores seleccionables preferidos son aquellos que
complementan la auxotrofia de la célula huésped, proporcionan resistencia a antibiéticos o permiten a una célula uti-
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lizar fuentes de carbono especificas, e incluyen leu2 (Broach y col., ibid.), ura3 (Botstein y col., Gene 8:17, 1979), o
his3 (Struhl y col., ibid.). Otro marcador seleccionable adecuado es el gen cat, que confiere resistencia al cloramfenicol
a células de levadura.

Las técnicas para transformar hongos son bien conocidas en la literatura, y han sido descritas, por ejemplo, por
Beggs (ibid.), Hinnen y col., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:1929-1933, 1978), Yelton y col. (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81:1740-1747, 1984), y Russell (Nature 301:167-169, 1983). El genotipo de la célula huésped puede contener un
defecto genético que sea complementado por el marcador seleccionable presente en el vector de expresion. La eleccion
de un huésped y un marcador seleccionable concretos estd dentro del nivel del experto normal en la técnica.

Los protocolos para la transformacién de levaduras son bien conocidos por los expertos normales en la técnica.
Por ejemplo, se puede completar facilmente o bien la preparacién de esferoplastos de levadura con ADN (ver Hinnen
y col., PNAS USA 75:1929, 1978) o mediante tratamiento con sales alcalinas tales como LiCl (ver Itoh y col., J.
Bacteriology 153:163, 1983). La transformacién de hongos también se puede llevar a cabo utilizando polietilenglicol
como describen Cullen y col., (Bio/Technology 5:369,1987).

Entre los vectores virales se incluyen aquellos que comprenden un promotor que dirige la expresién de una mo-
lécula de acido nucleico aislado que codifica una proteina deseada como se ha descrito antes. Se puede utilizar una
amplia variedad de promotores en el contexto de la presente invencion, incluyendo por ejemplo, promotores tales como
MoMLYV LTR, RSV LTR, Friend MuLV LTR, promotores adenovirales (Ohno y col., Science 265:781-784, 1994), el
promotor/intensificador de la fosfotransferasa de neomicina, el promotor del parvovirus tardio (Koering y col., Hum.
Gene Therap. 5:457-463, 1994), el promotor TK del Herpes, el promotor de SV40, el intensificador/promotor del
gen Ila de la metalotioneina, el promotor temprano inmediato de citomegalovirus, y el promotor tardio inmediato de
citomegalovirus. En las realizaciones particularmente preferidas de la invencién, el promotor es un promotor espe-
cifico del tejido (ver, v.g., WO 91/02805; EP 0.415.731; y WO 90/07936). Entre los ejemplos representativos de los
promotores especificos de tejidos adecuados se incluyen el promotor de la enolasa especifica neural, el promotor del
factor de crecimiento beta derivado de plaquetas, el promotor de la proteina morfogénica del hueso, el promotor de
la alfal-quimerina humana, el promotor de la sinapsina I y el promotor de la sinapsina II. Ademads de los promotores
indicados antes, se pueden utilizar otros promotores especificos de virus (v.g., promotores retrovirales, (incluyendo los
indicados antes, asf como otros tales como los promotores del HIV), promotores especificos de la hepatitis, el herpes
(v.g., EBV), y bacterianos, flingicos o parasiticos (v.g., malaria) con el fin de elegir como diana una célula o tejido
especifico que esté infectado con un virus, bacteria, hongo o pardsito.

Entre las células de mamifero adecuadas para llevar a cabo la presente invencién se incluyen, entre otros COS,
CHO, Sa0S, osteosarcomas, KS483, MG-63, osteoblastos primarios, y estroma de médula 6sea de humano o mamife-
ro. Entre los vectores de expresion en mamiferos para su uso en la realizacién de la presente invencién se incluirdn un
promotor capaz e dirigir la transcripcion de un gen clonado o un ADNCc. Entre los promotores preferidos se incluyen
promotores virales y promotores celulares. Entre los promotores especificos del hueso se incluyen la sialo-proteina
dsea y el promotor de la osteocalcina. Entre los promotores virales se incluyen el promotor temprano inmediato de
citomegalovirus (Boshart y col., Cell 41:521-530, 1985), el promotor tardio inmediato de citomegalovirus, el promotor
de SV40 (Subramani y col., Mol. Cell. Biol. 1:854-864, 1981), MMTYV LTR, RSV LTR, metalotioneina-1, adenovirus
Ela. Entre los promotores celulares se incluyen el promotor de la metalotioneina-1 de ratén (Palmiter y col., Patente de
los Estados Unidos Num. 4.579.821), un promotor Vi de ratén (Bergman y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:7041-
7045, 1983; Grant y col., Nucl. Acids Res. 15:5496, 1987) y un promotor Vy de ratén (Loh y col., Cell 33:85-93,
1983). La eleccion del promotor dependerd, al menos en parte, del nivel de expresién deseado o de la linea celular
receptora que vaya a ser transfectada.

Tales vectores de expresion también pueden contener un grupo de sitios de empalme de ARN localizados aguas
abajo del promotor y aguas arriba de la secuencia de ADN que codifica el péptido o la proteina de interés. Los sitios
de empalme de ARN preferidos pueden ser obtenidos a partir de adenovirus y/o genes de inmunoglobulina. También
se encuentra contenida en el vector de expresion una sefial de poliadenilacion localizada aguas abajo de la secuencia
codificadora de interés. Entre las sefiales de poliadenilacién adecuadas se incluyen las sefiales de poliadenilacién
temprana o tardia de SV40 (Kaufman y Sharp, ibid.), la sefial de poliadenilacién de la regién E1B de Adenovirus 5y
el terminador del gen de la hormona de crecimiento humana (De Noto y col., Nucl. Acids Res. 9:3719-3730, 1981).
Los vectores de expresién pueden incluir una secuencia lider viral no codificadora, tal como el lider tripartito de
Adenovirus 2, localizado entre el promotor y los sitios de empalme del ARN. Entre los vectores preferidos se pueden
incluir también secuencias intensificadoras, tales como el intensificador de SV40. Los vectores de expresién también
pueden incluir secuencias que codifican los ARN Va de adenovirus. Los vectores de expresion adecuados pueden ser
obtenidos a partir de fuentes comerciales (v.g., Stragene, La Jolla, California).

Los constructos vectores que comprenden secuencias de ADN clonadas pueden ser introducidos en células de
mamifero, por ejemplo, mediante transfeccién mediada por fosfato de calcio (Wigler y col., Cell 14:725; Corsar y
Pearson, Somatic Cell Genetics 7:603,1981; Graham y Vand der Eb, Virology 52:456, 1973), electroporacién (Neu-
mann y col.,, EMBO J. 1:841-845, 1982), o transfecciéon mediada por DEAE-dextrano (Ausubel y col., (eds.), Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc., NY, 1987). Para identificar células que tengan integrado
establemente el ADNc clonado, generalmente se introduce un marcador seleccionable en las células junto con el gen
o el ADNc de interés. Entre los marcadores seleccionables preferidos para su uso en células de mamifero cultivadas
se incluyen los genes que confieren resistencia a firmacos, tales como neomicina, higromicina, y metotrexato. El mar-
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cador seleccionable puede ser un marcador seleccionable amplificable. Los marcadores seleccionables amplificables
preferidos son el gen DHFR vy el gen de resistencia a la neomicina. Los marcadores seleccionables son revisados por
Thilly (Mammalian Cell Technology, Butterworth Publishers, Stoneham, Massachusetts.

Las células de mamifero que contienen un vector adecuado se dejan crecer durante un periodo de tiempo, tipica-
mente 1-2 dias, para empezar a expresar la secuencia o las secuencias de ADN de interés. La seleccion del farmaco
es aplicada después para seleccionar el crecimiento de las células que estdn expresando el marcador seleccionable de
una manera estable. Para las células que han sido transfectadas con un marcador amplificable, seleccionable se puede
incrementar la concentracion de fairmaco por etapas para seleccionar el nimero de copias de las secuencias aumen-
tado de las secuencias clonadas, incrementando de ese modo los niveles de expresion. Las células que expresan las
secuencias introducidas son seleccionadas y rastreadas en cuanto a la produccion de la proteina de interés en la forma
deseada o al nivel deseado. Las células que satisfacen estos criterios pueden ser clonadas después y aumentadas a
escala para la produccion.

Los protocolos para la transfeccion de células de mamifero son bien conocidos por los expertos normales en la
técnica. Entre los métodos representativos se incluyen la transfeccién con fosfato de calcio, la electroporacién, la
lipofeccidn, la transfeccién mediada por fusion retroviral, adenoviral y de protoplastos (ver Sambrook y col., supra).
Asimismo pueden ser absorbidos constructos vectores desnudos por las células musculares u otras células adecuadas
después de la inyeccion en el misculo de un mamifero (u otro animal).

Numerosas células huésped de insecto conocidas en la técnica pueden resultar ttiles en la presente invencidn, a
la luz de la memoria sujeto. Por ejemplo, el uso de baculovirus como vectores para expresar secuencias de ADN
heterdlogo en células de insecto ha sido revisado por Atkinson y col. (Pestic. Sci. 28:215-224, 1990).

Numerosas células huésped vegetales conocidas en la técnica pueden asimismo resultar ttiles en la presente inven-
cidn a la luz de la memoria sujeto. Por ejemplo, el uso de Agrobacterium rhizogenes como vector para expresar genes
en células vegetales ha sido revisado por Sinkar y col. (J. Biosci. (Bangadore) 11:47-58, 1987).

En aspectos relacionados de la presente invencidn, las proteinas de la presente invencién pueden ser expresadas en
un animal transgénico cuyas células germinales y células somdticas contienen un gen que codifica la proteina deseada
y que estdn conectadas operablemente a un promotor eficaz para la expresion del gen. Alternativamente, de una manera
similar se puede preparar animales transgénicos que carezcan del gen deseado (v.g., ratones con un gen desactivado).
Semejantes transgénicos pueden ser preparados en una variedad de animales no humanos, incluyendo ratones, ratas,
conejos, ovejas, perros, cabras y cerdos (ver Hammer y col., Nature 315:680-683, 1985, Palmiter y col., Science
222:809-814, 1983, Brinster y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4438-4442, 1985, Palmiter y Brinster, Cell 41:343-
345, 1985, y Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.175.383, 5.087.751, 4.736.866, 5.387.742, 5.347.075, 5.221.778,
y 5.175.384). Brevemente, un vector de expresion, incluyendo una molécula de 4cido nucleico que va a ser expresada
junto con secuencias para el control de la expresion situadas adecuadamente, es introducido en prontcleos de huevos
fertilizados, por ejemplo, mediante microinyeccidn. La integracion del ADN inyectado es detectada mediante andlisis
de transferencia de ADN desde las muestras de tejido. Se prefiere que el ADN introducido sea incorporado a la linea
germinal del animal de manera que pase a la progenie del animal. La expresion especifica de tejidos puede ser lograda
por medio del uso de un promotor especifico de tejidos, o por medio del uso de un promotor inducible, tal como el gen
promotor de la metalotioneina (Palmiter y col., 1983, ibid.), que permita la expresion regulada del transgen.

Las proteinas pueden ser aisladas, entre otros métodos, cultivando sistemas huésped y vectores adecuados para
producir los productos de traduccién recombinantes de la presente invencién. Los sobrenadantes de tales lineas celu-
lares, o las inclusiones de proteina o las células completas en las que la proteina es excretada al sobrenadante, pueden
ser preparados después mediante una variedad de procedimientos de purificacién con el fin de aislar las proteinas
deseadas. Por ejemplo, el sobrenadante puede ser concentrado primero utilizando filtros de concentracién de proteinas
asequibles comercialmente, tales como una unidad de ultrafiltraciéon Amicon o Millipore Pellicon. Tras la concentra-
cion, el producto concentrado puede ser aplicado a una matriz de purificaciéon adecuada tal como, por ejemplo, un
anticuerpo anti-proteina unido a un soporte adecuado. Alternativamente, se pueden emplear resinas de intercambio
aniénico o catioénico con el fin de purificar la proteina. Como alternativa adicional, se pueden emplear una o mas
etapas de cromatografia de liquidos de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC) para purificar adicionalmente la
proteina. Otros métodos de aislamiento de las proteina de la presente invencién son bien conocidos por los expertos
en la técnica.

Se cree que una proteina estd “aislada” en el contexto de la presente invencidn si no se detecta otra proteina (no
deseada) conforme al andlisis de SDS-PAGE seguido de tincién con azul de Coomassie. En otras realizaciones, la
proteina deseada puede ser aislada de manera que no se detecte otra proteina (no deseada) conforme al andlisis de
SDS-PAGE seguido de tincién con plata.

3. Moléculas de Acido Nucleico
En otros aspectos de la invencidn, se proporcionan moléculas de 4cido nucleico que son capaces de inhibir la

unién de la proteina de unién a TGF-beta a un miembro de la familia del TGF-beta. Por ejemplo, en una realizacién
se proporcionan moléculas oligonucleotidicas antisentido que inhiben especificamente la expresion de las secuencias
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de 4cido nucleico de la proteina de unién a TGF-beta (ver generalmente, Hirashima y col., en Molecular Biology
of ARN: New Perspectives (M. Inouye y B.S. Dudock, eds., 1987 Academic Press, San Diego, pag. 401); Oligonu-
cleotides: Antisense Inhibitors of Gene Expression (J.S. Cohen, ed., 1989 MacMillan Press, Londres); Stein y Cheng,
Science 261:1004-1012, 1993; WO 95/10607; Patente de los Estados Unidos Nim. 5.359.051; WO 92/06693; y EP-
A2-612844). Brevemente, tales moléculas son construidas de manera que sean complementarias, y sean capaces de
formar pares de bases de Watson-Crick, con una regién de secuencia de ARNm de la proteina de unién a TGF-beta
transcrita. El 4cido de doble hebra resultante interfiere en la posterior maduraciéon del ARNm, evitando de ese modo
la sintesis de proteinas (ver Ejemplo 10).

En otros aspectos de la invencidn, se proporcionan ribozimas que son capaces de inhibir la unién de la proteina de
unién a TGF-beta a un miembro de la familia del TGF-beta. Segin se utiliza aqui, se pretende que “ribozimas” incluya
moléculas de ARN que contengan secuencias antisentido para el reconocimiento especifico, y una actividad enzimati-
ca de escisién del ARN. La hebra catalitica escinde un sitio especifico en un ARN diana a una concentracién mayor de
la estequiométrica. Se pueden utilizar una amplia variedad de ribozimas en el contexto de la presente invencién, inclu-
yendo por ejemplo, la ribozima cabeza de martillo (por ejemplo, como describen Forster y Symons, Cell 48:211-220,
1987; Haseloff y Gerlach, Nature 328:596-600, 1988; Walbot y Bruening, Nature 334:196, 1988; Haseloff y Gerlach,
Nature 334:585, 1988); la ribozima en horquilla (por ejemplo, como describen Haseloff y col., Patente de los Estados
Unidos Num. 5.254.678, expedida el 19 de Octubre de 1993, y Hempel y col., Solicitud de Patente Europea Nim.
0.360.257, publicada el 26 de Marzo de 1990); y ribozimas basadas en el ARN ribosomal de Tetrahymena (ver Cech y
col., Patente de los Estados Unidos Num. 4.987.071). Las ribozimas de la presente invencién constan tipicamente de
ARN, pero también pueden estar compuestas por ADN, andlogos de dcido nucleico (v.g., fosforotioatos), o quiméricos
de los mismos (v.g., ADN/ARN/ARN).

4. Marcas

El producto génico o cualquiera de las moléculas candidato descritas antes y mds abajo, pueden estar marcadas
con una variedad de compuestos, incluyendo por ejemplo, moléculas fluorescentes, toxinas, y radiondclidos. Entre
los ejemplos representativos de moléculas fluorescentes se incluyen fluoresceina, proteinas Phycobili, tales como
ficoeritrina, rodamina, rojo Texas y luciferasa. Entre los ejemplos representativos de las toxinas se incluyen ricina,
abrina, toxina de la difteria, toxina del célera, gelonina, proteina antiviral de Phytolacca americana (“pokeweed”),
tritina, toxina de Sigella, y exotoxina A de Pseudomonas. Entre los ejemplos representativos de los radionuclidos
se incluyen Cu-64, Ga-67, Ga-68, Zr-89,Ru-97, Tc-99m, Ph-105, Pd-109, In-111, 1-123, I-125, I-131, Re-186, Re-
188, Au-198, Au-199, Pb-203, At-211, Pb-212 y Bi-212. Ademads, los anticuerpos descritos antes también pueden ser
marcados o conjugados con un pareja de un par de unién al ligando. Entre los ejemplos representativos se incluyen
avidina-biotina, y riboflavina-proteina de unién a riboflavina.

Los métodos para conjugar o marcar las moléculas descritas aqui con las marcas representativas mostradas antes
pueden ser facilmente completados por un experto normal en la técnica (ver Trichothecene Antibody Conjugate, Pa-
tente de los Estados Unidos Num. 4.744.981; Antibody Conjugate, Patente de los Estados Unidos Num. 5.106.951;
Fluorogenic Materials and Labeling Techniques, Patente de los Estados Unidos Nim. 4.018.884; Metal Radionuclide
Labeled Proteins for Diagnosis and Therapy, Patente de los Estados Unidos Num. 4.897.255; y Metal Radionuclide
Chelating Compounds for Improved Chelation Kinetics, Patente de los Estados Unidos Nim. 4.988.496; ver tam-
bién Inman, Methods In Enzymlogy, Vol. 34, Affinity Techniques, Enzyme Purification: Part B, Jackoby y Wilchek
(eds.), Academic Press, Nueva York, pag. 30, 1974; ver también Wilchek y Bayer, “The Avidin-Biotin Complex in
Bioanalytical Applications”, Anal. Biochem. 171:1-32, 1988).

Composiciones farmacéuticas

Como se ha observado antes, la presente invencién también proporciona una variedad de composiciones farmacéu-
ticas, que comprenden una de las moléculas descritas antes que inhibe la unién de la proteina de unién a TGF-beta a
un miembro de la familia del TGF-beta junto con un portador farmacéutica o fisiolégicamente aceptable, excipientes
o diluyentes. Generalmente, tales portadores pueden ser no toxicos para los receptores a las dosificaciones y concen-
traciones empleadas. Normalmente, la preparacion de tales composiciones abarca combinar el agente terapéutico con
tampones, antioxidantes tales como acido ascérbico, polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamen-
te 10 restos), proteinas, aminodcidos, carbohidratos incluyendo glucosa, sacarosa o dextrinas, agentes quelantes tales
como EDTA, glutation y otros estabilizantes y excipientes. La solucién salina tamponada neutra o la solucién salina
mezclada con seralbimina no especifica son diluyentes apropiados ejemplares.

Ademads, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden ser preparadas para su administra-
cién mediante una variedad de rutas diferentes. Ademds, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién
pueden ser colocadas en recipientes, junto con material de envasado que proporcione instrucciones referentes al
uso de tales composiciones farmacéuticas. Generalmente, semejantes instrucciones incluirdn una expresion tangible
describiendo la concentracién de reactivo, asi como ciertas realizaciones, cantidades relativas de ingredientes exci-
pientes o diluyentes (v.g., agua, solucion salina o PBS) que pueden ser necesarias para reconstituir la composicién
farmacéutica.
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Métodos de tratamiento

La presente invencion también proporciona la fabricacién de medicamentos para incrementar el contenido mineral
y la densidad mineral del hueso. En resumen, numerosas condiciones dan como resultado la pérdida de contenido
mineral del hueso, incluyendo por ejemplo, las enfermedades, la predisposicion genética, los accidentes que producen
la pérdida de uso de un hueso (v.g. debido a una fractura), los agentes terapéuticos que afectan a la resorcién dsea, o
que eliminan células formadoras de hueso y el envejecimiento normal. Por medio del uso de las moléculas descritas
aqui que inhiben la unién de la proteina de unién a TGF-beta a un miembro de la familia del TGF-beta para fabricar
medicamentos se pueden tratar o prevenir tales condiciones. Segun se utiliza aqui, se debe entender que el contenido
mineral del hueso ha aumentado, si el contenido mineral del hueso ha aumentado de una manera estadisticamente
significativa (v.g., mayor de media desviacion estandar), en un sitio seleccionado.

Las moléculas descritas aqui pueden ser utilizadas en la fabricacién de medicamentos para tratar una amplia va-
riedad de condiciones que resultan de la pérdida de contenido mineral del hueso. Los pacientes con tales condiciones
pueden ser identificados a través de la diagnosis clinica utilizando mecanismos bien conocidos (ver, v.g., Harrison’s
Principles of Internal Medicine, McGraw-Hill, Inc.). Entre los ejemplos representativos de las enfermedades que pue-
den ser tratadas se incluyen las displasias, en las que existe un crecimiento o desarrollo anormal del hueso. Entre los
ejemplos representativos de tales condiciones se incluyen acondroplasia, disostosis cleidocraneal, encondromatosis,
displasia fibrosa, enfermedad de Gaucher, raquitismo hipofosfatémico, enfermedad de Marfan, exostosis hereditaria
miultiple, neurofibromatosis, osteogénesis imperfecta, osteopetrosis, osteopoikilosis, lesiones escleréticas, fracturas,
enfermedad periodontal, pseudoartrosis y osteomielitis piogénica.

Entre otras condiciones que pueden ser tratadas o evitadas utilizando los medicamentos de la invencidn se incluyen
una amplia variedad de causas de osteopenia (es decir, una condicién que ocasiona una desviacién estandar mayor de
uno de contenido mineral o densidad del hueso por debajo del contenido mineral esquelético pico en la juventud). En-
tre los ejemplos representativos de tales condiciones se incluyen los estados anémicos, las condiciones causadas por
esteroides, las condiciones causadas por heparina, trastornos de la médula ésea, escorbuto, malnutricién, deficiencia
en calcio, osteoporosis idiopdtica, osteopenia y osteoporosis congénita, alcoholismo, enfermedad crénica del higado,
senectud, estado post-menopdusico, oligomenorrea, amenorrea, embarazo, diabetes melitus, hipertiroidismo, enfer-
medad de Cushing, acromegalia, hipogonadismo, inmovilizacién o desuso, sindrome de distrofia simpética refleja,
osteoporosis regional transitoria y osteomalacia.

En un aspecto la presente invencién proporciona el uso de una molécula que inhibe la unién de la proteina de
unién a TGF-beta a un miembro de la familia del TGF-beta en la fabricacién de un medicamento para incrementar
el contenido mineral o la densidad del hueso de un animal de sangre caliente proporcionando el medicamento una
cantidad eficaz de la molécula. Entre los ejemplos de los animales de sangre caliente que se pueden tratar se incluyen
tanto vertebrados como mamiferos, incluyendo por ejemplo, caballos, vacas, cerdos, ovejas, perros, gatos, ratas y
ratones. Entre los ejemplos representativos de las moléculas terapéuticas se incluyen ribozimas, genes de ribozimas,
oligonucle6tidos antisentido y anticuerpos (v.g., anticuerpos humanizados).

En otros aspectos la presente invencién comprende introducir en las células que buscan el hueso un vector que
dirige la expresion de una molécula que inhibe la proteina de unién a TGF-beta a un miembro de la familia del TGF-
beta, después tales células pueden ser utilizadas en la fabricacién de un medicamento para incrementar la densidad
del hueso en un animal de sangre caliente. Brevemente, las células que buscan el hueso pueden ser obtenidas directa-
mente a partir del hueso de pacientes (v.g., células obtenidas a partir de médula ésea tales como CD34+, osteoblastos,
osteocitos, y similares), a partir de sangre periférica, o a partir de cultivos.

Un vector que dirige la expresion de una molécula que inhibe la unién de una proteina de unién a TGF-beta a un
miembro de la familia del TGF-beta es introducido en las células. Entre los ejemplos representativos de los vectores
adecuados se incluyen vectores virales tales como vectores virales del herpes (v.g., Patente de los Estados Unidos
Num. 5.288.641), vectores adenovirales (v.g., WO 94/26914, WO 93/9191; Kolls y col., PNAS 91(1):215-219, 1994;
Kass-Eisler y col., PNAS 90(24):11498-502, 1993; Guzman y col., Circulation 88(6):2838-48, 1993; Guzman y col.,
Cir. Res. 73(6):1202-1207, 1993; Zabner y col., Cell 75(2):207-216, 1993; Li y col., Hum Gene Ther. 4(4):403-409,
1993; Caillaud y col., Eur. J. Neurosci. 5(10):1287-1291, 1993; Vincent y col., Nat. Genet. 5(2):130-134, 1993; Jaffe y
col., Nat. Genet. 1(5):372-378, 1992; y Levrero y col., Gene 101(2):195-202, 1991), vectores virales adenoasociados
(WO 95/13365; Flotte y col., PNAS 90(22):10613-10617, 1993), vectores de baculovirus, vectores de parvovirus
(Koering y col., Hum. Gene Therap. 5:457-463, 1994), vectores de poxvirus (Panicali y Paoletti, PNAS 79:4927-4931,
1982; y Ozaki y col., Biochem. Biophys. Res. Comm. 193(2):653-660, 1993), y retrovirus (v.g., EP 0.415.731; WO
90/07936; WO 91/0285; WO 94/03622; WO 93/25698; WO 93/25234; Patente de los Estados Unidos Nim. 5.219.740;
WO 93/11239; WO 93/10218). Del mismo modo se pueden construir vectores virales que contengan una mezcla de
elementos diferentes (v.g., promotores, secuencias de la envuelta y similares) de diferentes virus, o fuentes no virales.
En varias realizaciones, se puede utilizar o bien el propio vector viral, o bien una particula viral que contenga el vector
viral en los métodos y composiciones descritos mds abajo.

En otras realizaciones de la invencidn, las moléculas de dcido nucleico que codifican una molécula que inhibe la
unién de una proteina de unién a TGF-beta a un miembro de la familia del TGF-beta por si{ mismas pueden ser ad-
ministradas mediante una variedad de técnicas, incluyendo, por ejemplo, la administracién a asialomucoide (ASOR)
conjugado con complejos de poli-L-lisina ADN (Cistano y col., PNAS 92122-92126, 1993), ADN unido a adenovirus

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2272093 T3

muerto (Curiel y col., Hum. Gene Ther. 3(2):147-154, 1992), introduccién mediada por citofectina (DMRIE-DOPE,
Vical, California), inyeccién de ADN directa (Acsadi y col., Nature 352:815-818, 1991); ligandos de ADN (Wu y
col., J. of Biol. Chem. 264:16985-16987, 1989); lipofeccién (Felgner y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413-7417,
1989); liposomas (Pickering y col., Circ. 89(1):13-21, 1994; y Wang y col., PNAS 84:7851-7855, 1987); bombardeo
con microproyectiles (Williams y col., PNAS 88:2726-2730, 1991); y liberacion directa de acido nucleicos que codifi-
can la propia proteina ya sea sola (Vile y Hart, Cancer Res. 53:3860-3864, 1993) o utilizando complejos de PEG-4cido
nucleico.

Entre los ejemplos representativos de las moléculas que pueden ser expresadas por los vectores de la presente
invencidn se incluyen ribozimas y moléculas antisentido, cada uno de las cuales se ha discutido con mas detalle antes.

La determinacién del contenido mineral del hueso incrementado puede ser resuelta directamente por medio del
uso de los rayos x (v.g., Dual Energy X-ray Absorptometry o “DEXA”), o mediante inferencia a través de marcadores
de recambio 6seo (fosfatasa alcalina especifica de osteoblastos, osteocalcina, procolageno de tipo 1, propéptido C’
(PICP), y fosfatasa alcalina total; ver Comier, C., Curr. Opin. In Rheu. 7:243, 1995), o marcadores de resorcién
dsea (piridinolina, desoxipiridinolina, N-telopéptido, hidroxiprolina urinaria, fosfatasas 4cidas tartrato-resistentes del
plasma y galactosilhidroxilisina; ver Comier, supra). La cantidad de masa ésea puede ser calculada a partir de los
pesos corporales, o utilizando otros métodos (ver Guiness-Hey, Metab. Bone Dis. And Rel. Res. 5:177-181, 1984).

Como resultard evidente para un experto en la técnica, la cantidad y la frecuencia de la administracién dependeran,
por supuesto, de factores tales como la naturaleza y gravedad de la indicacién que esté siendo tratada, de la respuesta
deseada, de la condicién del paciente, etcétera. Tipicamente, las composiciones pueden ser administradas mediante
una variedad de técnicas, como se ha indicado antes.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracién, y no a modo de limitacién.
Ejemplos
Ejemplo 1
Mapas de esclereostiosis para el brazo largo del cromosoma 17 humano

El cartografiado genético del defecto responsable de la esclerosteosis en humanos localizé el gen responsable de
este trastorno en la regién del cromosoma 17 humano que codifica un miembro novedoso de la familia de la proteina de
union al TGF-beta. En la esclerosteosis, el hueso esquelético presenta un incremento sustancial en la densidad mineral
en relacién con la de los individuos no afectados. El hueso de la cabeza también presenta un sobrecrecimiento. Los
pacientes con esclerosteosis son generalmente sanos aunque pueden mostrar grados variables de sindactilia al nacer y
grados variables de compresion craneal y compresion nerviosa en la calavera.

El andlisis de conexidén del defecto del gen asociado con la esclerosteosis fue realizado aplicando el método del
cartografiado por homozigosidad a muestras de ADN recogidas de 24 familias de Afrikaaner de Suréfrica en las
cuales se producia la enfermedad. (Sheffield y col., 1994, Human Molecular Genetics 3:1331-1335. “Identification of
a Badet-Biedl syndrome locus on chromosome 3 and evaluation of an efficient approach to homozygosity mapping”).
La poblacién Afrikaaner de Surifrica es generalmente homogénea; la poblacién desciende de un pequefio niimero
de fundadores que colonizaron el drea hace varios siglos, y ha estado aislada por barreras geogréficas y sociales
desde su fundacién. La esclerosteosis es rara en todo el mundo fuera de la comunidad Afrikaaner, lo que sugiere que
se encontraba presente una mutacion en el gen en la poblacion fundadora y ha aumentado de nimero junto con el
crecimiento de la poblacién. El uso del cartografiado de homozigosidad se basa en la suposicién de que es probable
que los marcadores del cartografiado del ADN adyacentes a un mutacion recesiva sean homozigotos en los individuos
afectados de familias consanguineas y en poblaciones aisladas.

Se seleccioné un grupo de 371 marcadores microsatélites (Research Genetics, Set 6) de los cromosomas autosé-
micos para tipificar reservas de ADN de muestras de pacientes con esclerosteosis. Las muestras de ADN para este
andlisis procedian de 29 pacientes con esclerosteosis de 24 familias, 59 miembros de familias no afectadas y un grupo
de individuos de control no emparentados de la misma poblacién. Las reservas constaban de 4-6 individuos, individuos
afectados, individuos afectados de familias consanguineas, padres y hermanos no afectados, o controles no emparen-
tados. En las reservas de individuos no relacionados y en la mayor parte de las reservas con individuos afectados o
miembros de la familia, los andlisis de los marcadores demostraron numerosos tamafios de alelos para cada marca-
dor. Un marcador, D1751299, mostraba una indicacién de homozigosidad: una banda en algunas de las reservas de
individuos afectados.

Las 24 familias con esclerosteosis fueron tipificadas con un total de 19 marcadores en la regién D17S1299 (en
17q12-g21). Los individuos afectados de cada familia demostraron ser homozigotos en esta region, y 25 de los 29
individuos eran homozigotos para un haplotipo central; cada uno tenia los mismos alelos entre D1751787 y D17S930.
Los otros cuatro individuos tenian un cromosoma que se emparejaba con este haplotipo y un segundo que no. En su-
ma, los datos sugerian de modo convincente que esta region de 3 megabases contenia la mutacién de la esclerosteosis.
El andlisis de la secuencia de la mayor parte de los exones de esta region de 3 megabases identificaba una mutacién
terminadora en la secuencia codificadora de la proteina de unién a TGF novedosa (mutacién C>T en la posicién 117
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del SEQ ID NO. 1 da como resultado un codén de terminacién). Se demostré que esta mutacion era Unica para los
pacientes con esclerosteosis y los portadores de los descendientes de Afrikaaner. La identidad del gen fue confir-
mada adicionalmente identificando una mutacién en su intrén (mutacién A>T en la posicién +3 del intrén) que da
como resultado una maduracién del ARNm inapropiada en un paciente no emparentado, individual con esclerosteosis
diagnosticada.

Ejemplo 2
Especificidad de tejidos de la expresion del gen de la proteina de union a TGF-beta
A. Expresion del Gen Beer Humano mediante RT-PCR

Se preparé un ADNc de primera hebra a partir de las siguientes muestras de ARN total utilizando un estuche ase-
quible comercialmente (“‘Superscript Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis”, Life Technologies,
Rockville, MD): cerebro humano, higado humano, bazo humano, timo humano, placenta humana, muisculo esquelético
humano, tiroides humano, pituitaria humana, osteoblastos humanos (NHOst de Clonetics Corp., San Diego, CA), linea
celular de osteosarcoma humano (Saos-2, ATCC# HTB-85), hueso humano, médula ésea humana, cartilago humano,
hueso de mono Vervet, Saccharomyces cerevisiae y monocitos de sangre periférica humana. Todas las muestras de
ARN fueron adquiridas de una fuente comercial (Clontech, Palo Alto, CA), excepto las siguientes que fueron prepa-
radas por la empresa: osteoblasto humano, linea celular de osteosarcoma humano, hueso humano, cartilago humano
y hueso de mono Vervet. Estas muestras de ARN preparadas en la empresa fueron preparadas utilizando un estuche
asequible comercialmente (“TRI Reagent”, Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH).

La PCR fue realizada sobre estas muestras, y adicionalmente sobre una muestra gendmica como control. El oli-
gonucledtido Beer efector tenia la secuencia 5’-CCGGAGCTGGAGAACAACAAG-3’ (SEC ID NO: 19). El cebador
oligonucleotidico Beer antisentido tenia la secuencia 5’-GCACTGGCCGGAGCACACC-3’ (SEC ID NO: 20). Ade-
mads, se realizé la PCR utilizando cebadores para el gen de la beta-actina humana, como control. El cebador oligonu-
cleotidico de la beta-actina-efector tenia la secuencia 5’-AGGCCAACCGCGAGAAGATGA CC-3’ (SEC ID NO: 21).
El cebador oligonucleotidico de la beta-actina antisentido tenfa la secuencia 5’-GAAGT CCAGGGCGACGTAGCA-
3’ (SEC ID NO: 22). La PCR se realiz6 utilizando condiciones normalizadas en reacciones de 25 ul, con una tempe-
ratura de hibridacién de 61 grados Celsius. Se llevaron a cabo 32 ciclos de PCR con los cebadores Beer y veinticuatro
ciclos con los cebadores de la beta-actina.

Tras la amplificacion, se analizaron 12 ul de cada reaccién mediante electroforesis en gel de agarosa y tincién con
bromuro de etidio. Ver Figura 2A.

B. Hibridacion In-situ de ARN de Secciones Embrionarias de Raton

El ADNc Beer de ratén completo (Secuencia de ID Num: 11) fue clonado en el vector pCR2.1 (Invitrogen, Carls-
bad, CA) en las direcciones antisentido y efectora utilizando el protocolo del fabricante. Los transcritos efector y
antisentido de ARNc¢ marcado con S*-alfa-GTP fueron sintetizados utilizando reactivos de transcripcion in vitro su-
ministrados por Ambion, Inc. (Austin, TX). La hibridacion in situ fue realizada segtin los protocolos de Lyons y col.
(J. Cell Biol. 111:2427-2436, 1990).

La sonda de ARNc Beer de ratén detectaba un mensaje especifico expresado en el tubo neural, los blastemas, los
vasos sanguineos y los cartilagos de osificacién de los embriones de ratén en desarrollo. El Panel A de la Figura 3
muestra expresion en la cresta ectodérmica apical (aer en sus siglas en inglés) del blastema (1 en sus siglas en inglés),
los vasos sanguineos (bv en sus siglas en inglés) y el tubo neural (nt en sus siglas en inglés). El panel B muestra la
expresion en el 4° ventriculo del cerebro (4). El Panel C muestra la expresion en la mandibula (ma), en las vértebras
cervicales (cv), el hueso occipital (oc), el paladar (pa) y los vasos sanguineos (bv). El panel D muestra la expresién
en las costillas (r) y en la védlvula del corazén (va). El panel A es una seccién transversal de embrién de 10,5 dpc. El
panel B es una seccion sagital de embrién de 12,5 dpc y los paneles C y D son secciones sagitales de embriones de
15,5 dpc.

Ba= arco branquial, h=corazén, te=telencéfalo (prosencéfalo), b=cerebro, f=masa frontal, g=intestino, j=mandibula,
li=higado, lu=pulmén, ot=vesicula 6tica, ao=, sc=médula espinal, skm=musculo esquelético, na=seno nasal, th=timo,
to=lengua, fl=miembro anterior, di=diafragma.

Ejemplo 3
Expresion y purificacion de proteina beer recombinante

A. Expresion en células COS-1

La secuencia de ADN que codifica la proteina Beer humana completa fue amplificada utilizando los siguientes ce-
badores oligonucleotidicos para PCR. El cebador oligonucleotidico 5’ tenia la secuencia 5’~-AAGCTTGGTACCATG
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CAGCTCCCAC-3’ (SEC ID NO: 23) y contenia un sitio para la enzima de restriccién HindIII (en negrita) segui-
do de 19 nucledtidos del gen Beer empezando 6 pares de bases antes del presunto codén de iniciacién amino ter-
minal (ATG). El cebador oligonucleotidico 3’ tenia la secuencia 5’-AAGCTTCTACTTGTCATCGTCGTCCTTG
TAGTCGTAGGCGTTCTCCAGCT-3’ (SEC ID NO: 24) y contenia un sitio para la enzima de restriccién HindIII
(en negrita) seguido de un codén de terminaciéon complementario inverso (CTA) seguido del complemento inverso del
epitopo FALG (subrayado, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) flanqueado por el complemento inverso de nucleétidos
que codifican los 5 aminodcidos carboxi terminales de Beer. El producto de la PCR fue clonado con TA (“Original TA
Cloning Kit”, Invitrogen, Carlsbad, CA) y los clones individuales fueron rastreados mediante secuenciaciéon del ADN.
Un clon de secuencia verificada fue digerido después por HindlIII y purificado sobre gel de agarosa al 1,5% utilizando
reactivos asequibles comercialmente (“Qiaquick Gel Extraction Kit”, Qiagen Inc., Valencia, CA). Este fragmento fue
ligado después al pldsmido pcDNA3.1 tratado con fosfatasa, digerido con HindIII y cultivado en placa sobre placas
LB con 100 pg/ml de ampicilina. Las colonias que portaban el recombinante deseado en la orientacién apropiada fue-
ron identificados mediante rastreo basado en PCR, utilizando un cebador 5’ correspondiente al sitio promotor/cebador
de T7 en pcDNA3.1 y un cebador 3’ con la secuencia 5’-GCACTGGCCGGAGCACACC-3’ (SEC ID NO: 25) que
corresponde al complemento inverso de la secuencia BEER interna. La secuencia del fragmento clonado fue confir-
mada mediante secuenciacion del ADN.

Se utilizaron células COS-1 (ATCC #CRL-1650) para la transfeccidn. Se transfectaron 50 ug del plasmido de ex-
presion pcDNA-Beer-Flag utilizando un estuche asequible comercialmente siguiendo los protocolos suministrados por
el fabricante (“DEAE-Dextran Transfection Kit”, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). El medio final tras la transfec-
ciéon era DMEM (Life Technologies, Rockville, MD) conteniendo Suero Bovino Fetal al 0,1%. Al cabo de 4 dias de
cultivo, el medio se separd. La expresion de BEER recombinante fue analizada mediante SDS-PAGE y Transferencia
Western utilizando anticuerpo monoclonal M2 anti-FLAG (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO). La purificacién de la
proteina BEER recombinante se realiz6 utilizando una columna de afinidad M2 anti-FLAG (“Mammalian Transient
Expression System”, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO). El perfil de la columna fue analizado via SDS-PAGE y
Transferencia Western utilizando anticuerpo monoclonal M2 anti-FLAG.

B. Expresion en células de insecto SF9

La secuencia del gen Beer humano fue amplificada utilizando la PCR con condiciones normalizadas y los siguien-
tes cebadores:

Cebador efector: 5’-GTCGTCGGATCCATGGGGTGGCAGGCGTTCAAGAATGAT-3’ (SEC ID NO: 26)

Cebador antisentido: 5’-GTCGTCAAGCTTCTACTTGTCATCGTCCTTGTAGTCTAGGC
GTTCTCCAGCTCGGC-3’ (SEC ID NO: 27)

El ADNc resultante contenia la regién codificadora de Beer con dos modificaciones. La sefial de secrecién N-
terminal se habia eliminado y la etiqueta del epitopo FLAG (Sigma) estaba fusionada en marco con el extremo C-
terminal del inserto. Se afiadieron los sitios de clonacién BamHI y HindIII y el gen fue subclonado en el vector
pMelBac (Invitrogen) para la transferencia a un vector baculoviral utilizando métodos normalizados.

Los baculovirus recombinantes que expresaban la proteina Beer fueron elaborados utilizando el estuche de trans-
feccion Ba-N-blue (Invitrogen) y purificados segtn las instrucciones de los fabricantes.

Las células SF9 (Invitrogen) fueron mantenidas en medio TNM_FH (Invitrogen) conteniendo suero de ternera fetal
al 10%. Para la expresion de la proteina, los cultivos de SF9 en matraces con extensor de centrifugacién (“Spinner”) a
una MOI de més de 10. Las muestras de los medios y de las células fueron tomadas diariamente durante cinco dias, y
la expresion de Beer fue controlada mediante transferencia Western utilizando anticuerpo monoclonal M2 anti-FLAG
(Sigma) o antisuero policlonal de conejo anti-Beer.

Al cabo de cinco dias las células SF9 infectadas con baculovirus fueron recogidas mediante centrifugacion y
la proteina asociada a las células fue extraida del sedimento celular utilizando un tampdn de extraccién de elevada
contenido de sal (NaCl 1,5 M, Tris 50 mM pH 7,5). El extracto (20 ml por 300 ml de cultivo) fue aclarado mediante
centrifugacion, sometido a didlisis tres veces frente a cuatro litros de solucién salina tamponada con Tris (NaCl 150
mM, Tris 50 mM pH 7,5), y aclarado de nuevo mediante centrifugacion. Esta fraccidon con elevado contenido de sal fue
aplicada a Hitrap Heparin (Pharmacia: 5 ml de volumen de lecho), lavada extensamente con solucién salina tamponada
con HEPES (HEPES 25 mM 7,5, NaCl 150 mM) y las proteinas unidas se hicieron eluir con un gradiente de NaCl 150
mM a NaCl 1200 mM. La elucién de Beer fue observada a un NaCl aproximadamente 800 mM. Las fracciones que
contenian Beer fueron suplementadas con glicerol al 10% y DTT 1 mM y congeladas a -80°C.
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Ejemplo 4
Preparacion y ensayo de anticuerpos policlonales para Beer, Gremlin, y Dan
A. Preparacion de antigeno

Las secuencias de ADN de Beer humana, Gremlin humana, y Dan humana fueron amplificadas utilizando métodos
de PCR normalizados con los siguientes cebadores oligonucleotidicos:

Beer H

Efector: 5’-GACTTGGATCCCAGGGGTGGCAGGCGTTC-3’ (SEC ID NO: 28)
Antisentido: 5’-AGCATAAGCTTCTAGTAGGCGTTCTCCAG-3’ (SEC ID NO: 29)
Gremlin H

Efector: 5’-GACTTGGATCCGAAGGGAAAAAGAAAGGG-3’ (SEC ID NO: 30)
Antisentido: 5’-AGCATAAGCTTTTAATCCAAATCGATGGA-3’ (SECID NO: 31)
Dan H

Efector: 5’-ACTACGAGCTCGGCCCCACCACCCATCAACAAG-3’ (SECID NO: 32)
Antisentido: 5’-ACTTAGAAGCTTTCAGTCCTCAGCCCCCTCTTTCC-3’ (SEC ID NO: 33)

En cada caso los cebadores enumerados amplificaban la region codificadora completa menos la secuencia sefial de
secrecion. Entre estos se incluyen los sitios de restriccién para la subclonacién en el vector de expresion bacteriano
PQE-30 (Qiagen Inc., Valencia) en los sitios BamHI/HindIII para Beer y Gremlin, y en los sitios Sacl/HindIII para
Dan. pQE30 contiene una secuencia codificadora para la etiqueta 6x His en el extremo 5’ de la regién de clonacién.
Los constructos completados fueron transformados en E. coli cepa M-15/pRep (Qiagen Inc.) y los clones individuales
fueron verificados por secuenciacién. La expresion de la proteina en M-15/pRep y la purificacién (unién de la etiqueta
de afinidad 6xHis a Ni-NTA acoplado con Sepharose) fueron realizadas como describen los fabricantes (Qiagen, The
QIAexpressionist).

La proteina Beer derivada de E. coli fue recuperada en una cantidad significativa utilizando la solubilizacién en
guanidina 6M y sometida a didlisis a 2-4M para evitar la precipitacién durante el almacenamiento. Las proteinas
Gremlin y Dan fueron recuperadas en una cantidad superior con solubilizacién en guanidina 6M y una concentracién
de guanidina post-purificacién de 0,5M.

B. Produccion y ensayo de anticuerpos policlonales

Se produjeron anticuerpos policlonales para cada uno de los tres antigenos en huéspedes como conejo y pollo
utilizando los protocolos normalizados (R & R Antibody, Stanwood, WA; protocolo normalizado para inmunizacién de
conejo y recuperacion de antisuero; Short Protocols in Molecular Biology, 2* edicién, 1992. 11.37-11.41. Contributors
Helen M. Cooper and Yvonne Paterson; el suero de pollo fue generado con Strategic Biosolutions Ramona, CA).

El antisuero de conejo y la fraccién IgY de huevo de pollo fueron rastreados en cuanto a la actividad via transfe-
rencia Western. Cada uno de los tres antigenos fue separado mediante PAGE y transferido a nitrocelulosa de 0,45 ym
(Novex, San Diego, CA). La membrana fue cortada en tiras conteniendo cada tira aproximadamente 75 ng de antigeno.
Las tiras fueron bloqueadas en Blottig Grade Block al 3% (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) y lavadas 3 veces en
1X solucién salina tamponada con Tris (TBS)/tampén Tween al 0,02%. El anticuerpo primario (tomas de sangre pre-
inmunizacidn, antisuero de conejo o IgY de huevo de pollo en diluciones que oscilaban de 1:100 a 1:10.000 en tamp6n
de bloqueo) fue incubado con las tiras durante una hora con un balanceo suave. Una segunda serie de tres lavados 1X
TBS/TWEEN al 0,02% estuvo seguida de una incubacion de una hora con el anticuerpo secundario (anti-conejo de
burro conjugado con peroxidasa, Amersham Life Science, Piscataway, NJ; o anti-polli de burro conjugado con pero-
xidasa, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA). Se realizé un ciclo final de 3X lavados de 1X TBS/TWEEN al
0,02% 1y las tiras fueron desarrolladas con Lumi-Light Western Blotting Substrate (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Alemania).
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C. Ensayo de reactividad cruzada con anticuerpo

Siguiendo el protocolo descrito en la seccién anterior, se incubaron tiras de Beer, Gremlin o Dan con diluciones
(1:5000 y 1:10.000) de sus respectivos antisueros de conejo o IgY de huevo de pollo asi como antisuero o Igy de
huevo de pollo (diluciones 1:1000 y 1:5000) elaborados para los dos antigenos restantes. Los niveles incrementados
de anticuerpos que no se emparejaban fueron realizados para detectar la unién de baja afinidad por los anticuerpos
que pueden ser observados solamente a una concentracion elevada. El protocolo y la duracién del desarrollo son los
mismos para los tres eventos de unién utilizando el protocolo descrito antes. No se observaba reactividad cruzada con
el antigeno para ninguno de los antigenos sometidos a ensayo.

Ejemplo 5
Interaccion de Beer con proteinas de la superfamilia del TGF-beta

La interacciéon de Beer con las proteinas de diferentes ramas filogenéticas de la stuper-familia del TGF-8 fue
estudiada utilizando métodos de inmunoprecipitacién. Se obtuvieron TGFS-1, TGFES-2, TGES-3, BMP-4, BMP-5,
BMP-6 y GDNF a partir de fuentes comerciales (R & D systems; Minneapolis, MN). Un protocolo representativo es
el siguiente. Se someti6 a didlisis Beer parcialmente purificada en solucién salina tamponada con HEPES (HEPES 25
mM 7,5, NaCl 150 mM). Las inmunoprecipitaciones fueron realizadas en 300 ul de tampén IP (NaCl 150 mM, Tris 25
mM, pH 7,5, EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 1,4 mM, triton X-100 al 0,5%, y glicerol al 10%). Se aplicaron 30 ng de
proteina BMP-5 humana recombinante (R & D systems) a 15 ul de matriz de afinidad FLAG (Sigma, St. Louis MO))
en presencia y ausencia de 500 ng de Beer marcada con el epitopo FLAG. Las proteinas fueron incubadas durante
4 horas @ 4°C y después las proteinas asociadas con la matriz de afinidad fueron lavadas cinco veces en tampén 1P
(1 ml por lavado). Las proteinas unidas se hicieron eluir de la matriz de afinidad en 60 microlitros de 1X tamp6n de
muestra SDS PAGE. La proteinas fueron resueltas mediante SDS PAGE y la Beer asociada con BMP-5 fue detectada
mediante transferencia Western utilizando antisuero anti-BMP-5 (Research Diagnostics, Inc.) (ver la Figura 5).

Andlisis de Union al Ligando BEER

La proteina FLAG-Beer (20 ng) es afiadida a 100 ul de PBS/BSA al 0,2% y adsorbida en cada pocillo de una placa
de microtitulacién de 96 pocillos previamente recubierta con anticuerpo monoclonal anti-FLAG (Sigma; St Louis MO)
y bloqueada con BSA en PBS al 10%. Esto se realiza a la temperatura ambiente durante 60 minutos. Esta solucién
de proteina se separa y los pocillos se lavan para separar la proteina no unida. Se afiade BMP-5 a cada pocillo a
concentraciones que oscilan de 10 pM a 500 nM en PBS/BSA al 0,2% y se incuba durante 2 horas a la temperatura
ambiente. La solucién de unidn se separa y la placa se lava tres veces con volimenes de 200 ul de PBS/BSA al 0,2%.
Los niveles e BMP-5 son detectados utilizando anti-suero BMP-5 via ELISA (F.M. Ausubel y col. (1998) Current
Protocols in Mol. Biol. Vol. 2 11.2.1-11.2.22). La unién especifica se calcula sustrayendo la unién no especifica de
la unidn total y se analiza mediante el programa LIGAND (Munson y Podbard, Anal. Biochem., 107, pag. 220-239,
(1980).

En una variacién de este método, se disefia Beer y se expresa como una proteina de fusién con Fc human. Del
mismo modo el BMP ligando se disefia y se expresa como una fusién con Fc de ratén. Estas proteinas son incubadas
juntas y el andlisis es realizado como describe Mellor y col. utilizando la deteccién de fluorescencia de resolucién con
el tiempo (G.W. Mellor y col., J. of Biomol Screening, 3(2) 91-99, 1998).

Ejemplo 6

Andlisis de rastreo para la inhibicion de la union de la proteina de union a TGF-beta a miembros de la familia del
TGF-beta

El andlisis descrito antes se repite con dos excepciones. Primero, la concentraciéon de BMP se mantiene fija a la Kd
determinada previamente. Segundo, se afiade una coleccion de candidatos antagonistas a una concentracion fijada (20
UM en el caso de las colecciones de moléculas organicas pequefias y 1 uM en estudios con anticuerpo). Entre estas
moléculas candidato (antagonistas) de la unién a la proteina de unién de TGF-beta se incluyen compuestos organicos
derivados de colecciones comerciales o internas que representan diversas estructuras quimicas. Estos compuestos son
preparados en forma de soluciones de partida en DMSO y son afiadidas a pocillos de andlisis a < 1% del volumen final
en condiciones de andlisis normalizadas. Estas son incubadas durante 2 horas a la temperatura ambiente con BMP y
Beer, la solucién es separada y el BMP unido es cuantificado como se ha descrito. Los agentes que inhiben el 40% de
la unién a BMP observada en ausencia de compuesto o anticuerpo son considerados antagonistas de esta interaccion.
Estos son evaluados adicionalmente como inhibidores potenciales basdndose en estudios de titulacion para determinar
sus constantes d inhibicion y su influencia sobre la afinidad de unién de la proteina de unién a TGF-beta. Asimismo se
pueden llevar a cabo andlisis de control de la especificidad comparables para establecer el perfil de selectividad para el
antagonista identificado a través de estudios en los que se utilizan andlisis dependientes de la accién del ligando BMP
(v.g., estudio de competicion BMP/receptor de BMP).
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Ejemplo 7
Inhibicion de la localizacion de la proteina de union a TGF-beta a la matriz del hueso

La evaluacién de la inhibicién de la localizacién en la matriz del hueso (hidroxiapatita) se realiza utilizando mo-
dificaciones del método de Nicolds (Nicolds, V. Calcif Tissue Int. 57:206, 1995). Brevemente, la proteina de unién a
TGF-beta marcada con I'*® es preparada como describe Nicolds (supra). La hidroxiapatita es afiadida a cada pocillo de
una placa de microtitulacioén de 96 pocillos equipada con una membrana de filtracién de polipropileno (Polyfiltronic,
Weymouth MA). La proteina de unién a TGF-beta es afiadida a albimina al 0,2% en tamp6n PBS. Los pocillos que
contienen la matriz son lavados 3 veces con este tampdn. La proteina de unién a TGF-beta adsorbida se hace eluir
utilizando NaOH 0,3M y se cuantifica.

La identificacion del inhibidor se lleva a cabo por medio de la incubacién de la proteina de unién a TGF-beta
con moléculas de ensayo y aplicando la mezcla a la matriz como se ha descrito antes. La matriz se lava 3 veces con
albimina al 0,2% en tampén PBS. La proteina de unién a TGF-beta adsorbida se hace eluir utilizando NaOh 0,3M y
se cuantifica. Los agentes que inhiben el 40% de la unién de la proteina de unién a TGF-beta observada en ausencia
de compuesto o anticuerpo son considerados inhibidores de la localizacién d6sea. Estos inhibidores se caracterizan
adicionalmente por los estudios dosis-respuesta para determinar sus constantes de inhibicién y su influencia sobre la
afinidad de unién de la proteina de unién a TGF-beta.

Ejemplo 8
Construccion de mutantes de la proteina de union a TGF-beta
A. Mutagénesis

Un ADNc de la proteina de unién a TGF-beta completo en pBluescript SK sirve como molde para la mutagénesis.
En resumen, los cebadores apropiados (ver el estudio proporcionado aqui) son utilizados para generar el fragmento
de ADN mediante la reaccién en cadena de la polimerasa utilizando la polimerasa Vent DNA (New England Biolabs,
Beverly, MA). La reaccién en cadena de la polimerasa se hace funcionar durante 23 ciclos en tampones proporcionados
por el fabricante utilizando una temperatura hibridacién de 57°C. El producto es expuesto después a dos enzimas de
restriccion y tras el aislamiento utilizando electroforesis en gel de agarosa, ligado de nuevo en pRBP4-503 del cual se
ha separado la secuencia de emparejamiento mediante digestion enzimadtica. La integridad del mutante es verificada
mediante secuenciacién del ADN.

B. Expresion en Células de Mamifero y Aislamiento de la Proteina de union a TGF-beta mutante

Los ADNc de la proteina de unién a TGF-beta mutante son transferidos al vector de expresién de mamifero
pcDNA3.1 descrito en el Ejemplo 3. Después de verificar la secuencia, los constructos resultantes son transfectados
en células COS-1, y la proteina secretada es purificada como se describe en el Ejemplo 3.

Ejemplo 9
Modelos animales-1
Generacion de ratones transgénicos que sobreexpresan el gen Beer

El clon BAC de ~200 kilobases (kb) 15G5, aislado dla genoteca deADN genémico de ratén CTIB (distribuido por
Research Genetics, Huntsville, AL) fue utilizado para determinar la secuencia completa del gen Beer de ratén y sus
regiones limitrofes 5’ y 3’. Un fragmento Sall de 41 kb, conteniendo el cuerpo del gen completo, mas ~17 kb de la
secuencia limitrofe 5’ y ~20 kb de la secuencia limitrofe 3’ fue subclonado en el sitio BamHI del vector cosmidico
SuperCosl (Stratagene, La Jolla, CA) y propagado en la cepa DH101B de E. coli. De este constructo cosmidico, un
fragmento de restriccién MlIul-AvlII de 35 kb (Secuencia Niim. 6), incluyendo el gen Beer de ratén completo, asi como
la secuencia limitrofe de 17 kb 'y de 14 kb 5* y 3’, respectivamente, fue purificado después en gel, utilizando medios
convencionales, y utilizado para la microinyeccién en zigotos de ratéon (DNX Transgenics; Patente de los Estados
Unidos Nim. 4.873.191). Los animales fundadores en los que el fragmento de ADN clonado habia sido integrado al
azar en el genoma fueron obtenidos a una frecuencia del 5-30% de las crias que nacen vivas. La presencia del transgen
fue determinada realizando el andlisis de transferencia Southern del ADN gendmico extraido de una pequefia cantidad
de tejido de ratén, tal como la punta de una cola. El ADN fue extraido utilizando el siguiente protocolo: el tejido
fue digerido durante la noche a 55°C en tampodn de lisis conteniendo NaCl 200 mM, Tris 100 mM pH 8,5, EDTA 5
mM, SDS al 0,2% y 0,5 mg/ml de Proteinasa K. Al dia siguiente, el ADN fue extraido una vez con fenol/cloroformo
(50:50), una vez con cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y precipitado con etanol. Tras la re-suspensién en TE
(Tris 10 mM pH 7,5, EDTA 1,5 mM), 8-10 ug de cada muestra de ADN fueron digeridos con una endonucleasa de
restriccion, tal como EcoRI, sometidos a electroforesis en gel y transferidos a una membrana de nailon cargada, tal
como HybondN+ (Amersham, Arlington Heigths, IL). El filtro resultante fue hibridado después con un fragmento
marcado radiactivamente de ADN derivado del locus del gen Beer de ratén, y susceptible de reconocer tanto un
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fragmento del locus del gen endégeno como un fragmento de un tamafio diferente derivado del transgen. Los animales
fundadores fueron criados hasta ratones no transgénicos normales para generar un nimero suficiente de progenie
transgénica y no transgénica en la cual determinar los efectos de la sobre-expresion del gen Beer. Para estos estudios,
animales de diversas edades (por ejemplo, 1, dia, 3 semanas, 6 semanas,4 meses) son sometidos a numerosos analisis
diferentes disefiados para averiguar la formacién esquelética grosera, la densidad mineral del hueso, el contenido
mineral del hueso, la actividad de osteoclastos y osteoblastos, el grado de osificacién endocondral, la formacién de
cartilago, etc. La actividad transcripcional del transgen puede ser determinada extrayendo el ARN de diversos tejidos,
y utilizando un andlisis de RT-PCR que obtenga ventaja de los polimorfismos de nucleétidos individuales entre la
cepa de ratén de la cual deriva el transgen (129Sv/J) y la cepa de ratones utilizada para la microinyeccién de ADN
[(C57BL5/J x SIL/J)F2].

Modelos animales 11
Desorganizacion del gen Beer de raton mediante recombinacion homologa

La recombinaciéon homoéloga en células madre (ES) embriénicas puede ser utilizada para inactivar el gen Beer
endégeno de ratén y generar con posterioridad animales que porten la mutacién con pérdida de funcién. Un gen
informador, tal como el gen de la S-galactosidasa de E. coli, fue disefiado en el vector de redireccionamiento de
manera que su expresion estuviera controlada por el promotor del gen Beer endgeno y la sefal de iniciacion de la
traduccion. De este modo, los patrones espaciales y temporales de la expresion del gen Beer pueden ser determinados
en animales que portan un alelo redireccionado.

El vector redireccionado fue construido clonando primero la casete del gen resistente a la neomicina (neo) di-
rigido por el promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK) seleccionable por farmaco de pGT-N29 (New England
Biolabs, Beverly, MA) en el vector de clonacién pSP72 (Promega, Madson, WI). Se utilizé la PCR para flanquear
la casete PGKneo con sitios P1 1oxP de bacteri6fago, que son los sitios de reconocimiento para la recombinasa
P1 Cre (Hoess y col., PNAS USA, 79:3398,1982). Esto permite la posterior eliminacién del marcador de resisten-
cia a neo en las células ES redireccionadas en animales derivados con células ES (Patente de los Estados Unidos
4.959.317). Los cebadores de la PCR estaban comprendidos por una secuencia de 34 nucledtidos (ntd) loxP, 15-25
ntd complementarios a los extremos 5’ y 3’ de la casete PGKneo, asi como sitios para el reconocimiento por la en-
zima de restriccion (BamHI en el cebador efector y EcoRI en el cebador anti-sentido) para la clonacién en pSP72.
La secuencia del cebador efector era 5’-AATCTGGATCCATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATCTG
CAGGA TTCGAGGGGCCCCT-3’ (SEC ID NO: 34); 1a secuencia del cebador anti-sentido era 5’-AATCTGAATTC
CACCGGTGTTAATTAAATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATAGATCTAGAG TCAGCTTCTGA-3’
(SEC ID NO: 35).

La siguiente etapa fue clonar un fragmento de Xhol-HindlIII de 3,6 kb, conteniendo el gen de la 5-galactosidasa
de E. coli y la sefial de poliadenilacién de SV40 de pSVp (Clontech, Palo Alto, CA) en el plasmido pSP72-PGKneo.
El “brazo corto” de la homologia del locus del gen Beer de ratén fue generado amplificando un fragmento del clon
BAC 15GS5. El extremo 3’ del fragmento coincidia con el sitio de inicio de la traduccion del gen Beer, y el cebador
anti-sentido utilizado en la PCR también incluia 30 ntd complementarios al extremo 5’ del gen de la §-galatosidasa
de manera que su regién codificadora pudiera ser fusionada con el sitio de iniciacién de Beer en marco. El enfoque
escogido para introducir el “brazo corto” en el pldsmido pSP72-Bgal-PGKneo fue linealizar el pldsmido en un sitio
aguas arriba del gen -gal y después co-transformar este fragmento con el producto de la PCR del “brazo corto” y
seleccionar los pldsmidos en los cuales estaba integrado el producto de la PCR mediante recombinacién homdloga.
El cebador efector para la amplificacion del “brazo corto” inclufa 30 ntd complementarios al vector pSP72 para per-
mitir este evento de recombinacion. La secuencia del cebador efector era 5’-ATTTAGGTGACACTATAGAACTCGA
GCAGCTGAAGCTTAACCACATGGTGGCTCACAACCAT-3’ (SEC ID NO: 36) y la secuencia del cebador an-
ti-sentido era 5’-AACGACGGCCAGTGAATCCGTA ATCATGGTCATGCTGCCAGGTGGAGGAGGGCA-3’ (SEC
ID NO: 37).

El “brazo largo” del locus del gen Beer fue generado amplificando un fragmento de 6,1 kb del clon BAC 15G5 con
cebadores que también introducian los sitios para las enzimas de restriccién de corte poco comun (‘“rare-
cutting”) SgrAl, Fsel, Ascl y Pacl. Especificamente, la secuencia del cebador efector era 5’-ATTACCACCGGTGA
CACCC GCTTCCTGACAG-3’ (SEC ID NO: 38); la secuencia del cebador efector era 5’-ATTACTTAATTAAA
CATGGCGCGCCATATGGCC GGCCCCTAATTGCGGCGCATCGTTAATT-3’ (SEC ID NO: 39). El producto de
la PCR resultante fue clonado en el vector TA (Invitrogen, Carlsbad, CA) como una etapa intermedia.

El constructo dirigible al gen Beer de ratén también inclufa un segundo marcador seleccionable, el gen de la #i-
midina quinasa del virus herpes simplex 1 (HSVTK) bajo el control del elemento de la larga repeticién terminal del
virus del sarcoma de Rous (RSV LTR). La expresion de este gen vuelve las células de mamifero sensibles (e inviables)
al ganciclovir, es por lo tanto un modo conveniente de seleccionar frente a células resistentes a la neomicina en las
cuales ha sido integrado el constructo mediante un evento no homélogo (Patente de los Estados Unidos 5.464.764).
La casete RSVLTR-HSVTK fue amplificada de pSP1337 utilizando los cebadores que permiten la posterior clonacién
en los sitios Fsel y Ascl del “brazo largo”-plasmido vector TA. Para esta PCR, la secuencia del cebador efector era
5’-ATTACGGCCGGCCGCAAAGG AATTCAAGA TCTGA-3’ (SEC ID NO: 40); 1a secuencia del cebador antisen-
tido era 5’~-ATTACGGCGCGCCCCTCACAGGCCGCACCC AGCT-3’ (SEC ID NO: 41).
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La etapa final en la construccién del vector redireccionado implicaba la clonacién del fragmento Sgrl-Ascl de 8,8
kb que contenia el “brazo largo” y el gen RSVLTR-HSVTK en los sitios SgrAl y Ascl del plasmido pSP72-“brazo
corto”-Bgal-PGK neo. Este vector redireccionado fue linealizado mediante digestién o bien con Ascl o Pacl antes de
la electroporacién en células ES.

Ejemplo 10
Inactivacion de Beer mediada por antisentido

Se preparan oligonucleétidos antisentido de 17 nucleétidos en un formato solapante, de tal manera que el extremo
5’ del primer oligonucleédtido se solape con el AUG de inicio de la traduccién del transcrito Beer, y los extremos 5’
de los sucesivos oligonucledtidos se produzcan en incrementos de 5 nucleétidos moviéndose en direccién 5° (hasta 50
nucledtidos més alld), en relacién con el AUG de Beer. Se disefian los correspondientes oligonucledtidos de control y
se preparan utilizando composiciones de bases equivalentes pero redistribuidas en la secuencia para inhibir cualquier
hibridacién significativa para el ARNm codificador. La liberacién del reactivo para el sistema de ensayo celular se
lleva a cabo a través de un reparto de lipidos catiénicos (P.L. Felgner, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413, 1987).
Se afiaden 2 ug de oligonucleétido antisentido a 100 ul de medio con el suero reducido (medio con suero reducido
Opti-MEM 1; Life Technologies Gaithersburg MD) y este se mezcla con reactivo Lipofectin (6 ul) (Life Technologies,
Gaithersburg MD) en los 100 ul de medio con suero reducido. Estos se mezclan, se permite que formen complejos
durante 30 minutos a la temperatura ambiente y la mezcla se afiade a células MC3T3E21 o KS483 sembradas previa-
mente. Estas células se cultivan y el ARNm se recupera. El ARNm de Beer se controla utilizando RT-PCR junto con
cebadores especificos de Beer. Ademads, se recogen los pocillos experimentales separados y los niveles de proteina se
caracterizan por medio de métodos de transferencia western descritos en el Ejemplo 4. Las células son cosechadas,
resuspendidas en tampdn de lisis (Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 20 mM, EDTA 1 mM, SDS al 1%) y la proteina soluble
se recoge. Este material se aplica a SDS PAGE en un gradiente desnaturalizante al 10=20). Las proteinas separadas
son transferidas a nitrocelulosa y la transferencia western es realizada como antes utilizando los reactivos anticuerpo
descritos. Paralelamente, se afiaden los oligonucledtidos de control a cultivos idénticos y se repiten las condiciones
experimentales. El descenso en los niveles d¢ ARNm o proteina Beer se considera significativo si el tratamiento con
el oligonucledtido antisentido da como resultado un cambio del 50% en cualquier caso comparado con el oligonu-
cleétido con las mismas bases orientadas de manera azarosa (“scrambled”) de control. Esta metodologia permite la
inactivacion selectiva del gen y la posterior caracterizacion del fenotipo de los nédulos mineralizados en el modelo de
cultivo de tejidos.

(Secuencia pasa a pagina siguiente)
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SECUENCIAS

SEQ ID NO. 1: ADNc de BEER Humano (regién codificadora completa mas UTR 5° y 37)
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EGRSCCTRTSCTACTRGARGGTGGCGTGCCCTCCTCTGGTTGGTACCATGCAGCTUCCACTEGCCCTGTGTCTCGTCTGC

CTGCTGATRCACKCAGCCTTCORTATAGTGERGGHCCE GGG TGGRCAGGCHETTCAAGEATGATGCCRACGSAATCATCL

el

COBGCTCGRGAGEGTBLCCCHAGCCTCIACCHGAGCTCORGABCAACPAGACCRTGAR L

SCHRERGRAR L GERLHGCEEC

CTCCCCRUCRCCCCTTTRAGACCAABGACGTGTCCGRGTACAGCTRCCHCGAGLTECACTTUACCCGUTRSITRACCGAT

FRGCCHTHCCICAGUGCCRAGCCGETCACCGAGCTGRTGTGCTCLGGCCAGTHCEGCLCGRCGCGLCTGCT SUCCAACET
CETLCRACCGCEECRRAGTGRTGGCRACCTAGTGGGCCTCIACTTCCGCTGCATCCLCTERLCGCTACCGCICGHLEICICGTEC

PRy et ot ey

EGLTHECTETATLCCGRTGGTGRGGCGCCGCECGCEC3CAAGGTRCICCTSSTOSCCTLGTSCABGTGC AL 32 ICCTCACC

CGCTTCCACARCTRASTCEGAGCTCAEGGACTTCIGGACCIAGECOGCTCHGCCTUAGLAGFHCCIHRRAGCISTISCOCTS
CRTTCGIRGLICTR B RGCCRACCAGICCARAGCTGEAGAD CGCCTACTAGEGCLCICLCECECCLCTCCCCRIOGRCHEEC
SICCCAGCCTTRARCCCGORCCCCACATTTCTGTCCTCTGRCGUGTRGTTTGATTGT TTATATTTCATTGTASATRCCTGC
2 ECCCEGHGCEAGGHGCTGRGACCTTCCAGGCCCTGAGTARATCCCHERCGCOGHLARGTTUTLCCTCAGCCCIUCAGOTS
EGGGETCCCATHRGGCAGEGGAGGGAL.TTGAGAGT CRACAGACACTGAGCCALGCAGCCCTUCCTCTEEIGCCITCTACTT
TTGCTGETCCTACTTCRAGAGGAGECAGAABTGGANGCETTTTCACCGCCCTRGEGTTTTRAGGGRAGCGGTGTHHSAGTEG
GABLGTCCAGGGRCTGGT TRAGARREGTTGGATPAGATTCCCCCTTGCRALCTCGCTGCCCATCAGRAAGCCT SAGGCGTGC
CCAGEICACLRGRCTGGGGGCAACTGTAGATGTGGTTTCTAGTCCTGGCTCTGCCACTERCTTGCTGTGTASCTTTGARL
TACZCAATTCTCCTTCGGGACCTCARTTTCCACT TTOT A AP TGAGSGTGGPGGTGGGRE.TRGGATCTCGAGGAGACTAT
TGGCATATGATTCCAAGGACTCCAGTGCCTTTTGARTGGGCAGAGGTGAGAGEGAGAGAGAGRRAGRGAGAGFATGRATG
CAGTTGCRTTGATTCAGTGCCARGGTCACTTCCAGRATTCAGRGTTGTGATGCTCTCTTCTGRCAGCCEARGATGAARRA
CLELCAGRANTFABAAPAGTARAGRSTCTATTTATGGCTGACATATTTRCGGCTGRACAAACTCCTRGRAGRAGCTATGCTG
CTTCCCAGCCTGGCTTCCCCGGATGT TTGGCTACCTCCACCCCTCCATCTCARAGAABTLACATCATCCATTGGGGTAGR
PALGGAGAGGGTCCGAGGGTGGTGGGAGGGATAGARATCACATCCGCCCCARCTTCCCRAAGAGCAGCATCLCTCCCCCG
ECCCATAGCCRETGTTTTAREGTCACCTTCCGARGAGAAGTGAMGGT TCAAGGACACTGGCCT TGCAGGCCCGAGGGAGT
AGCCATCACELACTCACAGACCAGCACATCCCTTTTGAGRCACCGCCTTCTGCCCACCACTCACGGACACATTTCTGCCT
AGARBBCAGCTTSTTACTGCTCT TACATGTGATGGCATATCTTACAC TARPRAGALTATTATTGGGGGAARARACTACARGT
GCTGTACATATGUTGAGALACTGCAGAGCATAATAGCTGCCACCCRAPANTCTTTT TGARAATCATTTCCAGRCRACCTC
TTACTTTCTGTGTAGTTTTTAAT TGTTAPRAAALLAAAGTTTTAAACAGARGCACATGACATATGARAGCCTGCAGGACT
GGTCATTTTTTTGGCAATTCTTCCACGTGGGACTTGTCCACARGAATGAAAGTAGTGGTTTTTAAAGAGTTARGTTACAT
BATTTATTTTCTCECTTAAGTTAT TTATGCRAAARGT TTTTCTTGTAGAGALTGACARTGTTAATATTGCTTTATGAATTAA

CLGTCTGTTCTTCCAGAGTCCAGAGACAT TGTTAATAARGACAATSBATCATGACCGARRG

SEQ ID NO. 2: Proteina BEER Humana (secuencia completa)

MQLEFLALCLVCLLVHTEFRVVEGQGYWQR FKNDATEL Y FELSEYEEFFFELENNKTMNRAENGGRE EHHEFETHDVSEYSC

RELHETRYVTDGECRSBKPVTELVCEGQCGFARLLPNAI GRGKWWRE SGFDFRCI FDRYRP.QRVQLLCEGGERERARIVR
LVASCKCKRLTRFHNQSELKDFGTEAARPQKGRKPRPRARSAKANQAELENAY
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SEQ ID NO. 3: Proteina BEER Humana conteniendo mutacion terminadora de Esclerosteosis

PGAGCCTETGCTACTEGARGHETGECITSCCCTCCTCTGECTGGTACCRATGCAGCTCCCACTGRCUCTGTGTCTCOTSTS,
CTGCTGGTACAC&C&GCCTTCCGTGT&GTGGAGGGCTAGGGGTGGCAGGCGTTCA&GAATGATGCCACGGRAATCAT’f"

CGAGCTCRGREAGTECCCCSRAGCCTCTRCCEGRGCTERRGAACABCAAG R CCATGRRCCGRGCEGAGARCEHAGGGTSGE
CTCCCCACCACCCCTTTRRGACCAAAGACETETCCGAGTACAGCTGCCACEAGCTGCACTTCACCCGCTACGTGACCGAT
GGGCCETGCCGCAGCGTCALUCCEITCRCCGAGCTERTGTGCTCCGGCCAGTECGGCCCGOLGEGCCTGUTHCCCARCGL
CATCRGCCGLIGCAAGTGOTEGCTACCTAGTGGGCCCGACTTCCGCTECATCCCCEACCECTACUGCICGCRGCECGTSC
BICTGCTGTETCCCGRGTGGETGRAGGCECCECECECEUGCREGETGCGCC TR TGGCCTCITGCARGTRCBAGCRLUCTCACC
CGCTTCCACAECCRGTCGGRGCTCRASGACTTCGEGACLEAGECLGCTCGGCCGCAGAAGGGCCGEARGCCGCHGCCICS

CSCCCGEAGTGCCRARGCCARCCAGHCCGAGCTGGAGAACGCCTACTAGRSCCCGCCCGCSCCCCTCCCCACCEITEEEC

GCCCCGGCCCTRARTLCGCGCCCCACATTTCTGTCCTCTGCGCGTESTTTSATTGTTTATATTTCATTGTARRLTGCCTGC
LACCCRGSGCRGGGHGCTGAGACCTTCCAGGCCCTGRAGGAATCCCGGGCGCCGECAAGGCCCCCCTCRAGCCCGCCAGCTS
AUGGETCCCACGEGGCEGEGEAGGEFATTGRGEGTCACAGRACACTGAGCCACGCAGCCCCGCCTCTGGGGCCGCCTACCT
PTTGCTGETCCCACTTCREAGOAGGCEGABATGGARGCETTTTCACCGCCCT GGUGTTTTARGGGAGCGGTGTGGGAGTGE
GHARGTCCAGGGACTGGTTAAGARAGTTGGATARGATTCCCCCTTGCACCTCGCTGCCCATCAGRABAGCCTGAGGCGTSC
CChGAGCACANGACTSGEGGGCARCTGTRAGRTGTGGTTTCTAGTCCTGGCTCTGCCACTARCTTGCTGTGTAACCTTGRAC
TACACPATTCTCCTTCGGGACCTCARTTTCCACTTTGTARARTGAGGGTGGRGGTGGGA . TAGGATCTCGAGGAGACTAT
TGGCATATGRTTCCARAGGACTCCAGTGCCTTTTGARTGGGCAGAGGTGAGAGRGAGAGAGL.GARAGAGAGAGRETGALTG
CAGTTGCRATTGATTCAGTGCCAAGGTCRCTTCCRGARTTCAGAGTTGTGATGCTCTCTTCTGACAGCCARLGATGARMRA
CABRCAGARARRADREAGTEAAGAGTCTATTTATGGCTGACATATTTACGECTGACAAACTCCTGGARGARAGCTATGETG
CTTCCCUGCCTGGCTTCCCCGGATGTTTGGCTACCTCCACCCCTCCATCTCPARGAAATARCATCATCCATTGGGGTAGR
APPGGAGAGGGTCCGAGGGTGGTGGGAGGGATAGARATCACATCCGCCCCARCTTCCCARAGAGCAGCATCCCTCCCCCG
ACCCATAGCCATGTTTTARAGTCACCTTCCGRAGAGRLGTGARLGGTTCAAGGACACTGGCCTTGCAGGCCCGAGGGAGT
BGCCATCACARACTCACAGACCAGCACATCCCTTTTGAGACACCGCCTTCTGCCCACCACTCACGGACACATTTCTGCCT
AGAAPACPGCTTCTTACTGCTCTTACATGTGATGGCATATCT TACACT ARAAAGAATAT TATTGGGGGAAAARCTACAAGT

GCTGTACRTATGCTGAGAAACTGCAGAGCATAATAGCTGCCACCCAAABATCTTTTTGARMAATCATTTCCAGACAACCTC

TTACT T PC TS TGTAGTTTTTART TG TTABS AN AL R 333 FTTTTAIACAGZAGCACA TR TATATGAALGCCTGCAGERLT
GGTCGTTTTTTTGGCRATTCTTCCACGTGGGACT TGT ICRCALGAATGARAGTAGTGSTTTTTARAGAGTTAAGTTECRY
ATTTATTTTCTCACTTAAGTTATTTATGCAARBGTTTTTCT TG TAGAGAATGACARTGTTAATATTGCTTTATGASRTTAS

CAGTCTGTTCTTCCAGRGTCCAGRGRCATTGTTART AR GACI A TGRRATCATSACCSALLG

SEQ ID NO. 4: Proteina BEER Humana Truncada de Esclerosteosis

MQLFLALCLVCLLVHTAFRWEG*
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SEQ ID NO. 5: ADNc de BEER Humano que codifica la Variante de la Proteina (V10I)

AGBGCCTSTGCTACTGRAAGGTGECETGCCCTCCTCTGRITGRTACCATGCAGCTCCCACTGGCCCTGTUTCTCATCTSC
CTGCTGGTACAHTACAGCCTTCCRTGTAGTGEAGGGCLAGRGGTGGCAGGOSTTCARGAATHATGLCACGIANATCETCCS
CGAGCTCGGAGAGTACCCCGAGCCTCCACCGRAGCTRGAGAACRBCAAGACCATSAACCGHGCGGAGAACGEAGRGLGS

Ing N3 T

CTCCCCRCCECUCCTTTGAGACCALAGRCGTRTCCIRAGTACAGCTGCCECEAGCTGCACTTCRCCCGCTACGTGACCIAT

GGGCCETGCCHCRGCECCAAGCCEETCACCGRGLTGS TS TGCTCCGGCCAGTGCHGGCCOGGCECGETNTGCTGCCCRRATET

b v

CETCGRCCGOGGCAAGTGGTGGCGATCTAGTGGGCCCGACTTCCGCTGCATCCCCGACCGCTRCCGCGLGCAGCGCSTST
AGCTGCTGTGTCCCGETGGTGRAGGCECCECECECGCGCREGGTGCGCCTEETGGCCTCGTECAAGTECAAGCECCTLACC

CGCTTCCRCEACCAGTCGGAGCTCAAGGACTTCGGGACCGAGGCCECTCEGCCGLAGRAGGGCCGGAEGCCGCEGGCCTCS

CGCCCGRAGCGCCRALGCCRAACTAGGCCGAGCTARGAEARACGCCTACTAGAGCCCGCCCECGCCCCTCCLCACCIGCGEEET
GCCCCGRCCCTGREACCCGCGCCCCRLRTTTCTGTCCTCTGCHCETRGTTTGATTGTT TATETTTCATTSTAMATGCCTCL
BRACCCRGGGCAGGGGGCTGAGACCTTCCAGGCCCTGAGGAATCCCHGRCECCERCARGGCCCCCCTCAGCCOGCCRAGLTE
AGGGGTCCCRCGGGECAGGGGAGGGAATTGAGAGTCACAGACACTGAGCCACECAGCCCCICCTCTGGEGCCGCCTRECCT
TTGCTGGTCCCACTTCAGAGGAGGCAGARATGGARGCATTTTCACCGCCCTGGGETTTTPAGGGAGCGGTGTGGGAGTGE
GAPAGTCCAGGGRCTGGTTAAGRARAGTTGGATARGATTCCCCCTTGCACCTCGCTGCCCATCAGALAGCCTGAGGCGTGC
CCAGPGCACABRIACTGGGGGCAACTGTAGATGTGCTTTCTAGTCCTGGCTCTGCCACTAACTTGCTGTGTAACCTTGRAC
TACACOATTCTCCTTCGGGACCTCAATTTCCACT T TG T AARATGAGGGTGGRGGTGGGARTAGGATCTCGRAGGAGACTAT
TGGCATATGATTCCARGGACTCCAGTGCCTTTTGRATGGGCAGAGGTGAGAGAGAGAGRAGAGARAGAGAGAGAATGAATS
CAGTTGCATTGATTCAGTGCCAPGGTCACTTCCAGAATTCAGAGTTGTGATGCTCTCTTCTGACAGCCAPAGATGARRAL,

CABPBCAGAPEA NI AARAGTAAAGAGTCTATTTATGGCTGACATATTTACGGCTGACRARCTCCTGGAAGAAGCTATGCTG

CTTCCCAGCCTGGCTTCCCCGGATGTTTGGCTACCTCCACCCCTCCATCTCRARGARRTARCATCATCCATTGGGGTAGE.
PAAGGAGAGGGTCCGAGGGTGRTGGCAGGGATAGRAATCACATCCGCCCCAPACTTCCCAABGAGCAGCATCCCTCCCCCS
ACCCATAGCCATGTTTTAAAGTCACCTTCCGRAGAGAAGTGAAAGGTTCARGGR.CACTGGCCTTGCAGGCCCGAGGGAGT
ESCCATCRACEED T A TRGRCCAGCACATCCCTTTTGRAGRCACCGLITTCTGCCCACCRACTCACGGACACATTTLCTGCCT
ESpBBACEGCTTCTTACTGCTCT TACATGTGATGGCATATCTTACACTARAEGALTAT TETTGGGGEASBABCTACIAGT
GCTGTACATATGCTGAGBIRACTGCAGAGCATAATAGCTGCCALCCAIBARTCTTT TTGRRAATLATTTCCAGRCALCCTC
TTACTTTCTATGTAGTTTTTAATTGT TARAPRAALI D LGTTTTALLCEGREGCACATGRCATETGABAGCCTGCAGGELT
S3TCGTTTTTTTEGCARTTCTTCCACSTGGGRACTTGTCCACABGALTGRE ALTAGTGGTTTTTAAAGAGTTARGT TECAT
ATTTATTTTCTCACTTAAGTTATTTATGCARARGTTTTTCTTGTAGAGALTGACAATGTTOATATTGCTTTATGALTTAR

CEGTCTGTTCTTCORGEGTCCAGAGACATTGTTARTRAAGACAATSAATCATGRCCGRRLG

SEQ ID NO. 6: Variante de la Proteina BEER Humana (V10I)

WVASCHCRKRLTR FHIQZELKDEGTEARRFQRGREEFRERARSBHEAHQAELEHARY
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SEQ ID NO. 7: ADNc Beer Humano que codifica la Proteina Variante (P38R)

AGAGCCTGTECTACTGSRAGGTGGCGTGCCCTCCTCTGGCTGGTRCCATGCAGCTCCCACTGECCCTRTGTCTCGTCTGC
CTGCTGGTACACACAGCCTTCCOTSTAGTGGRAGGGCCAGGGGTSGCAGRCGTTCAAGPATGATGCCACGGRARTCATCCG
CGRAGCTCGGRGAGTACCCCGAGCCTCCACCGGAGCTEGAGRACPACAAGR.CCATGAACCGEGCGGAGARCGGAGGGLEGET
CTCCCCACCACCCCTTTGRGACCAAAGRCGTGTCCGRGTACAGCTGCCHUGAGCTGCACTTCACCCGCTRACGTGACCGAT
GHGCCOTRLCUCAGTGLTRRAGCCGGTCACCGAGCTGGTGTGCTCCGGLCAGTGCGGCCCHGLICGLCCTGCTGCCCARCGC
CATCGGCCGUGGCARGTGGTGGCGACCTAGTGGGCCCGACTTCCGCTGCATCCCCGRCCGCTACCGCGCHCAGCGCITEC
BGCTGCTGTGTCCCGGTGGTGRGGCGCCGCGCGCGCGCAAGETGCGCCTGGTGGCCTCGTGCARGTGCARGCGCCTCACC
CGCTTCCACRACCAGTCGGRAGCTCARGGACT TCGGGRCCGRGGCCGCTCGGCCGCAGARGGGCCGGAAGCCGCGGCCCCE

CGCCCGGAGCGCCARLEGCCAACCAGGCCBAGCTGGAGRACGCCTACTAGAGCCCGCCCGCGCCCCTCCCCACCGGCGGGL

GCCCCGGCCCTGRACCCGCGCCCCACATTTCTGTCCTCTGCGCGTGSTTTGATTGTTTATATTTCATTGTAARTGCCTGC

BACCCRGGGCAGGGGGCTGAGACCT TCCAGGCCCTGAGGARTCCCGGGCGCCGGCARGGCCCTCCCTCAGCCCGCCAGCTG

EGGGGTCCCRACGEGGCAGGGGAGGGAATTGAGAGTCACAGACACTGAGCCACGCAGCCCCGCCTCTGGGGCCGCCTACCT

TTGCTGGTCCCACTTCAGRGGAGGCAGPAATGGPAGCATTTTCACCGCCCTGGGGTTTTAAGGGAGCSGTGTGGGRGTGG
GHAAGTCCAGGGACTGGTTAAGAALGTTGGATAAGATTCCCCCTTGCACCTCGCTGCCCATCAGRAARGCCTGAGGCGTGE
CCRAGRGCACAAGACTGGGGGCAACTGTAGATGTGGTTTCTAGTCCTGGCTCTGCCACTAACTTGCTGTGTRACCTTGARC
TRCACAATTCTCCTTCSGGACCTCPATTTCCACTTTGTAPPATGAGGGTGGAGGTGGGPATAGGATCTCGAGGAGACTAT

TGGCRATATGATTCCAAGGRACTCCAGTGCCTTTTGPATGGGCAGAGGTGAGAGAGAGAGAGAGPARGAGAGAGAATGAATG

CRGTTGCATTGATTCAGTGCCRESITCACTTCCAGRATTCAGASTTGTGATGCTCTLTT CTGACAGCCRAAGATGARRAA
CRBBCAGIARLBARDBAGTABAGE STCTATTTETGGCTGACATATTTACGGCTGACEAACTCCTGGRASPAGCTATGETS
CTTCCCAGCCTOGCTTCCCCGGATETTTOGCTACCTCCACCCCTCCRTCTCAELGAARTAACETCATCCATTGGGGETASA
BBBGGRGAGGGTCCGAGGGTGGTGSEAGGGATAGRPATCACATCLGLCCCRACTTCCCARAGAGCAGCATCCCTCCCCLS
ACCOATAGCCATSTTTTAARGTCEZ CTTCCGARGAGALGTGAPAGGET TCAGERCACTGGCCT THCRGGCCCRAGGRAGT
BGCOATCACALALTCACAGACCAGTACATCCCTTTTGASACACCGLCTTCTGCCCACCACTCALGGACACATTTUTGCLT
AGEBALUASCTTCTTACTGCTCT T oA TGTGATGGCATAT S TTALACT A L EGALTATTATTHGGGGRARALLTRCARGT
GCTGTACETATGCTGAGARACTGT . SAGCATARTAS TG CACT ALIISTCTTTTTGARANTCATTTCCAGRAUBACLTC
TTECTTTCTGTGTAGTTT T TARATTETTARAAAIAR DS TTTTAALCASARGCACATIACATATGALAGLCCTSCAGGACT
GGTCGTTTTTTTGRCEATTCTTCCE TG TGGGACT TETCCATAAGAAT AR LGTASTGGT TTTTARRGRGTTARSTTACAT
ATTTRATTTTCTCACTTARGTTAT T, ATGCARARSTTTT T CT TR TRGAGARRTGACEATGT TR TATTGCTTTATGARTTRL

CAGTCTGTTCTTCCAGAGTCCAGAGACATTGTTAATAAAGACAATGAATCATGACCGAAAG

SEQ ID NO. 8: Variante de la Proteina BEER Humana (P38R)

MOLELALCLYCLLVHTRFRVVEGQGVIQRFKNDATEI IRELGEY FEF FFELENNKTMNRAENGGREFHHEFETHIVSEYSC

RELHETRYVTOGFCRSAKEVTELVC 3GQUGEARLLENAT GRGKWWRFSGFDERCI FDRYRAQRVQLLCFGGEAERARKVR

LVASCRCKRLTRIHNQSE LKDEGTEXBRPOKGRK FRERAREAKANQBELEHRY
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SEQ ID NO. 9: ADNc de BEER de Vervet (regién codificadora completa)

ATGCAGCTCCCACTGGCCCTGTGTC T TGTCTGCCTGCTGGTACACGCAGC T TCCGTATAGTGRRAGGGTCAGGIGTGGCA
GGCCTTCARGRATGRTGCCACGGRAATCATCCCCHAGCTCGEAGAGTRCCCCGAGCCTCCACCGGAGCTGGAGRACRRCA
AGACCBTEANCCGOGCGGAGRATGGAGEGCGGCCTCCCCACCACCCCTTTGAGACCAARGACGTGTCCGAGTACRGCTSC
CGAGRGCTGCACTTCACCCGCTACGTGACCGALGGGCCETGCCGUAGCGCCARLGCCAGTCACCGAGTTGGTGTGCTCCGR
CCRAGTGCGSCCCGGCACGCCTGCTGCCCARCGCCATCGGCCHCGGCPAGTGETGGCGCCCGAGTGGGCCCGACTTCCECT
GCATCCCCGACCGCT ACCGCGCGCRGCG TG TGCAGCTGCTGTGTCCCGETGETECCGCGCCGCGLGCECGCAAGGTGCGT
CTGGTGGCCTCGTGCPAGTGCAAGCGCCTCACCCGCTTCCACALCCRGTCGGRGCTCAAGGACTTCGGTCCCGAGGLCEE
TCEGCCGCAGALGGECCGGRAGCCGTGECCCCECECCGGGGEGCCAPAGCCAATCAGGCCGAGCTGGAGANCGCCTALT

AG

SEQ ID NO. 10: Proteina BEER de Vervet (secuencia codificadora completa)

MQLELALCLVCLLVHAAFRVVEGQGWQREKNDRTEI IFELIEYEEF EFE LENNKTMNRAENGGRE EHHE FETKDVSETSC
RELHFTRYVTDGECRSAKFVTELVCSEGQCGERRLLENAYGRGKWWRF S SEDFRCI E DRYRAQORVQLLCEGGEAERERKVR

LVASCKCKRLTRFHNQSELEDFGEERPREQKGRK FRERARGAKANQAELENAY

SEQ ID NO. 11: ADNc de BEER de Ratén (region codificadora completa)

ETGCAGCCCTCACTRASCCCCOTGUCTCATCTGCCTRACTTGTGCACGLT 202 TTCTGTSC TG TGGAGGRCCRAIGGGTGSCA,
AGCCTTCAGGRATGATGCCACAGRGGTCATCCCASGGCTTGSAGAGTACCCCRAGCCTCCTCCTGAGAACELCTRGRACCE,
TGARCCGGECERRGRATGERGGECAGACCTCCCCACCAT S o TATIRCGUCAAAGFTGTITCCGAGTACASCTGCCICTAG
CTGCECTACECCCGCTTCCTGRCAGACGECCCATGCCOTAGCCCAL ST LG TCACCGAGT TGS T TBCTCCGRCCESTS
CRGCCCCGCRCERCTGCTGCOCLALGCCATCSGECECETRRAGTGETGSGCGCCCGARIGRACCEEET TICCSCTGCATCS
CGGATCGCTACCECGCECAGCEGETGCAGCTGCTEGTGCTUCERGHGCSTHGCGCCGCRCTCGUGUARGETHCRTCTGGTE
GCCTCGTGCALGTGCRAGCGCCTCACCCGCTTCCACAAC I ASTCGGAZCTCAAGGACTTCEGGCCHGAGRCLECHCHGOC

GCAGRAGGGTCGCALGCCECEHECCCGGLLGCCCERGRAGCCAPAGCCLACCAGGCHGAGUTEGAGRACECCTACTAGAG
SEQ ID NO. 12: Proteina BEER de Ratén (secuencia completa)

MQESLAECLICLLVHRAFCAVEGQGWQAFRNDATEVI EGLGEY FEFFFENNQTMNR2ENGGREFHHEYDAKDVSEYSCRE
LHYTRFLTDGECRSAKEVTELVCSGQCGFARLLENAIGRVEWWR FNGEDFRCIF DRYRAQRVOLLCEGGRBPRSRKVRLY

LECKCKRLTREHMQSELKDEGFETARFQRGRKFPREGARGREANQIELENSY
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SEQ ID NO. 13: ADNc de BEER de Rata (regién codificadora completa mas UTR 57)

GAGGACCGAGTGCCCTTCCTCCTTCTGGCACCATGCAGCTCTCACTAGCCCCTTGCCTTSCCTGCCTGCTTGTACATGCA
GCCTTCGT TGCTGTGGAGAGCCAGGGGTGGCAAGCCT TCAAGRATGATGCCACPGLAAT CRTCCCGGGACTCAGAGAGTA
CCCPGAGCCTCCTCASGRACTAGAGALCAACCAGACCRTGRACCGRGCCELGRACGGAGGCAGACCCCCCCACCATCCTT
ATGACACCRAAGPCGTGTCCGASTACAGCTGCCGCGRAGCTGCACT RCACCCGCTTCGTGRACCGACGGCCCGTGCCGCAGT
GCCRRGCCGGTCACCGAGTTGGTGTGCTCAGGCCAGTGCGFCCCCGCGCGRCTGCTGCCCARCGCCATCGGGCGCGTGAR
GTGGTGGCGCCCGARCGGACCCGACT TCCGCTGCATCCCSGATCGCTACCGCGCGCAGCGGGTGCAGCTGCTGTGCCCCG
GCGGCGCGGCGCCGCGCTCGCGCANGGTGCGTCTGGTGGCCTCGTGCAAGTGCAAGCGCCTCACCCGCTTCCACAACCAG
TCOGAGCTCRAGGACTTCERACCTEAGACLGCGLEGUUGCAGRAGGETUSCARGCCRCGICCCIELRCLLRGEER 3202

AGCCLACCAGICEGAGUTGRAGALCGCCTACTAG

SEQ ID NO. 14: Proteina BEER de Rata (secuencia completa)

HOLSLAFCLACLLVHABFVAVE SQSWOAFRHDATEI T EGLREYEEFFQE LENHQTMHRAENGSERE FHHEYDTHD " 35"

-SRI

RLLHYTREYTDGECRSAKEVTELVCSGQUGE BRLLFNATGRVEWWR B EDERC T EDRY RAORVOLLCEGGARE R IR0

ﬁ:

LA
A --v

FCHRLTRFHMQSELRDEGEETARPQRGRE FRERLRGAKRNQAELEME Y

SEQ ID NO. 15: ADNc de BEER Bovina (regién codificadora parcial)

SPSAT SCACEGEABTCATCCCCGAGCTGRGOCGAGTACCCCGAGCCTCTGUCASAGUTGAACARCARGACCTET 384T

ASEBCSUAGHGRGACCTCCCCRACCACCCCTTTGAGRCCARAGACGCCTCCGAGTECAGCTGCCGRGAGSTGCAS

snoTAL

ST ONTRZGTGACTGATGFGCCRTGCCOECAGCSCCAAGCCRETCACCGRAGLTGGTGTGCTCGSBCCAGTETSGCT
TRANRICCPOCTICCCAACGCCATCGGCOGCEGCARGTGRTGGECHCCCAAGCHGGCCOGACTTCCHCTGCATCCTISAT

SGCAGCESGTGCRGCTGTTETETCCTGGCHEGCGCGRCSICCGCGCELCGCECRBGSTSCGCCTGGTGGCCTC

T3 TRRGCGCCTCACTCGCTTCCACRACCAGTCCGRAGCTCAAGEALCTTCGGGRCCCGRAGGCCGCGCGRCCETARS

AETGCGGCCCCUCECCCEGEECACCARAGCCAGCCGEGLCGA.
SEQ ID NO. 16: Proteina BEER Bovina (secuencia parcial -- secuencia sefial perdida y tltimos 6 restos)

HDAVED P FELSEYFEFLEELNMKTMNRAENGGREFHHFFETKDRSEY SCRELHETRYVTDG ECRSAKPVTELVCSGQCGE

ARLLFHATIGRGKWHRE SGFDFRCI FDRYRAQRVQLLCPGGAAFRARKVRLVASCKCKRLTRFHNQSELKDFGFEREREQT

GRELRERARGTKASRA
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SEQ ID NO. 17: Fragmento de Restriccién Mlil-AvlII utilizado para elaborar transgen de Beer de ratén

CGCGTTTTGGTGAGCAGCAATATTGCGCTTCGATGAGCCT TGGCGTTGAGATTGATACCTCTGCTGCACAAARGGCAATC
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GBCCRAGCTEGACCAGCGCATTCETGACACCRTCTCCT T o3 AACTTAT TS SCAATGGAGTGTCATTCATCAAGGACNGCC
TEATCGCRAATGGTGCTATCCRCGCAGCGGCIRTCGRAR D TCCTCRAGCUGITGACTRATATCTACAL.CATCAGCCTTGGT
ATCCTGCHTGRTGAGCCAGCGCAGARCARSGTARCCGTCRSTGOCGRTARSTTCAADGTTARACCTGGTGTTGATACCAR,
CATTGARACGTTGATCGRAPACGCGCTGAAAIRACGUTRCTGAATGT GCIGCGCTGGATSTCACABAGCR PATGGCAGCEG
ACABGRRAGCGRATGGATGAACTGECTTCCTATGTCCGCACGGCCATCAT SATGGAATGTTTCCCCGGTGGTGTTATCTGG
CAGCAGTGCCGTCGRTAGTATGCAATTGATARTT AT TAT AT T PGCR IS TICTTTCCGGTGRTCCGCLTTGTTACGGGGT
GGCGACCTCGCEGGTTTTCGCTATTTATGARL AT TT TCCGSTTTAAGG S STTTCCGTTCTTCTTCGTCATERCTTARTGT
TTTTATTTALARTACCCTCTGAARLGAARGHARRCERETEGITRCTGLARAGOGAGCTTTTTGHCCTCTGTCGTTTLCTTTC
TCTSTTTTTGTCCETGGRATGRRCAATGGARGTCPACLI S A AGCAGAGCTTATCGATGATAASCGGTCARATATGAGAAT
TCGCGGCCECATRATACGACTCACTATAGGCATCRACGECTTACTLCCUSCGCATGAGCGGAGGRAGCT G338 CTCCRCATG
CCCAGAGACGCCCCCCRACCCCCPAAGTGCCTGRACCTCAGICTCTALC G TCTGGCTTEGGCT TGGGCGEGGETCPAGGE
TACCECGTTCTLTTRALCAGGTGGCTGEGCTSTCTCT TEGECGCHCRTCAT S TERCAGCTGCCTAGTTCTGCAGTGAGETC
ACCRTSGAATGTCTGCCTTCOTTRCCATGECAACGEGATGACAT TACA AT TGGATGTGGASCTTTTCCTGTCCGTGTCE
GGAAATCCARATRCCCTRRARTACCCTAGARGAGRALGTAGCTGAGCCARIGCTTTCCTGGCTTCTCCAGATABAGTTTG
ACTTRGATGLEALARBACARBATGATALLGACCCGAGCCATCTGAPRATTCCTCCTANTTGCACCACTAGGABATGTGTA
TATTATTGRGCTCSTATGTGTTCT TAT T TTARARAGRARACTTTAGTCATITTAT TEATARGAL TTTCTCAGCAGTGGGA
GAGAACCRRETATTARCACCARGATAPAAGTTGGCATGATCCACATTGCAGRARSATCCACSTTGRGTTTTCLTGAATGTG
BAGACCLCATTTATTARAGTCCTAPGCTCTGTTTTTGCACACTAGGRAAGCGRTGGCCEGGRATGGCTSRGEGGCTGTARGG
ATCTTTCPATGTCTTACATGTGTGT TTCCTGTCCTGCACCTAGGACCTICT SCCTAGCCTGCAGCAGRAGLCAGAGGGGTT
TCRCATGETTAGTCTCAGACACTTGGSGGCAGGTTGCATSTACTGCATCSCTTATTTCCATACGGAGCACCTACTATGTSG
TCRARCACCATATGGTSTTCACTCTTCAGARCGETGGTGGTCATCATGGTSCATTTGCTGACGGTTGGATTGGTGGTAGR.
GAGCTGRGRTATATGGACGCACTCT TCAGCATTCTGTCAACGTGGC TG TGCATTCTTGCTCCTGAGCRAGTGGCTAARCA
GRCTCACAGGGTCAGCCTCCAGCTCAGTCGCTGCATAGTCTTAGGGRACCTCTCCCRGTCCTCCCTACCTCARCTATCCR,
BGABGCCAGGGGGCTTGGCGGTCTCAGGAGCCTGCTTOCTGGGGGACRGGTTGTTGAGTTTTATCTGCAGTAGGTTGCCT
AGGCATAGTGTCAGGRCTGATGGCTGCCTTGGAGARCACRTCCT TTGCCCTCTATGCAPATCTGACCTTGACATGGGGGC
GCTGCTCAGCTGGGAGGATCAACTGCATACCTAPPGCCAAGCCTAAAGCTTCTTCGTCCACCTGARACTCCTGGACCARG
GGGCTTCCGGCACATCCTCTCAGGCCAGTGAGGGAGTCTGTGTGRAGCTGCACTTTCCAATCTCAGGGCGTGAGAGGCAGA
GGGAGGTGGEGGCAGAGCCTTGCAGCTCTTTCCTCCCATCTGGRCAGCGCTCTGGCTCAGCAGCCCATATGAGCACAGGC
ACATCCCCRCCCCACCCCCACCTTTCCTGTCCTGCAGR A TTTAGGCTCTGTTCACGGGGGGGGGGGGGEEGGGGCRAGTCC
TATCCTCTCT'TAGGTAGACACGACTCTGCAGEAGACACTGCTTTGTARGATACTGCACTTTAARTTTGGATGTTCGTGAGG
GGARAGCGPAGGGCCTCTTTGACCATTCAGTCAAGGTACCTTCTAACTCCCATCCTATTGGGGGGCTACTCTAGTGCTAG
ACATTGCPGAGAGCCTCAGAACTGTAGT TACCAGTGTGGTRGGAT TGATCCT TCAGGGAGCCTGACATGTGACAGTTCCA
TTCTTCACCCAGTCACCGARCATTTATTCAGTACCTACCCCGTAACRGGCACCGTAGCAGGTACTGAGGGACGGPCCACT
CAPAGPACTGACAGACCGAAGCCT TGGARTATAARCACCAAAGCATCAGGCTCTGCCARCAGAACACTCTTTAACACTCA
GGCCCTTTPACACTCAGGACCCCCP.CCCCCACCCCARGCAGTTGGCACTGCTATCCACAT T TTACAGAGAGGRAMAACTE

GGCRCAGGACGATATAAGTGGCTTGCTTAAGCTTGTCTGCATGGTARATGGCAGGGCTGGATTGAGACCCAGACRTTCCA
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LCTUTAGGGTCTATTTT ICTTTT TTCTCOT TG TTCGRART CTGGGTCT TAU TR FITARELTCAGGCTAGCCTCACACTCAT
ETCCTTCTCCCATGGCTTACGRGTGCTAGGRTTCCAGGTGTGTGCTACCATETCTSACTCCCTGTAGCTTGTCTATALLSA
TCCTCLCAACATAGGARTTGTGATAGCAGCACACACACCGGRRGHAGTTGAGGRLATCCCACAGEGGGCTCCSCAGGATS
A7BGGCGARTGCCTECACAGADGGTGGGEARGGGAAGCAGAGGGIACAGCATEGG NG TGGGACCACAAGTCTATTTGGEG
LASCTECCGGTARCCETRT AT GGC TGGGETGAGEGERGAGGTCATELSATHAGGRCAGHEAGRGCCACRGCAGECAGCERE
TRCGGICTCCTTRTTGCCEAGPSGCTCGGATCTTCCTCCTCTTCCTCCTTCCHRGGITSCCTGTTCATTTTCCACCACTG

CoTC R ETCCAGSTCTOTGGCTCAGGACATCACCCAGCTGCAGR AL TGS ATCACCTACGTCCTGARTECTGIOGAGE

GRSV

BLGTCEACACCAGTGCTAGCTTCTACGAGGATTOTGGCATCACCTACTTUGGUATCAAGRCCIAT

GIT AT AGGAGTTCALCCTCAGTGCTTACTTTGARLGGGLCECAGATTT AT TGRAUCAGECECTGGCCCATARRIATGH

THEGOEACGTACATTCCGGCACCTATGGAGCETARGCCCTCTGERALITGCTTCOTCOAAAGAGGICCCCARITTGAARRR
A3TTCCLGRARSBTCCCLADRTATGCCRCCAPCTAGGGAT TARSTGTCCTACATGTSR3CCRATGGEGGGCCACTGCRTAT
A3TCTSTHCCATEGPCATGACARTGERTAATARTAT TTCAGECAGRGEICAGGAGTTASSTAGCTGTGCTCCTTTCCCTT
TABTTGEGTGTGCCCAT TTTTTTATTCATGTATGTGTRTACATGTGTGTRCACACETICCATAGGTTGRTACTGRACACC
STATTOE ATOGTTCCCCACCCCACCTTATTTTTTGAGGCASGSTCTCT TCCCTEATCCTGSGRCTCATTGRTTTATC TR
GoTGOTOOCCAGTGAGCTCT GGAGT TCTGCTTTTCTCTACCTCCC TAGCUC TGEGACTGCAGGGGCATGTGCTGRGCCRS
ACTTTTATGTOGN AT TGRGGATCTGARCTTAGGTCCCTAGGCCTGAGCALTETARAGECT CTGCCACATCCCCAGCCTET
TTGAGRH AGTGRACTATTCCCCAGEAT TLCCCCAGTGEGRCTTTCCTALCLTTTTAT TGGCTAGECATTCATGAGTGRTY
2 oCTCGUCEGAGGAATS AGTGGCCLCGACTGGCTCAGGGTCAGCRGC L TRGAGETACTGEGTTARSTCTTCCTGCCSCTC
LOTCCCTECAGCCGCAGACAG ARG T AGGACTGRATGAGRGCTGGCTASTFGTCAGLCAGGACAGRASGCTGAGRGGSTL
ACKAGGCAGATGTCASCAIAGCAGRCAGGTTCTCCCTCTGTGSGGGRGSHSTGGCCCACTGCAGRTGTARTTGGCCTTCT
TTGTGCTCCAT AGAGGCTTCCTGGGTRCACAGCAGC TTCCCTGTCCTGGTSATTCCCLARGAGARCTCCCTRCCRCTEGR,

CTTRCAGREGTTCTATTGACTGGTGTAACGGTTCAACAGCTTTGGCTCTTGGTGGFCGGTGCATACTGCTGTATCAGCTC

CTCAGTGRCTGGSCATTTCTGRACATCCCTGARGT TRGCACRCATTTCCCTCTGSTGTTCCTGGCTTARCACCTTCTRA
ATCTETATTTTATCTTTGCTGCCCTGTTACCTTCTGAGARGCCCCTAGGGCCACTTCLCTTCGTACCTACRTTGCTGGAT
GGTTTCTCTCCTGCAGCTCTTARATCTGATCCCTCTGCCTCTGAGCCATGGGAACAGCCCARTAACTGAGT TAGACATAR.
BELCGTCTCTAGCERABACTTCAGCTAAATTTAGACAATAALTCTTACTGGTTGTGGRATCCTTAAGATTCTTCATGACC
TCCTTCACATGGCACGAGTATGPAGCTT TATTACAAT TGTTTATTGAT CARACTAACTCATAARARGCCAGTTGTCTTTC
ACCTGOTCARGHRAGGARCAAAATTCATCCTTARCTGR. TCTGTGCRCCTTGCACPATCCATACGARTATCT TARGAGTRC
TALGATTTTGGTTGTGAGAGTCACATGTTACAGRATGTACAGCTTTGRACAAGGTGCATCCT TGGGRTGCCGPAGTERCCT
GCTGTTCCAGCCCCCTACCTTCTGAGGCTGTTTTGGARGCAR TGCTCTGGRAGCAACT TTAGGAGGTAGGATGCTGGAAC
RGCGGGTCRCTTCRGCATCCCGATGACGAATCCCGTCAARGCTGTACRT TCTGTAACPGACTGGGARAGCTGCAGACTTT
BAGGCCAGGGCCCTATGGTCCCTCTTAATCCCTGTCACACCCARCCCGAGCCCTTCTCCTCCAGCCGTTCTGTGCTTCTC
ACTCTGGRTEGATGGAGARCACGGCCTTGCTAGT TRARAGGAGTGAGGCTTCACCCTTCTCACATGGCAGTGGTTGGTCAT
CCTCRTTCAGGGARCTCTGEGGCATTCTGCCTTTACTTCCTCTTTTTGGACTACAGGGARTATATGCTGACTTGTTTTGA

CCTTGTGTATGGGGAGRCTGGATCTTTGGTCTGGARTGTTTCCTGCTAGTTTTTCCCCATCCTTTGGCARACCCTATCTA
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TRTCTTRCCECTAGRCATAGTGGCLCTCST TCTORASCITFCCT TCAGGCTES TTCTCGEGGACCETETUCCTGSTTTCT
CCCCAGCRATATGATATTCACRGTGTTCACTSCGEGTRET THCTGAACAIAGCRGEGATTECATLCCEGAHZCTCCGGTGCC
TTETGEITRTACTGCTIAGATARAATGGATACTGGCCT TTCTCTGACCRACTTGCAGAGCTCTGSTGCUTTGTEGGTACAL
TGCTALGATARLBTGIATACTGGCCTCTCTCTATCCAT T TSCAGGACTCTAGGGRACEGGRATCCATTACTGAGRAANCC
AGGEGCTAGGRGLUGHGAGGT EGC TGO CAGCTOALITICTTROCGACTAACCRATGRATACCAGAGTTTGHATLTCTAS
AATACTCTTARLETCTIGGTGGGCAGAGTHRCCTGLCT STARTCCCAGAILTCEGREGOCGGAGACAGGGARTCATCRGN
GCRIRCTGGCT AECCAGAATRAGCRARNCRCTRRGCTCTAIGCTLUTHTORAGAGATLCTGLUCTTAACATATELGAIAGAGAS
TAEAACATTGEESARGACRGTAGATGCCART TTTARGCCCOLALATGUACATEGACRAST GTGCETTTREACACACATAT
GORCTCATGTGLLCCLGEOATGCACACTCHRRCT TATCACACRCATRRTTTGRASSEGAGAGTGAGLGLGIABRGTOCAC
ATTAGRSTTCRCAGIEARGTGTIASTGAGCACACCCATSTACACAGACATSTETGCUAGGGAGTAGGRALGGAGLCTEGS
TTTSTGTATALGAGSORAGCCATCETGTGTTTCTABGEA 3 IS TOTGT GAEGGRGGCETTOT GTGRGCTGEGACTSGRGCAT

GGTTGTARCTGRGTATGCTCCCT STIGGAPACARGASSATGECCRLCCTECAGAGRGTCCCACTGTCCARCTISATCALT

ABLAGCCCCTHCTHAGPACTTTAGSTALTAGCCAGEGASEIRARIGTAGGIBAGTGHGGGEACTUCCATCTCTGATGTLS
GRGGATCTGGOCAAGTAGAGATG LT TTGAGGH TAGEL S 3AGEIS THRCAGEGCAGATGCTUTTARTTC TGS TCRGCEGTT
TCTTTCCABAT EETGCCTETERAGEAGS TG TAGGTGE TG SCCATTCACTCACTCRAGCAGAGHGATHATGATGCUCTGTHGA
TGCTGGRAATGGCCRAGCATCEACCCTRGCTCTGRARGAACTCCATCTTTCAGAAGGAGAGTGHATCTG TG TRATERCCAS
CGGGETCACESSTCCTTGGGGCCCCTEGGEEACT CCTEGCACT G ATCETSTTTATCGAGTGUTUTTGTGTGLUCAGHCAT
TGGCCTGGGGCTTTGTTTCTGTCTCTGTTTTGTTTCGTTTTTTGAGACAGACTCTTGCTATGTRTCCGTGTCAETCTTGG

BATCTCACTGCATAGCCCAGGCTGCSGEGRGAGEEEAGGGCARTAGECCTTRTALGCIAGCCACACTPCAGAGACTAGAC

TCCACCCTGCGRRTGATGACAGGTCEGAGCTGAGTTCCEGRAGRTTTTTTTTCCAGCTSCCRGRTGGEGTGTGGAGTGGT
AGCTAGCGGCARGESTRGAGGGCGRGCTCCCTGTGCAGSAGARA TGCPAGCAAGAGATGGCALGCCAGTSASTTARGCAT
TCTGTGCTGRGGGRAGCEGGTGGRATGABGAGAGEGGCTGEGCT TTCGCCTCTGGGGGGGGEGTGAGGGGTGGGERATGAGGTGA
GAGGAGGGCEGCTCCCTGCAGTGTGATEAGATTTTTCCTGACASTGACCTTTGSCCTCTCCCTCCCCCRCTTCCCTTCTT
TCCTTTCTTCCCACCATTGCT TTCCT TS TCCTTGACARLY TCTGAGT TTCCACTTCACTGSTGATGCRGACGEMALCATE
BGCCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTGTGTGTATGTGTGTGTGTSTGTTTGTGT
GTATGTGTGTCAGSTGGGARTGGCTCATAGTCTGCAGERAGGTGGGCRGGAAGGAATERGCTGTAGGCTGRGGCAGTGTGG
GATGCAGGGAGRGAGGAGAGGAGGGATACCAGAGRAGGRAAT TALGGGAGCTACARGAGGGCATTGTTGGGGTGTGTGTG
TGTGTGTGTTGTTTATATTTGTATTGGRAATACATTCT TTTAAPEAAT ACTTAT CCATTTATTTATTTTTATGTGCACGT
GTGTGTGCCTGCATGAGTTCATGTETGCCACG TGTGTECEEGRRCCCT TGGAGGCCACAAGGGGGCATCTGATCCCCTGG
ARCTGGEGTTGGAGGAGGTTGTGRGTCCCCTGACATGT TTGCTGGGAACTGARCCCCGGTCCTATGCARGAGCAGGIAGT
GCAGTTATCTGCTGEGCCATCTCTCCAGTCCTGAARTCCATTCTCTTAARATACLCGTGGCRGRGACATGATGGGATTTA
CGTATGGATTTARTGTGGCGGTCATTARGTTCCGGCACAGGCARGCACCTGTARAGCCATCACCACAACCGCAPCAGTGR
ATGTGACCATCRCCCCCATGT TCTTCATGTCCCCTGTCCCCTCCATCCTCCATTCTCARGCRCCTCTTGCTCTGCCTCTG
TCGCTGGPGRACAGTATGCATCTGCACACTCTTATGTCEGTGAAGTCACACAGCCTGCACCCCTTCCTGGTCTGAGTATT
TGGETTCTGACTCTGCTATCACACACTACTGTACTGCATTCTCTCGCTCTCTTTTTTTAPACATEATTTTTATTTGTTTGT

GTGTATGCACATGTGCCACATSTGTACAGATACTATGRAGGCCRGAAGAGGCCATGGCCGTCCCTGGAGCTGGAGTTACA
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e clelcisicy doy ellcloy fclotey srich peyd cicicy Jelay peicicLLio vl Yok- Yoy o frT R Acten oW X YeTol WX cTor Youn wan 3 Yoy do v el Terc ot ROl

TCTCAGTACCCTTCTTCAT T TETCOGCCT OGS TTCCAT TS T TGGATATATGTAGLTASR AT ETCTTGCTTATCTELT T

TeTECETTGTT T TGT OO T 2 GG A GRAGTA AT 3 e T CTATRAGTCTGAGC TIGCCTUA SCTTECCATCOTCCTGCCTCAS NS

TCCTCCTCCTGRSTGCTRGGATGACAGECHAGTGGTARCTTACATGG T TTCATGTTT TG TTCARGACTGARGGATARCET
TCRTRCEGRGREGGTCTGE T CACAANGT G TGCAGT TCACTGAATGGC AL MCLCH TIATCLAGABACABRACTCLGEET
CTGGAGAGRTGECACTRACTGCTCTTCCAGRGGT CCGHAGTTCAAT TUCCAGNARLCBCATGGTGGCTCACAGCCETCTS

TEACGRGATCTGACGCCCT L TTCTGG T OTGTCTGARGECAGCTRCAGT 3TANTCACATARB B TAAATABATCTTTALL NS

ACACACRCATALACEATTACCRACOCCAGA R AGCoCECT O oATITTLNC TCUCALHET OTCTGCCTACAGTACTCLUSGETT

ACCACT ST TR GGACTTC TR AL T GG T T T O T TG o e T T T T T U TN TC PG TG AGCCACECAT PTG THTGC S TCLT

ACACGT P CT T TCT ARG TR G T T o R T T AL T TG ST T T T TACR TG TATTTATT TAT TG TAGT TG TGTGTGCGTGTGGH

CCATSCATGOCACRASTETETGEGGATGTCAGAGTAT TG TR RACAGSGECAGTTCTTTTCTTCARTCATETGGETTCURAS

'~

ans

AGGTTGRRCTCAGS TCATCR T GTGTRGCAGCA LA TSCC T T TRCCA LS TGAGACE T ST CCATATTCTTTTTTTTTCCCOTS

AGGTGEGEGCT TR TTCCATAGCCCAR AL TGRCTTTRCACTTGCAGT T AR AGTSLCTCCCTGTCTCCATCTCTTAGAGTE
TTGEI AT TACGATATETECTACCRACACCTRACTGRRAT BT TR T T T T TG TOGGGGCEGRGARGLGCRCATGCTGT AN
TGRAGGIATGACTIGACTGSRTATGAGCGTHGRARGUCAGAGASLCAGCTTCAGTCT AATGCTCTCCCRACTSRGCTATTTL
SETTTGCCAGAGARCRRACT TECAGAAAGT TCTCAGTGICATGTGGATTUSAGGTTGAAGTTCRALTCATCAGCTTGACET
TGGCTCLTCTACCCACTEAGLCTTCTCACTRCTCTCTACCTAGATCAT TAATTCT T TTTTARRAAGACTTATTAGGGHGS
TGGRGRGRTGGCTCAGCCOTTARGAGCACCRAATGCCCTTCCAGAGSTCCTGAGTTCAATTCCCAGCATGCCATTGCTGS
GCAGTAGEGUGLRCAGGTGTTCAALGTGAGTASCTGTTSCCAGT TTTCCGCGGTIGAGAACCTCTTGRCACCCTGLTSTE

CCTGGTCATTCTGGGTGGGTGCATGRTGATLTGCTTGTTG TATGGASSACTTTGACTGTTACAGTGARSTTGGGCTTCC

CAGTTACCACGTCTCCCCTGTTTCTTGCAGGCCGGETGCTTGTCCATTGTCGCGAGSGCTACAGCCGLCTCCCCARCGLTE
GTTATCGCCTRCCTCATGATGCGGLAGARGETGGRCGTCARGTCTECTETGACTACTGTGRAGGCAGAPLTCETGAGRTCES
CCCCPAACGATGSCT TCCTGUCCCAACTCTGCCAGCTCAAT GACAGACT 2GCCABGGASGGCAAGGTGARAZTCTAGGGTG

CCCACRGCCTCTTTTGUAGAGATCTRACTGGGAGGGCCCTGGCAGCCATGTTTAGSALLCACAGTATRCCCACTCCCTGC

BCCACCAGACACCTGCCCACATCTGTCCCACTCTGGTCCTCGGGGGECCACTCCRCCLTTAGGGAGCACATGARGRAGCTC
CCTAAGARGTTCTGCTCCTTAGCCATCCTTTCCTGTAATT TATGTCTCTCCCTGAGGTGAGGTTCAGGTTTRATGTCCCTS
TCTGTGGCATAGATACATCTCAGTGACCCAGGGTGGGAGGGCTATCAGGITGCATGGCCCGGGACACGGGCACTCTTCAT
GACCCCTCCCCCACCTGGGTTCTTCCTETGTGGTCCAGRACCACGAGCCTGGTRRAGGARCTATGCAPACACOGGCCCTS
ACCTCCCCATGTCTGTTCCTSGTCCTCACAGCTCGACACGCCCTGCTGAGGCAGACSPATGACATTAAGTTCTGAAGCAG
AGTGGAGATAGATTAGTGACTASATTTCCAAARAGALGGAARARAARGGCTGCATTTTAARATTATTTCCTTAGRATTAL
AGATACTACATAGGGGCCCT TGGGTARGCAARTCCATTTTTCCCAGAGGCTATCTTGATTCTTTGGARTGTTTARAGTGT
GCCTTGCCAGAGAGCTTACSATCTATATCTGCTGCTTCAGRGCCTTCCCTGAGGATGGCTCTGTTCCTTTGCTTGTTAGE
RAGAGCGATGCCTTGGGCAGGGTTTCCCCCT TT TCAGAR TRCAGGGTGTAPAGTCCAGCCTATTACAARCAAACEAACEAS,
CAPACAAACARRGGACCTCCATTTGGAGAATTGCAAGGATTTTATCCTGRAATTATAGTCTTGGTGAGTTCARGTCATCAC
GCCAAGTGCTTGCCATCCTSSTTGCTATTCTARGAATRAT TAGGRAGGEIGARCCTAGCCAATTGCRAGCTCATGTCCGTGG

GTGTGTGCACGGGTGCATATGTTGGAAGGGGTGCCTGTCCCCTTGEGGACAGARAGGAAR B TGAAAGGCCCCTCTGCTCAC
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CCTGRCCAT TTRLGEGAGRCTCTOCTGGTTCCACGSTETL TS TELAGGRTCUTGRAACTGACTCECTGSACAGARACGRAG
PCTTGRLGGTACCRTGAGAATGGAGAGRGAGAGAGCASAGASAGEIACAGCCTTTAANRGAACTTTCTRAGGGTGGTTTT

TGARCCTCSCTGRBCCTTGTATGTGTGCACATTTGCCAGLGATTGEACLTAATCCTCTTGIRRCTTCACGTTCTCATTAT

TTETATGTCTCCGGGGTCACGCEGAGCCGTCAGCCACCACCCCRGCACCCGGCACATAGHCGTLTCATALRRAGCCCATTT

TATGRGEECTEGEGCTGTTTGAGTACCCCRTGTAT AGAGEGASTTGTTGTCGTGGEGLACCCGGRTCCCAGCASCCTGRT
TSCCTGCCTGTRAGGATSTCTTACAGGAGT TTGCAGAGRA L CCTTCCTTGRAGGGRARGIALTATCAGGGATTTTTATTGR
BATATTTCLRETTCAGCTTTARGTGTAAGRCTCAGCASTGTTCATGETTAAGGTAAGGALCATGCCTTTTCUAGAGCTICT
GCBRAGRGGCAZGAGRAGCAGACCTGTCTTAGGATGTUAL TCCLAGHGTAERGACCTOTGRTCACAGCAGGRGCAGAGCTG

TRCAGCCTGOAT SGTCATTGTCCCCTRTTCTGTGTGACCACAGCAALLCTSGTCACATAGGGCTRGTCATCOTTTTTTTT

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGCLCAGBATGAAGTGACCATAGCCALATTATGTECOTCASTCTTTAGT TTCCEASCSGCT
CTCTTGCTC AT ACARTGTGCRATTTCRRARTAACECTGTAGAGT TGACRGAACTOGTTCATETGTTATGAGAGRGGRARY
GRGEGGAARGRACALEBCADBOCARERCACCACHD I CCAALDECAT CTGGGCTASCCAGGCATGATTSCAETGTCTACAS
GCCCAGTTCATGAGRIGCAGAGECRSGANGE CCGCCTGAA R SGTCA L GGATAGCATRGTCTACGTATCEAGACTCCATCLE
GOGCTACGETCCCLBGATCCTAGETTTTGGATT TTRGRCT T TAGTTTTTGRGRCAGGHTTTCTCTG TG TAGCCCTSECTG
TCCTGGALCTCGCTCTGTAGACCAGGCTGGCCTCRABCTTAGAGATCTRUCTRALTCTGCCTT TGRAGIGCTGGGRCGRAAT
GCCRECCECTGLCCRACTASGATTCCAT TR R RAABDRAN XD GTTCAAGATAATTARGRGTTRCCAGCTCGTTARAGCTAR
GTAGRAGCAGTCTCRAGGCCTGCTGCTTGAGGCTGTTCTTGRCTTGSACCTGRARTCTGCCUCCARCEGTGTCURAGTGLCA
CATGLCTTTHAGCCATCTCCAGAGARGGARGTGAAAATTSTGGCTCCCCARTCSATTGSGACACASTCTCTCTTTGTCTA
GGTARCACATSGTSACACATAGCRTTGARACTCTCCACTCTSAGGGTGGGTTTCCCTCCCCCTGCCTCTTCTGGSTTGETC
ACCCCRTAGGANRGCCACAGGACESTCACTAGCACCTACTGGAARCCTCTTTRTEGGRACLTGARGARAGAGCCTTTGGG
BGATTCCTGGCTTTCCATTAGGGCTGABAGTACALCSGTTCTTGGTTGGCTTTGCCTCGTGTTTATARLACTAGCTACTA
TTCTTCEGGTRAABTACCEATGTTGTGGARARGCCARCCCCETEGCTGCCCETGASTAGGGGGTGSGGTTGGGRATCCTS
GRTAGTGTTCTATCCATGGAARGTGGTGGRRATAGGIATTAAGGGTGTTCCCCCOCCCCCCABCCTCTTCCTCAGRCCCAG
CCRCTTTCTAT G ECT TATAARCATCCAGGTARRAATTACEARCATERALOTGGTTTCTCTTCTCAATCTTCTALAGTCTG
CCTGCETT T TLCAGGGGTAGGTCTGTTTCTTTGCTGTTCTATTGTCT TGAGAGCACAGECTAACACT TRLCAALTGAGEE
BACTCTTGGLCCATRCTAAGGCTCTTCTGGGCTCCAGCACTCTTEAGTTATTTTRAGAATTCTCRCTTGGCCTTTAGCAL
ACCCGCCACCCCCRAGTGGGTGTGGATAATGCCRTGGCCAGCAGGGGGCACTGTTGAGGCGGGTGCCTTTCCACCTTARG
TTGCTTATAGTRTTTAANGATGCTRRATGTTTTARTCPAGAGALGCACTGATCTTATRATACGAGGATRAGAGATTTTCTC
PCAGGRAATTGTCTTTTTCATAATTCT TTTACAGGCTTTGTCCTGATCGTRAGCETAGRGAGARTAGCTGGATATTTARCT
TGTATTCCATTTTCCTCTCCCAGCGTTAGGTTRACTCCGTARRAAGTGATTCLGTGGACCGRAGAGGCTCRGAGGGCAGG
GGATGGTGGGGTGAGGCAGAGCACTGTCACCTGCCAGGCATGGGRGETCCTGCCATCCGGGAGGAARAGGAAAGT TTAGC

CTCTAGTCTACCACCAGTGTTAACGCACTCTARAGTTGTALCCARARTARATGTCTTACETTACARAGRCGTCTGTTTTG

PGTTTCCTTTTGTGTGTTTGGGCTTTTTATGTGTGCTTTATRRC TGCTGTGETGGTGCTGTTGTTAGT TTTGAGGTAGGA
TCTCAGGCTGGCCTTGAACTTCTGATCGCCTGCCCCTGCCCCTECCCCTGCCCCTGTCCCTGCCTCCARGTGCTAGGACT
AAAAGCP.CATGCCACCACPACCAGTACAGCAT TTTTCTARCRTTTRABARTARTCACCTAGGRGCTGGAGAGAGGGTTCCA

GCTAAGAGTGCACRCTGCTCTTGGGTAGGACCTGAGTTTAGTTCCCAGARCCTATACTGGGTGGCTCCAGGTCCAGAGGA

46



20

25

30

35

40

50

55

60

65

ES 2272093 T3

TCCAGGRCCTCTGGCCTCCATG R 3TATCTGL T ST TAE TACATACCCATCATACRGATACACRCETEABADT AL LETHAAST
CTTTAABAACCTCCTRARACCTE S COCTTGUEASG TS CTCTGGARRGCTGGCATACTGTRTARAGTCCATCTCATGSTG

TTCTGSCTAACETARGACT TACAFAGACAGE LG LT CAGGGTSTOCTOESGG TTEGGATGGLGGERGAGEGATEAGT

EGGGGGRGCACGGGERACTTEGE

ASTGABOATTCTTT FCRGGACACTAGEGGAGGATIAATLCCAGTCATTGCACCCAC
TACTGGECERCTCCAGGGARTTE T SCTGGETCRABAR . FABGECCCCARGTATTGGCTGUATTGECTGCATTTGCGTRAC
ATTTTTTTAAATTGARAAGARY L A TGTRARATCAAGETTAGATGRGTSGT THECTCTGAGUTIRGAGCTGGRGTEAGTEA
GRCATGTGSACAACTCORTCBA 2. L SCEACASALAGAR TSGCCTRTEETGACAGCTECCTCTEATCTCORLO TOCGRSRG

GTGATCRAGGTTA

SCPCRGCTARCCTOTGGTGUR

L COCTGTTTCAARRACTTTAAT AR AGRRATRRTGEARANRS,

SACATCRGGGCAGATCLTTORGETCRAAGECERACR 3T TRRSTCTCH TR TASGGTCGTGTAGRAGCEHFAT ICATGLGCR

COTSCOSCAGACATCRTGAGAGR 3T UCTAGS T A G T ARG SRTGEAT S THRASTIUTGTCHGCRTCEGLICACTRCACGTCLT

SGCTGTGGTGCTGRRCTGG AT ST T TGGTGR G TET 332 3GGGALATEGG TAGGGRAGATCATAARLTCCCTCCGRATTAT
TTCALGERCTSTOTATTACRR T T AT CTCARRE TRTTA o~ AR RASGAAGREATTAAALBACAB A ARACCTATICRGGTETG
GTGETGTSCACCTRATASCCECHE 22T TTOGARAGCT 3 3AGCARGAGIATGACGRGTTTGARGETATCT GAGHCTETACA,
GCAAGBCCATCITCCCUARSCCE IS CoADMRCEGLALS S CATTATGTCACRCARAGAGTGT TTRATAGTEAGCHGCCTCECT
GAGAGCATGEGCTGGRHEETOUEGRGT GEGEGACAGAPAT A TCTAARCTGCAGTCAATRGGGATCCACTGAGACCCTGSGGT
TTGACTGCASCTTARCCTTGGGA AR TEATARGSSTTTT STTTGRAGTAEALGCATCGATTACTGACTTRACTTCARATGA
AGAPAR&GP}PP!ﬁ&GAAAACFACPFAAGCCA&ACCEAGGGGCTGGTGAG&TGGCTCAGTGGGTAAGAGCACCCGACTGC
TCTTCCGAAGGTCCRGAGTTCALRTSCCAGCRACCACAT RGTEGCTLACA BCCATCTGTRRCGAGRTATGATSCCCTCTT
CTGGTGTGTSTGRAGALAGCTRCAGTGTACTTACATETAATAAATARETCTTALRARANLAADASANADADALBGCCASA
CCOAGCEEACCAGECCCCCADDTE S BGGCAGECACGE TGUCAGGCRCCACGAGCCATCCTGTGARERGGCAGGGCTACC
CETGGGCCGRAGGAGGGTCCAGAGEIATAGGCTGGTARICTCAGTTTCTCTGTATACCCTTTTTCTTGT TGACACTACTTC
ARTTACAGRTABAATARCARKTAL ACALPATCTRGAGT STGGCCACTCTCTGCTCGCTTGATTTTTCCTGTTACGTCCAG

CAGGTGGCGORRGTGTTCCARGELS EGATCGCATCAT TFAGGTGGCCAGCATARTCTCCCRATCAGCAGGTGGTGCTGTGA

GPACCATTATGGTGCTCACAGARTLUCGGGCCCRGGEETTGCCCTCTCCCAAGTCTGGAGCEAT AGGRIRGCTTTCTGGE

ARCTTCACBGCTCTGGTAGGRGRGETAGATCACCCCCARCPATGGCCACAGCTGGTTTTGTCTGCCCCEAAGGRARCTGA
CTTAGGAAGCLGGTATCLGAGTCCCCT TCCTGAGGGGACTTCTGTCTGCCTTGTARARGC TG TCAGRGCAGCTGCATTGAT
GTGTGGGTGRCRGAAGATGALIRGGAGGACCCAGGTAGR TCGCCACRGATGGACCGECCACT TACARGTCGRGGCAGGTS
GCAGAGCCT TGCAGRAGCTCTGCEGGTGGACGACACTFATTCATTACCCAGT TAGCATACCRCAGCEGGCTAGGCGGACC
ACRGCCTCCTTCCCAGTCTTCCTCCAGGGCTGGGGAGTCCTCCAACCTTCTSTCTCAGTGCAGCTTCCGCCAGCCCCTCC
TCCTTTTGCALCTCAGGTGTGRRCCCTCCCTCCTCTCCT TCTCCCTGTGGCATGGCCCTCCTGCTACTGCAGRCTGAGCA
TTGGATTTCTTTGTGCTTAGATASACCTGAGATGGCT T TCTGATTTATATATATATATCCATCCCTTGGATCTTACATCT
AGGPCCCAGAGCTSTTTGTGATECCRTAAGAGGCTGGGGAGATGRTATGGTRAGAGTGCTTGCTGTACRAGCATGARGAC
ATGAGTTCGAMTCCCCAGCAACCETGTGGAARRRTALCCTTCTARCCTCAGAGTTGAGGGGARAGGCAGGTGGATTCTGE
GGGCTTACTGGCCAGCTAGCCAGCCTRRCCTARPTGTCTCRAGTCAGAGATCCTGTCTCAGGGAATAACTTGGGAGAATGA

CTGAGAARGACACCTCCTCAGGTCTCCCPTGCACCCACECRAGACACACGGGGGGGGGGTAATGTAP. TAAGCTPAGARATA
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ATGAGGGAARTGATTTTTTGCTARGRAATGRAATT T TG TTGECOGC LG AGCCTGG GAAGGRACTGLCTTTG

GCRCACCAGCCTRATARAGTCACCATGAST TCCCTGECT 2 GARTCACAT S TARTGGAGCICLGE TCCOTCTTECCTEGTGS

TTGCCTCTCCCRCTGETTTTGARAGAGARAT TCAAGEEASATCTCCTTSGTCAGARTTGTAGET3CTGAGUBATSTGGAGC

TGGGGTCARTGEGATTCCTTTARRGGCATCCTTCCCA3GECTRGETCATACT TCAL TAGTAGGGTGCTTGCACAGCARGE

GTRAGACCCTAGATTAGRGTCCCCAGRRATCTGCCUCERAACCCCrCARBAAGGCATCOTTCT SCCTCTGEGTGGATEREGEE

GBRGCARACELCTTTARCTARGACCATTAGCTGGCRAGASTARCAALT SLCCTTSGCTAGAS AL TTTGGTCRAEGUTGGAT

TCCENCTTCT S TRGARGCCCCACT TS TTTCCT T TGT T AR GO TGGCCCACAGTT TG TTT TGAS A TGCCTGAGOGRCCCAG

GAERGCORS

ATTARRAGCCEAGCTCATTTTGATAT CTEAAABCCACALUCTGACTGCLOT SCCUGTGGGAGGTAC TGS

GARGAGCTS SCTRTGTCCCTGCCTCACCAACGCCCU I TIUTUALCED

\CTCCTCHEGT LA U TGGGRGGTHRCCAGCAG

CARTTTGERAAGTTTACTGAGCTTGAGRAGTCTTGGGAGEGCTRRCGETERGCACACCCCT TS TICLCCCCCLCTCACTUS

SAGGAGGSTEAGGARACATGGGACCESCCCTRCTC CAGCCOGTCOTTAT TGS CTGGCATGEGGCAGASS

t
g
P

T TTEARARSECAACCETATCTAGGCTGRACACTEEAGCCTGTHCTRCOGEGTICCCTO T ICBCCTSGORGCATEC

[y

S

A T A CG T GCCTCATCTGCC T A T TR T 3CACG L TG T TCTO TGO TU TGS E IS G CCAGSGRTGECLEGS

CACRGAGGTCATCCCAGGRCT TGEASASTACCLCHAGCCTECTCCTGAGEACASCCAGRCCATGAL

(A AGRETGHAGECRGACCTCCCCACCATCCC T AT GACGCCRANS GTACGOGATER IS EGCACATTAGTHGGGH

[ERI A S A T T Tetad

FGECTGEGRTGETTTTAGCATCTTCTTCAGRGH TTTGTGTGGGTGRECTAGCCTCTGUTACATCA

ETTPGCCTGGRAGPATACTAGCALRAGCATTAGRRCC TGGAGGHCEGCATTIGEGGGCTGGTAGREAGE

SEATGBASGUTGRGETCAGCLGARGCTGRCATTARCACGEGCAT 3GGCTTGT A TGATGGTCCRAGAGRARTL

RGGACACAGGTCAGATCTAGCTGCTGACCAGTGGGSARSTGATATGHTEEGACTGGATGCCAGETS

CORTOLE

CUACTATATCCCACATGRCCACCRIATGAGGTALEGARSGCCCCAGCTTGEAGATGGASEALCCGAGD,

ST O TSR T R RAGTCACCTGGRAGT ARG AAGASCT ARG ACTGGARGCTGG T TTGATCCAGATGCAAGGCAACCCTAG

ATTREGTT VIR I TEGUARCCTERRGCCAGGAGGRAATCCCTTTAGTTCCCCCT TGCCOAGGGTCTECTCARNTGAGCCCAGE,

AR AGGSTTTGTAGGTGGCATGTGRCATGAGGGGCAGCTGAGTGRELTGTCCCCTGTATGAGCR,

ror o osines
Te A

T ROT TS CTGRAGCTTGCACCC T GRCCCCRGLTTTGCCTC R TTCCTGRGGACAGCRGABAC TG TGGAGHS

AGRICK

RUAGEGAGATGCCTGRGEGTGBEGETGGFGGTATCACGCACGGAACTAGCAGCA A TGRATGGGGTGEGGTGS

CTRGRIERCACTCCAGRGAAATGACCTTGCTGGTCACCATTTGTGTGGGAGGAGAGCTCATTTTCCAGCTTGCCRE

CRACATGEUTHTCCCT

CCTGTCTCCTAGCCAGTARGGGATGTGGAGGRARGGGCCACCUCADAGGAGCATGCARTGCAGTCR
COTTTT T CAGAGGPAGTGCTTGRACCTARGGGCACTAT TCTTGGARAGCCCCAARRCTAGTCCTTCCCTGGGCAAACAGE
CCTCCCCCACRTACCACCTCTGCAGGGGTGAGTARRTTAAGCCAGCCECAGARGRGTGGCRAGGCCTACACCTCCCCCET
GPTETUCCUCCCCCCCCCCCGTGRAGETGCATCCTGGCCTCTGCCCCTCTGGCTTTGGTACTGGGATTTTTTTTTTCCTT
TTATGTCATATTSATCCTGACACCATGGARCT TTTGGAGETAGACAGGACCCRCACATGGAT T AGTTARAAGCCTCCCAT
CCATCTAAGCTCATGGTAGGASATAGAGCATGTCCARG L GAGGAGGGCAGGCATCAGACCTAGRAGATATGGCTGGGCAT
CCRACCCARTCTCCTTCCCCGGAGARCAGACTCTARSTCAGATCCRAGCCACCCTTGAGTAACCAGCTCAAGGTACACAGR
PCRAGAGAGTCTEGTATACAGCAGGTGCTALRCAAATGCTTGTGGTAGCARAAGCTATAGGTTTTGGGTCAGAACTCCGA,
CCCAAGTCHCGRGTGAAGAGCGRALGGCCCTCTACTCRCCACCGCCTCGCCCCOACCTEGGGTCCTATARCAGATCACTT

TCACCCTTGCGGGAGCCAGAGAGCCCTGGCATCCTAGGTAGCCCCCCCCGCCCCCCCCCCGCARAGCAGCCCAGCCCTGCE
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T TGRGRGCA ARG T T T T T I T AGUTTORRCCTOTSAT AR TGRGGHIG T TRGACGCILCHCOTTTGETCS ST TTCARGTCT
FRTGRRTTCTTATC ST ACCRCCT SCUCTTCTACCCIGCTCOTCLACAGCAGCTGTCCTGATTTATTACLUTTCRRTTESS
CTCCRCTCCTTTCTCCATCTCCT GG IATACCGCCCCT S TCCCAGTGHCTGGTABAGGAGC T TAGGAAGSECCAGRAGLUAS
STGTGGCTAGAGECT A CCRIGCAGGSCTGGGGATGAGSAGCTAR AL TRGARGAGTGTTTGGTTAGTAGGCACRAAGCTTT
SEATGHCRTCCCTASTACCGGAGR AGTGGAGATGRGCICTERAGAAGTTCRAGLCCATCCATCCTTARL TIACACRGCULGT
TT3RGGCCAGCCTGRGCTACATARA R RCCCARTCTCAE BAGCTRUCAATTCTEAT T TGTSCCACGTASTECCUSRTETE
ATASTGER TGRS TCOT TORETCCTGRGGCARACCTATTTTACRGA TG TG GGEABAGUAACTTTABRGTACCCTACOLATS
GRTORCRALGRALGT S L GTCACASASITCCRATSTT T LT CCUTSRETTCCAAGG AL AGGGRAGAGPGLLGUCAGHGT 34
AETCTCACTGCTCCCCEGTGUCTCCTTCCTATARATCCAT BCAGATTCHARAGLGCAGIGCARITTTOUREABAGRGAGAAS
FRTEGAAGGAGLAGRCCRAGTUTEGCCTAGRCTGLAG T CCTCACGCATCOCTCTCTCCGCAGATG TG TCCSAGTRACAGCT
STCGCGRGCTOCACTACACCCHCTTZCTGRCEGACGGCCCATGCCGCASLGCCRAGCCGRTCACLGRGTTSSTGTGCTCN
GRCCRRTGCGECCITICECOGCTSOTGCCCAACGOCETCGGGCS AT AL S TAGTGGCSCICGRRCGEACCGEATTTCCT
CTECATCCCGGATCSCTACCGCOCETAGCEGETRCAELTOUTGTRCLTCEGGRGGCHCGGUGCCECGCTORCGCARGE TGN
STCTGGETGGCCTCSTGCRRGTGCAAGCRCCTCACCCGLT TCCRCELTCRATLGGASCTCAAGHECTTCHSGCCHGAGRIT
GUSCSGCCGCAGREGGHTCOCERGTUGCHGCCCGGLSZCCEGEGAGLUARBGLCPACTAGGCEGAGCT GGAGAACGCCTA
CTAGRGCHEAGCCCECHCCTATGCAGUCCCCOTGUEATUCGATTCGTTTTCAGT G TAABGCCTGCRGCCCASGLCAGGGGT
GUCELELTTTCCAGACCETOTGGEGT TCCCAGCLCAETAGRGRCCGCAGRTCCTTCTGCCLGCTGCEGIIGATEGGEAGE
GE3TGGRGTTCCCGCEERCCAGTEEAGRALGCTTRRGTCCLAGACTCTGCCTAGCLCCHGAETGRGATGGGGGTCTTTITS,
CTCTCGICGGACCTETACASGACRAGECAGTGTTTCCACLTTARIAGHGAAGRGAGTGTGGAACGAARGACCTGGGACT GG
TTATGGRCGTACRAGTRAGATCTACTCCTTCCACCCARSLTGTFAAGCCTGCGTRGGCTAGATAGGGTTTCTGACCCTGACT

T3ECCACTGEGTGTGRTGTTGGGCTACGTGGTTCTCTTTTGGTACGGTCTTCT TTGTAARATAGGGACCIGARCTCTGCT

GRGETTCCRUGGATTGGGRTACCCCGTGTAGACTGGTGAGAGRGAGGRAGARCAGGGEAGAGGTTAGGGRAGRGATTGTGE
TSEGCAMCCGCCTAGARGELGCTETTTCTTGGCTCCCAGCCTCGCCGCCTCAGAGRTTTGGCT TCCCCCACTCCTTCCTE
TCARATCTGCCTTCaEETCCATATCTRGGRTAGGGALGGLCRAGGGTCCHAGAGATEG TGRAAGGGCChGABATCACRCTC
CTHGCCCCCCGAAGRGCAGTGTCCCGCCCCCAACTGCCTTGTCATATTGTRAAGGGATTTTCTACACARCAGTTTARSGT
COTTGOAGGALACTGEGCTTGCCRAGTCRACCTCCCATCCTTGTCCCTTGCCAGGACACCLACCTCTCTGCCTGCLACCCACSES
ACACATTYCTGTCTAGARRACAGAGCGTCGTCGTGCTGTCCTCTGAGACRGCATATCTTACATTARARAGEATIATACGSG
GGGEGEGEGGCGGAGGGCGCAPGTGTTATACPATATGCTCAGARGCTGTCAGGCGCCACAGCACCACCCACARTCTTTTTGT
PIATCATTTCCAGACACCTCTTACT TTCTGTGTAGATTTTRATTG T TAALAGGGGAGGAGAGAGAGCGTTTGTARCRGAR,
GCACATGGAGGGGGHGETAGGGEGSTTGEGGCTGGTGAGTTTGGCGARCTTTCCATGTGAGACTCATCCACAAAGACT GA,
BAGCCGCBTTTTTTTTTTTARGAGTTCAGTGACATATTTATTTTCTCATTTAAGTTATTTATGCCAACATTTTTTTCTTG
TRAGAGAMRGGCASTCTTRATATCGCT TTGTGAAGCACPAGTGTGTGTGGTTTTTTGT TTT TTGTTTTTTCCCCGACCAGA.
GGCATTGTTAATARREGACRATGIATCTCGAGCAGGAGGCTGTGGTCTTGT TTTGTCARCCACACACAATGTCTCGCCACT
GTCATCTCACTCCCTTCCCTTGGTCACAAGACCCPRPACCTTGACARALCACCTCCGACTGCTCTCTGGTAGCCCTTGTGGCA
ATACGTGTTTCCTTTGAPRAGTCACATTCATCCTTTCCTTTGCAPACCTGGCTCTCATTCCCCAGCTGGGTCATCGTCAT

PCCCTCACCCCAGCCTCCCTTTAGCTGACCACTCTCCACACTGTCTTCCARPAGTGCACGTTTCACCGAGCCAGTTCCCT
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GGTCCASSTCATCCCRTTGCTCCTCCT TG TCCRAGACCCTTCTCCCACA A AGATET T AT T CCACTLCATCARGCCCS
AGTGECCCTGCSECTATCCCTGTCTCTTCAGTTAGCTGRRTCTACT TRCTGACACCACETGAATTCCTTCCCCTGTCTTA
AGGTTCATGGAACTCTTECCTGCCCCTGAACCT TCCAGGACTRTCCCAGLGTCTGATAGTGTCCTCTCTCTTGTARRGC ST
CACCCCACTATTTGRATTCCCAATTCTRGATCTTCCCTTGTTCATTCCTTCACGGGATAGTGTCTCATCTSGCCARGTCCT
GCTTGATAT TGGGRTARATGCRARGCTARGTACART TGAGGRCCAG TTCATCAT TGGGCCRAGCTTTT TCAASATGTGAR
TTTTACACCTATAGARGTSTAPALGCCTTCCARRGLAGAGGC AL TGCCTGGOTCTTCCTTCARCATCAGRGLTCCTGCTT
TATGGRTCTGGETGGGRGTAGTACATTCATARACCCIOCATTAGSRGTGTGARRGCAPGETGATTGGGEGTTCGAGGICLET
CTTGRCTATGAGGCCCTSTCTCAACCTCTCCTCCCTCCOT LGS TTT TS TT T TETTTTG T TTT T T TS AT T TGARACTG
CAACACTTTARATCCRAGTCARAGTGCATCT T TOUSTGRAGGGSEACTLTRTCUCTALTATRAGCTTCCATCTTGATTTGTGT
ATGTGCACECTGGEGGTTGRRCCTEGRCCTTTGTACCTGCUGOGCALGCTCTCTACTGLTCTARACCLAGCCCTCACTSS

CTTTCTGTTTCRACTCCCAATGARTTCCCCT AN ATGARTTA T CAATATCETGTCTTTGARARETACCATTGAGTGCTGCT

GGTGTCCCTATGGTTCCAGAT TCCAGGRANSGACT TTTCAGISAATCCAGGCATCCTCOEGRETEGTCTTAGAGCAGIAGS

(o]

Lo

CATGGAGRCCTTGGCCAGCCCCRACRBGGCASTETRGTECEGAGSSTGAGGATGGLGGCAGGCTTGCAATTGARGCTGEGA
CAGGGTACTCAGGATTARRRAGCTTCCCCCRARRCRATTCCAAGATCRSTTCCTGGTACTTGCACCTGTTCAGCTATGCE,
GAGCCCAGTGGGC&TAGGTGAAGACACCGGTTGTACTGTCﬁTGTACTAACTGTGCTTCHGAGCCGGCAGAGACAAATAAT
GTTATHGTRACCCCAGGGGACAGTGATTCCAGRAGG AACALPGAAGAGAGTGCTGCTRAGAGGCTHCCTRARGHRAGRAGGE
GTCCCAGECTCTCTALGCARBGACTCCACTCACATAASGALACAGGCTGAGCAGAGCTGRCCGTGGATGCAGSGAGCCCE.
TCCHCCATCCTTTRGCATGCCCTTGTRTTCCCATCACATGCCASGIATGAGGGGCATCAGAGAGTCCRARGTGRTGCCCAR.
ACCCPABCACACCTAGGRCTTGCTTTCTGGGECAGI. CAGATGCAGGAGAGECTAGSETTGGGCTGTGATCCCATTACCACK
ARGDSGGARRARACA S RAANCEARCED L CAPDCAAAADAIABCARDACAIARCABALBIBIACCCRAGGTCCARLTTGTA
GGTCAGGTTACAGTTTATTTATGGAAAGTTATATTCTACCTCCATGGGGTCTRACARGGCTGGCGCCCATCAGAAAGARCA
ARCAACEGGCTGATCTGGGAGGGETGGTACTCTATGGCAGGGAGCACGTGTGCTTGGGOTACAGCCAGRACACGEGGCTTG
TATTARTCACAGGGCTTGTATTARTAGGCTGAGA.GTCAAGCAGECAGRGRGACAGRAGGARACACACACACACRCACACS
CACACACECECACACRCACACATGCACECACCACTCACTTCTCACTCGREGAGCCCCTACTTACATTCTARGEACAARCC
ATTCCTCCTCATARAGGRGACARAGTTGCAGARACCCAPALGRGCCACAGGGTCCCCACTCTCTTTGRAATGACTTGGRL
TTGTTGCAGGGARAGRCAGAGGEGTCTGCAGAGGCT TCCTGEGTGACCCAGAGLCACAGACACTGPPATCTGGTGCTGAGA
CCTGTATARACCCTCTTCCACAGGTTCCCTGARAGGAGCCCACATTCCCCALCCCTGTCTCCTGACCACTGAGGATGAGA
GCACTTGSGCCTTCCCCATTCTTGGAGTGCACCCTGETTTCCCCATCTGAGGSCACATGASGTCTCAGGTCTTGGGAARG
TTCCACAACTATTGAPAGTGTTCTTGT T TTGTTTGTGATTTAATTTAGGTGTATGAGTGCTTTTGCTTGARTATATGCCT
GTGTAGCATT TACAAGCCTGGTGCCTGAGGRGRTCAGAAGRTGGCATCAGATACCCTGGARCTGGACTTGCAGACAGTTA,
TGAGCCACTGTGTGEGTGCTAGGARCAGPACCTGGATCCTCCGGARGAGCAGACAGCCAGCGCTCTTAGCCACTAAGCCE.
TCACTGAGGTTCTTTCTGTGGCTAAAGAGR.CAGGAGACAAAGGAGPGTTTCTTTTAGTCRATAGGACCATGAATGTTCCT
CGTARCGTGAGACTAGGGCAGGGTGRTCCCCCAGTGACACCGATGGCCCTGTGTRGTTATTAGCAGCTCTAGTCTTATTC
CTTRATAAGTCCCAGTTTGGGGCAGGRAGATATGTATTCCCTGCTTTGRAGTGGCTGRGGTCCAGTTATCTACTTCCAAGT
ACTTGTTTCTCTTTCTGGAGTTGGGGAAGCTCCCTGCCTGCCTSTPARTGTGTCCATTCTTCAACCT TAGACAAGATCAC

TTTCCCTGAGCAGTCAGGCCAGTCCAAPGCCCTTCAATTTAGCTTTCATARGGAACACCCCTTTTGT TGGGTGGAGGTAG
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CRCTTGCOTTGAATCCCRGCATTARGIAGGCAGRGACAGTCIGATCT LT ETERGT TCELCAGCCAGLCTHATLTACGSEAG

SEGTTCCAAGRCAGCCAGGCCTACACRGAGARACCCTGTCTCGARNR L A AR BAACIAPIGABATALAGE IS BAGRADY,
CALABBCGABMCBLACAGRLALBCRAGCCAGAGTGTTTSTCCCCGTATTTTATTARTCATATTTTTCTCCCT T TSCCATTT
TAGRCTALRAGRCTCGEGPRARGCAGGTCTCTCTCTGTTTCTCATCCGGACACACCCAGARCCAGPTGTATIZRAGATGEC
TAATGTGCTGCAGTTOCACA TCTGGGGCTGRGTGRAT TRGTTAGATGGC A TEGEC TGS TS TGETTACGATSE STGCAGSH
AGCAAGGAGTATGTGGTGCATAGLRARCGAGGRAGT TTGCACAGAAL AL CACT STGTGTACTGATGTRCASG TATGRGCR,
CATGCLAGCASPIGCCIAGGGACAGCCTTAGGGTASTGTTTCCACAGECC CTCCCCTU T T TAACATGRGCATCTC TR
TTSGLCTERAGLTTGCCARCTOHGCTEEGCTGGUTASCTTGTAGHTCOU CAGEGRTCTHCATATCTCTGLUTCUUTAGTG
TEESETTRCAGTCATATAT GAGCACACCTGGCTTTTTTATGTGGGTTCTESGCTTTGRRACCIAGETCTGASTSUTTGLAN
GRCRATCGRTTGRRATGRACTGCTTCATCTCCCCAGRLCCT GG ATTCTACT TTC TAT TR AAGTATTTCTAT T AATCRATG
AGCCCCTSCCCCTGCRCTCAGCAGTTCTTAGGCCTGCTGAGASTCAAGT 3G3GAGTEAGAGCARGCCTCGRAGECCCCATC
AGCGFAGCAGAGGACABRGAPATSARLBCTTGGGATTLEAGGCTCGOSAT ATGEAGAT 2CAGAR GGG TCAGIFARGGAR
ATGAACCRGATGARTEGAGGCAGSALGGGTAGGGCCCTGCRATACATGEFRACCTGRTGTACAT I TTRTCTGCATEGGGTTT
GCATTHCARTGGCTCTTCAGCAGSTTCACCACACT G AGARACAGEAGCC A BAGIBGELTAGG TGO TGTT I 3AGTCAGE
TACTGTCAGTCATGCCTGRAGAARTGGAAGCAAT TARCGATCCGHCCHCENTTAGGRTATTAGUTCCCTGRAGEIAGGCAA
SRAGCTGGRGCTGTEGGCACTGAAGGGACCTTTGAATGETGTCACATTCTCTSTATGCUTAGCAGGGCAGTETTSGAGACT
BGECTTGACTTGTGTGTCCATATGATTCCTCCTTTTLCTACAGTCATCTGGGGCTCCTGAGCTTCGTCCTTGTCCARGA
ACCTGGAGCTGGCAGTGGGCRGCTGCAGTGATAGATRTCTGCAAGR LA A TCTEARIRGAGGEAGGAAGAT G GGACCC
RGRGGACCACCIRCCTCTGCTGCCTGRCRAAGCTGCRAGGACCAGTCTCTCCTACAGRATESGRGACAGRGGLGAGAGATGS,
ATSGTCRGEGGEGGAGT CAGAGAALGGAGAGGGTGAGGTAGAGACCR A EGEAGGGARLCRCTTGTGCTCTACASCTACTG
ACTGRGTRCCRGCTGCGTGGCAGACRAGCCAATGCCARGGCTCGECTGATCATGGCA.CCTCGTEGGACTCCTASCCCAGTS

CT3GCAGAGGGGASTGCTGRATGGTGCATGGTTTGGATATGATCTGRATSTGGTCCAGCCCTAGTTTCCTTCIASTTGCT

GGGRATALAGCRCCCTGACCAEIGCTACTTTTTTGTTTGT TTGTTTTGSTTTGGTTT TCTTTGSTTTTTCGAGICAGGGTT
TCTCTGTRTCECCCTAGCTGTCCTGGARCTCACTCTGTEGACCAGGCTGGCCTUGARCTCEGARATCCCLCTICCTCTGL
CTCCTARSTGCTGGAATTARAGGCCTGCGCCACCACTGCCGGCCCRLARGCTACT TTAAGRGAGAGRAGAGGRATETATAAG
TATTATARTTCCAGGTTATAGTTCRTTGCTGTAGRATTGGAGTCTTCATATTCCAGGTAATCTCCCACASICATGCCACA
AAACARCCTETTCTACGAAATCTCTCATGGACTCCCTTCCCCAGTAAT TCTAAACTGTGTCRAATCTACARGHRATAGTG
ACAGTCACAGTCTCTAACGT TTTGGGCATGAGTCTGAAGTCTCAT TGCTAAGTACTGGGAAGATGARAACTTTRCCTAGT
GTCRGCATTTGGAGCAGAGCCTTTGGGATTTGAGATGGTCTTTTGCAGAGCTCCTARTGGCTACATGGRGRGAGGGGGCC
TGUGRGAGACCCATACACCTTTTGCTGCCTTATGTCACCTGACCTGCTCCTTGGGARGCTCTAGCARGAAGECCTTCCCT
GGATCACCCACCACCTTGCACCTCCAGAACTCAGAGCCARATTAAACTTTCTTGTTACTGTCGTCARRGCACEGTEGGTC
TGGGTTGTATCACTGTCAATGGEAAACAGACTTGCCTGGRTGGATARCTTGTACATTGCATAATGTCTAGARLTGAARSG
TCCTATAGRGAAARAGARMARTTAGCTGGCACACAGATAGAGGCCCTGGARGGAGGCTGGCTTTGTCCTCCCCGAGGRGGTG
GCGPGTARGGTGTAPATGT TCATGGATGTAPATGGGCCCRATATRT GAGGGTCTGEGGTPACRAGAAGGCCTGTGAATATA
ARGCACTGPAGGTATGTCTAGTCTGGAGAAGGTCACTPCAGRGAGTTCTCCEACTCAGTGCCCATACACRCACACACACA

CACACACACACACACACACACACACACACACCACAAAGARALAAAGGAAGARAPATCTGAGAGCAAGTACAGTACTTARSR
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ATTGTGTGETT STGTETGTGACTCTRATGTCACRTGCTCATCT TGCCCTATGAGT TGRAR A CCARATGRUCCOPRAGAGS
CRTABC AL A A TETTGECT TG TGCTCACGT T T T TCT TAARGCGTC TG TCTGGT TTGLTGCTAGCATCAGIUAGALT
TGCAGCRGE T LCRTATGCTCAGCSCTGAAGTCCT TCT GGG TGCATGTCTCTTCAGRAT TTCAGPARGTCATCTST 350
TCCAGGACTECCTGCRACTCTCCCTCTECCACGAGSCTGCAGACTL TR GGCTGGGGTGGAAGCARCGCTTACCTCTGGGAS
ARAGTRATAEC AT ST TGECTTTTCTTTCCCTCTGTRGCTCCRRCCTGGACATAA L ETAGRATGCANGCTGTGTARTABATETT

TCCTCCCGT I CACTTAGTTCTCAR AT ARCTACTCTGAGAGCACTTAT TAATRGGTGGCTTAGACATARGCTTTIACTE

AP TCCCCCR T RGO TCTTACTTCTTTAACTCTTTCAS A CCATTCTGTGTCTTCCACATGGTTARTTALCTCTCCT TS

COTGGT T T T CTTCCT TCGAGT CGCCCTCRG TG TCT U TAGGTHATGCT TG TR AGRTAT TCTTTC T AR ARGOTGAGEG

TGETGGCRCT CTRHGAGT TCAAAGTCAGCCTGRATCTACACAGCAAGLTCLAGGATATCCASSGCARTAT T GHGRERECOT

TTCTCAARCEALARGERGFGOGTTCAGTTGTCAGGAGG

.CCCATGGGTTRARAGRAGTCTAGECHAGCCATGETGATICATE
CCTTTCATCTARSCACT TAGGAGGCAA RGANRGGTGARACTCTTTGACT T TRAGGCCAGCTAGITTACATAGTGRETACCS
TRTGTATALITATTTGCCTGCACAT AT G TATGTATGTA TG TATACCATGTGTGTGTCT GO TGO TS ARGHACTAGICITES
ECTCCCTAGR LT EGRGTCATAGR CEGTTGTGRACRCTCCCCAACCCCECACCATGTGEGTOCTTGAAGCTRAACTSOTGT
CCTTTRTARAGCAGCRAGGETGTCTATERAACCCTGAACCATCTCTCCAGTCTCCAGATGTGLATTCTCRASGAGGAGTCOTT
CATATTTCICTEAACTGRACATCCTTATCAGTGAGCATCCTCGRGTCACCARAGATACTGCAALCCCTCTTAGSSAMCAT
TCACTATTCACTTCTACTTGGCTCATGAAACT TARGTACACACACACAANCRCACACACACALECAGAGTCATSCACTCA
CRARRGCRATECATGTRACACCATTCTTAT TAGACTATGCTTTGC TR BGACT T TCCTRGATACTTTARARCATCACTTCT
GCCTTTTGRT EGGUAGGTTCCARGRT TGGTACTGGCGTACTGGEARCTGABCEAGGTASAGRTCTAGAARTCRCASCAGT
TCRAGARGGECCACGCCTGTACRAGASAGRAGTTCCACECCTTCCAGGARCACTGASCAGGGGGCTGGGACCTTGCCTCTLES
CCCARGRARCTEGTGCGTTTCCTGTATGCATGCCTCTCRAGAGAT TCCATARGETCTGCCTTCTGCCATARGATCTCCTSE
ATCCAGACAAGCCTAGGGGAAGTTGAGAGECTGCCTGAGTCTCTCCCACAGGCCCCTTCTTGCOTGGCAGTATTTTTTTA
TCTGGRGGASAGGRATCRGGGETGGGLATGATCARATECARTTATCAAGGEALREGTAS AP AACATATATATATATETETT

ARCTGATCTAGGGAGCTGECTCAGCESTTARGAGTTCTGGCTGCCCTTGLTTCAGATCT TG TP TGATTCCCAGLECCCA
CATGATGGCTTTCARCTGTATCTCTGCTTCCAGGGGATCCARCRGCCTCTTCTGACCTCCATAGACARGACCTAGTCCTC
TGCAAGRGCACCARATGCTCTTATCTGTTGATCCATCTCTCTAGCCTCATGCCAGETCATTTAARPCTACTGGACACTGT
CCCATTTTACSRAGRTGTCACTGCCCAGTCATTTGCCATGAGTGGATATTTCGATTCTTTCTATGTTCTCACCCTTGCAR
TTTATAAGARAGRTATCTGCATTTGTCTCCTGAGAGARCAARGGGTGGRGGGCTACTGAGATGGCTCTAGGGGTARRGET
GCTTGCCACAALTCTGACARCTTARGTTTGGTCT TGGARTCCACATGGTGGAGAGAGAGIAGAGATTCCCGTAAGTTGT
CCTCARRCTTCCCACACATGTGCTGTGGCTTATGTGTARCCCCARTAAGTAR L GATAGT TTTALACACTECATRAGGTAG
GGTTTCTTCATGACCCCAAGGRATGATGCCCCTGATAGAGCTTATGCTGARACCCCATCTCCATTGTGCCATCTGGAALG
AGACARTTGCATCCCGGRAACAGRAATCTTCATGRATGGAT TAATGAGCT ATTARGARAGTGGCTTGGTTATTGCACATGC
TGGCGGCETAATGACCTCCACCATGATGTTATCCAGCATGARGGTCCTCACCAGAAGTCATACAAATCTTCTTAGGCTTC
CPAGAGTCGTGRGCRARPAARGCACACCTCTARATA AT TARCTAGCCTCAGGTAGT TAACCACCGARAATGAACCRAGGE
AGTTCTAATACHAAACCACTTCCCTTCCCTGTTCAAACCACAGTGCCCTATTATCTAAAAGATAAACTTCAAGCCAAGCT

TTTAGGTTGCCAGTATTTATGTAACAACAAGGCCCGTTGACACACATCTGTAACTCCTAGTACTGGGCCTCAGGGGCAGA
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GRCAGGTRGRGCCCTGEART TSR T TCCAGATTCT STSAGARACT TS T TT3AARAGACAATATGGTGAGTSACTIHGE

CURGE
BGGRATATCTGRTRTTRACTTCTGSCCAARCACACH I TS T CTCTGORCAT T GTAGTTGCAAGCCTTTTGCACT SBGTTTS
GCCAGRGTCRGRAGT TTGCAAGTGT T TG TEGACTGEE TGCACGTGTTH T3S TGATCTACERAGTCACCCTCOTTCTCRSG
CTAGCAGCACTGGCT TCRGCCAGCT 3 TCATTCRAG CCTCTTTGCAGR LT ATCACGGICATGGGERAGURGGECCOITE
CCTAGRACRACCARGCCTATGST PETTT AT TCRGGACA TT AT TGAGGHIC L AGRTGACAGRTRACTCTATCACTTSGRAE,

CRGTCGOGTATTGCRGTGTTAGGT TAT T TCTGTGTC T 3 TAGAAN ACEATRCARCCTGHACARIAGPIATIBOTHATITCL
TTTTTCATTCAGGURACTAGATTCCATGSTRCAALAFGCTCCOTGRRGEHERA L HFAGECCHGGACAGCECAGCTCCTERGTLM
CTATTTCCGTCTSTCARCTTCTC T~ T CTCTTGAT, TCTCCCTC POT S TS TTTCC T TCO TCTTGC TGSGGUOCAGTRRA

GTCTGTGTACTCRLEGSGAGGAGRETAGLRIRGCCUTGRTCCTCT AL L THGROGARGASGGGAAGCTSTTRGTOTAS
TEACTTTTTCCCCTTTCTCT TT T T T TAGR AR CEE T T TCARTTTRAGE TAATGAGTCTCCTCAT TCACSTSTSCTEACT
AT TCATEGGGACT TR TCCACCCCCGSCUTGTCRAT T 3RCTAAGT RAGA TG TCAB AT T TAAARMGGGIACSTTTTTCTE,
2055 TGTGGCTGOORACCETETGCCOG L ACGR AR CCRE 3 TGGCGRTCTA -G TTACATGCTCTCTGCCRASCCCIGGTGoCT

TTTCCTTTCGSAARGGAGACCCRAASETAR AR CGAL I TTGCCRACT T TTIATGATHGTGTGCGCCGGGTGACTCTTTESS,

ETGTCATCCATACCTGGRATAGRG A  GOCTCT T AR EEAGTCATCTAG SIS TLCCTTCAGGAABAGATTCOACTTICEST

TPAGTTAGCTTCCACCTGETCCCT TR TCCGCTGRTCT T GUCCRSTRAG TN TOATCCETCL GG T TTCCGCUCTCATCCECT

TTGCCCTTTTAGTTCCTASARAGCAECACCETRGTC T TGRCAGATGGGRCCATTSGTCACTCCGCTACCRACTATTACCATG

GCCRCCARGGTGTCRTTTARATATGAGCTCRCTGAG TCCTGCEGEATGRCT TGS TTGETRATATGCTTGCTGCEALATCG
TSAGPACTRGAGTTCALTTCCCAGCACATGRATGTAT TTCCAGCACCTGA N AGGCRAGGRAGCLGRGRATCTTARAGCTCLT
GGCCAGACAGCCCAGCCTART TAGT AR TCRAGTGAGLSACCCTGTCTURAGAAACINGATGGAACATCALAGGTCARCCTT

TTETCTCCACACACACRALLTACACACETGCACATACLTCCACRCACAGETARHCACATGCRCACACCTSRACACCTTC

CROATACATACATALARBRATIABE TICOTACACACET ECRTACATACACCASCATTCCCTCTCCTTAGTCTCCTGGCTAC

GCTCTTGTCACCCCCACTARGGCTTCARCTTCTTCTATTTCTTCATCTTGECTCCTCTGTRCTTTGCATSCCTTTTCCAS

CAPAGGCTTTTCTTTARRTCTCCGTCATTCATARACTCCCTCTAAATTTCTTCCCCTGCCCTTTTCTTTCTCTCTAGGGE
CATAAAGARCACACACTECAAAGTCALCGTGGGACCAGTTTATTCACCCACCCACCCCTGCTTCTGTTCATCCGHICAESCT
PAGTAGTCCANCCTCTCTGGTGCTGTACCCTGGACCCTGGCTTCACCRCAGCTCCTCCATGCTACCCAGCCCTSCRRACT
TTCAGCCTAGCCTCTGGTTCTCCARCCAGCACAGGCCCAGTCTGGCTTCTRTGTCCTAGRARTCTCCTTCATTCTCTCCE
TTTCCCTCCTGRATCTACCACCTTCTTTCTCCCTTCTCCTGACCTCTARTGTCTTGGTCARACGATTACEAGGARGCCRA
TGABLTTAGCAGTTTGGGETACCTCEGRGTCAGCAGSGGAGCTGGGATGRATTCRCATT TCCAGGCCTTTGCTTTGCTCC
CCGGATTCTGACAGGCRGTTCCGPAGCTGAGTCCAGGRAGCTGAATTTARALTCACACTCCAGCTGGGTTCTGAGGCAGC
CCTRACCACATCAGCTGGCCCTGACTEAGCTGTGTCTSEETGGCASTGETGCT 3G TGGTGCTGETGGTECTGGTGGTGGTG
GTGGTGGTGSTGGTGGETGGTGGTGGTGGTGTGTGTGTETGTTTTCTGCTTTTACARAACTTTTCTAATTCTTATACARAG
GACAPATCTGCCTCATATAGGCAGERBGATGACTTRTGCCTATATARGATRTARRGATGACTTTATGCCACTTATTAGCE
ATAGTTACTGTCPRARGTAATTCTRTTTRTACACCCTTRATACATGGTATTGCTT TTGT TGGAGRCTCTARARTCCAGATT
ATGTATTTAAAAAAAAATTCCCCAGTCCTTAAPAGSTGAAGRATGGACCCAGATAGARGGTCACGGCACAPGTATGGAGT
CGGAGTGTGGRAGTCCTGCCAATGGTCTGGACAGAAGCETCCAGAGAGGGTCCALGACARS TGCCTCGCCTCCTARGGARL

ACTGGCAGCCETGATGAGGTACCAGAGATTGCTAAGTGGAGGAATACAGGATCRGACCCA TGGAGGGGCTTARAGCGTGA
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CTOTAGCR 3CCCTCCECTOAGGRGC TCCPGATGGGCGCUCRAGETGC TECAGTGGIAGCUACATGAGASGTGATGTCTTG
GAGTCRCCTCGGGTACCATTGTTTAGGGIG3TGGGGATTTGTGSTGTGGAGACASSCAGCCTCARSGATSCTTTTCAACE
LTGGTTGRTRAGTTGGAACTAABACAGGHGCCATCALACTGGCTCCCATAGCTCTSGGCTTGCCAGCTTCCRACATCTGCT
CChCACCCCCTGTCTGGCACCAGCTCARGCTCTGTGRTTCTACACATCCA LA LGAGGARGAGTAGCCTACTGGGCATGCC
BCCTCTTCTSGRCCATCAGETGAGASTGTGGCALGCCCTAGGCTCCTGTCCAGGRTGCRGGGCTGCCAGATAGGATGCTC
L5CTATCT CTGAGCTGGRACTATTTTAGGARTARGGRTTATGCCCECCCEGGGTTGGCCAGCACCCCAGCAGCCTETGC

TTACATRLA B 3CPAGTGCTGT TG T TTRATCTARAACAGAGCCGTEGACCCACCCACAGGRCARGTAT S TATGCATCTET

TTCETSTATCTGORIAGCGACACBACCATTTTTCACATCATAGCATATTCCTARCCUCCATTCTTTTTTGTTTTGTTTTT
TTHASACEGGETTTCTCTGTGTAGTCCTGGCTGTCCTGGRAACTL AL TTTGTAGRCCAGSCTGGCCTCHAACTCAGERATC

CT3GGRTTAERGGTGTGTGCCACCACGCCCGGCCCTARCCCCCATTCTTARTGGTGATCCAGTGSTTGRARTTTCGGGC
BCRCLCATGTCCATTAGGGATTAGCTGCTGTCTTCTGASCTACCTGGTACRATCTTTATCCCCTESGECTTGGECTCCTG
LTCOCTGRSTCSGECCCGATCAAGTCCASTTCCTOGGCCUGATCALGTCCAGTTCCTGGGCCTRRACRASTCCAGTCCCT
AGCTCGATTELGCTCATCCTGGCTCCCTGGCCTGTTCTTACTTRCELTCTTCCCCTTGCTCTGGACTTGTTGCTTTCTT TSR
Ao BGTTGTSTGCCACAGTCCCTALGCCACCTCTGTARGACRACTALGRATRATACTTCCCTCAASCRACGGARAGTCCTS

2GTCACCACECCCTCTGGAGGTGTGTGGA.CACATGT TCATGCETGTGGTTGCGCTTACGTACGTGTGE

SEQ ID NO. 18: Secuencia Genémica de BEER Humana (Este gen tiene dos exones, en las posiciones 161-427 7

3186-5219)

tagaggagaa gtctttggyyg

ctgagggaaa catgggacca

agaggggctt taaaaaggceqg

ggtggegtge cctectetgy

ectgctggta cacacagcet

tgatgccacyg gaaatcatcee

gaacaacaayg accatgaacc

gaccaaaggt atggggtaga

agggtttger

geecetgecee

accgtghete

ctggtaccat

tcegtgtage

ccgageteag

gggcggagaa

ggagagaatt

ctgagcacac

agectgtect

ggetggagac

gcagctceca

ggagggccag

agagtaccece

€ggagggcyg

cttagtaaaa

54

cectrteect

cattggetag

cagagceetgt

ctggeeeotgt

gggtggcagyg

gagcetecac

cecteeecace

gatcctgggg

cecetecggyg

catgaagcag

gcractggaa

gtctegtety

cgttcaagaa

cggagcrgga

acccetttga

aggttttaga

120

180

240

300

360

420

480
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aaccttctctt

ccagcactgg

gccttcaaat

gaggacgctg

aaaagaaaag

taccactggg

caccggacac

cccaggaggt

ggtagtgaga

tgtg9g9999

cccetgeagt

tctreggcac

agcagcatcc

ctrtgeccrcat

acagagaagc

atqgggagcgt

aggtggcaga

tgttgggact

tgggaggcte

tcgaggaaca

tcaggtgcag

gggtggtgag

gtttcaaaga

aagggaacaa

tctatgctgg

gaacccccag

agagctgagg

tgtgggggac

gtgcattgec

agttttagce

tctgtgeagg

tccaggggag

ccaggtgaca

ctaaaatgar

gaagtccact

atggggtgct

ES 2272093 T3

ggaagactgg

gtcttgeerg

aggcatgagg

ggtatggcat

atcecccteet

ggtaagggag

tggtggctgt

ctcgaagggg

tgtgaacctg

agatctccac

catggcctgce

cctgacatgg

agtagggaca

ggagaaggaa

gtgtgcatct

arcecagace

gcecaggetc

aaaaagggca

ggtagaccca

gaggtggggg

caacagacgc

cagggcatca

gggaatatag

cctcecatce

ccccaccaca

aagaaacagg

gtttgatcca

aaagcagtgg

ccagggagct

gtgcagctga

tctgtcctca

gaggaaccct

ggctctataa

algagctice

ctggacccca

actgcatggg

55

gtgaagattg

aagaatggct

tggtgagagc

gaacaggctc

gagccacgtc

acagaacagc

cagacccaca

ttccaggcac

actgcaagat

ggaggaaggc

ggcacttgaa

gtccaggece

gcagccacce

gggttcctgg

ttggcaggaa

Ciyteeicty

gcecteeceyg

aggccagcca

ctggectetg

cgctggtgca

ccagggcagyg

aggggctcag

cagctgctgg

acctgtgggg

tcatggaatc

tcagtaactt

agcecctggtg

cagagaggca

ggaatgggag

tggaggggag

cagtcccaac

tcaggecectgce

tcctgaggec

gccattatce

cctcacaacc

ggaccctccg

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560
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tcttcaaaat

tgggctccag

tggactccca

tctgcagagg

tcecectgggea

aaaccagccc

tgtgcttget

tcttaagact

gggtggactg

accataggag

tctgecectgee

grtgcccagca

agctcagggce

cccagcccag

ggtgctggga

ttttcrctgyg

tgattectre

ccacagcagc

ggaggacaag

cgactgcctg

cgagaggcca

aagtgcctgg

aatgccccce

acagaccaga

cttcagagtg

attctttcatt

gtactcacac

acatggtcaa

cagggagtat

gagagccagg

ccctatggta

cctcccatgg

ccccagggaa

ctgggcctca

caagtctaat

tgccctgatt

ES 2272093 T3

ggcgectece

aagggctgta

cagceccctga

ccraggggey

tgaccacaca

aagcagccce

ggggtggggag

ctteettgte

gacgaccagc

ggtgtgtgca

caccatgagg

tcaatgtttg

ggaaagtaac

atgctcgaac

gtggagtccg

gtattctcat

gaattcectgt

tattaccttc

cccacagctc

aggaacccaa

ggaagccaca

ctattctcga

cacattccag

agacgatgge

gtggcctect

acattggaac

tatttaaaaa

ggggatcagg

cgcccattca

tggcagctga

gacagtaaaa

gcagagcctc

gagatgcagc

tgataatgag

cctgatcacc

aattaacctc

56

ccctrtctagg

acacaaaatg

tgctcaaaac

aaagccgcaa

ccctgcagag

agtggccaca

ctgtccecte

tatcceccatg

gctcccacce

ccaggcctcg

gataacacag

acctgtaggt

agcagcececte

cactcttgce

ccagcectete

ggggttggac

tccecttcag

tactccttte

caaggtcagc

tccaccttge

aaagtcatga

aatgcccect

gtgaggatgc

tcteccectge

tcrtggtttgyg

aaacctttgg

atctaagtcc

gagcccaatc

aacaagaaat

ttrgggtcag

agctccatce

ggagccaaaa

gggcaagttc

acactgectt

tccetegect

tccatceect

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640
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gtccaccect

tgtgctgagt

ataagaagac

atatgtgcca

ggcggccceat

ctgcagtgag

cagggrgcgc

tgttcagggg

gacgggccgg

ccacagacgt

ggccgtgccg

cgcgectgcet

tccgetgcat

aggcgcecgeg

gcttccacaa

giTggaageo

cctactagag

cccacatttce

cccaagtggc

acttaccctg

cccagaagag

aatggtattt

tttgcagaca

cgatggagcc

aggagagcett

caaaagcctc

tccagggcag

gtccgagtac

cagcgccaag

gcccaacgec

ccecegacege

cgcgecgcaag

ccagtcggag

gTgycaiCyc

ccecgeecgeg

tgtcctetge
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tggaaaagga

cccaggcecag

aaatgataat

tetgeattge

ggaagaagag

ctggtgtteg

teccaccaget

tggagacagg

gagtggccag

agctgcegeg

ccggtcaceg

atcggeegceg

taccgcgege

gtgcgeetgg

ctcaaggact

yluvyyayuy

ccececceccea

gegtggteeg

atttgggaga

ggaccctgcg

aataatacat

gtgtgtaatg

agaggttaag

aaccccagca

ctagagcatc

cttggcaaaa

gcgggeggec

agctgcactt

agctggtgtg

gcaagtggtg

agcgegtgea

tggcctegtg

tcgggaccga

craaagccaa

ccggcgggcy

attgtttata

57

agccagagcce

gcacaagtgt

aacagccgac

gactaacteg

gaacttqgccc

gtcatttgge

tgggaccttc

gcagggctgg

accctcacgce

cacccgetac

ctccggecag

gcgacctagt

gcegergtgt

caagtgcaag

ggccgetegyg

ccaggccgag

ccceggecct

tttcattgta

aggcagaagg

ggcttaaatc

gctttcaget

caatgcttgg

aagataqgacac

tccgagggga

ctgcaataga

ggtggagaga

gcgectetcet

gtgaccgatg

tgcggeeegg

gggccegact

ccecggtggtg

cgcctcacce

ccgcagaagg

ctggagaacg

gaacccgege

aatgcctgea

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720
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acccagggcea

ccecctcagec

cactgagcca

aggcagaaat

aaagtccagg

cagaaagcct

gtccrggetc

ctcaatttcce

ggcatatgat

gaaagagaga

gagttgtgat

agagtctatt

ttecccagect

catcatccat

atccgcccca

tcaccttccg

gccatcacaa

cacggacaca

gggggctgag

cgccagetga

cgcagceccg

ggaagcattt

gactggttaa

gaggcgtgcc

tgccactaac

acttcgtaaa

tccaaggact

gaatgaatgc

gctctcttct

tatggctgac

ggcttecccqg

tggggtagaa

acttcccaaa

aagagaagtg

actcacagac

tttccgecta
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accttccagg

ggggtcccac

cctectgggge

tcaccgecct

gaaagttgga

cagagcacaa

ttgctgtgta

atgagggtgg

ccagtgcectt

agttgcattg

gacagccaaa

atatttacgg

gatgtttggce

aaggagaggy

gagcagcatc

aaaggttcaa

cagcacatcc

gaaaacagct

ccctgaggaa

ggggcagggy

cgcctaccett

ggggttttaa

taagattccc

gactgggggc

accttgaact

aggtgggaat

ttgaatgggc

attcagtgcc

gatgaaaaac

ctgacaaact

tacctccacc

tccgagggtg

cctccecega

ggacactggc

cttttgagac

tctractget

58

tcccgggege

agggaattga

tgectggtcce

gggageggtg

ccttgcacct

aactgtagat

acacaattct

aggatctcga

agaggtgaga

aaggtcactt

aaacagaaaa

cctggaagaa

cctcecatctce

gtgggaggga

cccatagcca

c¢ttgcaggee

accgccttct

cttacatgtg

cggcaaggcec

gagtcacaga

acttcagagg

tgggagtggg

cgcegeecat

gtggtrtcta

ccttegggac

ggagactatt

gagagagaga

ccagaattca

aaaaaagtaa

gctatgctgce

aaagaaataa

tagaaatcac

tgttttaaag

cgagggagca

gcccaccact

atggcatatc

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800
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ctacactaaa

tgcagagcdat

tactrtctgt

tatgaaagcc

aagaatgaaa

atttatgcaa

agrtcrgtect

gatgtggtct

tcttggtcac

ggcaattatg

atttctrcac

ccatgctgge

tagctcccce

gcttgactce

cecctgettec

gatcececete

ttetgttrtc

agaatattat

aatagctgcc

gtagttttta

tgcaggactg

gtagtggttt

aagtttttct

tccagagtcee

cattttgtca

tagagctcca

tcttectttg

ccagggcatg

ttccaaaatg

ttgcccagga

caccteccac

ttagtttgcce

tcctetgagyg

catttgacag
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tgggggaaaa

acccaaaaat

attgttaaaa

gtcgtetett

ttaaagagtt

tgtagagaat

agagacattg

accacacatg

accttggaca

aaaagtcatg

gtaataacct

ctgttctecat

tcaagtgcag

tccaccaagce

atccacactt

ttecagecee

tcattcatgy

actacaagtg

cttrttgaaa

aaaaaaagtt

tggcaattct

aagttacata

gacaatgtta

ttaataaaga

acgtcatttc

cacctttgac

tttatctcectt

cagccttgta

tgtatcacte

ttrcectatce

ttcctactga

agcacccceca

C Ldaccttcca

tttcgtctac

aggaccagcc
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ctgtacatat

atcatttcca

ttaaacagaa

tccacgtggg

tttateteee

atatctgcettte

caatgaatca

tgtcaaagtt

tgctctetgg

cctttccaaa

tccttttage

ccctgctcaa

tgacatggga

ctccaaatgg

ataactaatc

gagatgttcce

accactactt

tggccaagte

gctgagaaac

gacaacctct

gcacatgaca

acttgtccac

cacttaagtt

atgaattaac

tgaccgaaag

gacacectte

tggceettgt

cccagaccge

agcectcccect

aagccttcca

ggccttcrct

tcatgcagat

ctctLeetee

aatctcccat

tggttcctaa

ctgcttagta

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880
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ctggcataga

tcttcgaagt

agecctcetge

tagctgagtt

ggtgggatgg

cccacCaaaga

ttgaattaat

cttcctgggyg

catgagtgtc

ctgagaggca

tgtttgtteyg

atcceggett

cagagtagct

agagacgggg

gcctgecteg

ggttggtgtt

catacttggg

acatgggcaa

caacacaaag

gtggatttga

acttctctca

agcatcttca

tcaactggaa

aagctgaggt

catcatcatc

ctccagcece

tcagggccca

gtgcggtcca

ttttgagaca

actgcaactt

gggattacag

tttcaccatg

gcctcccaaa

tgaatctgag

ctcagttcct

taaccaggtc
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ccaagtacaa

tgcecreectgg

aagtctcgec

gatgaagagt

agctttaaat

ccctectgat

aagtctttga

cgaggaggcc

gaatatgaga

gtgggtgggg

gagtctcget

ctgccttcee

gtgcgtgeca

ttggccagge

gtgctgggat

gagactgaag

tgccctacce

acactgtttt

ttcaggacca

gtagaaatgt

tecccaaggt

aaccctaaag

taagtccagce

gacttgtcag

taggtgtgag

tcagtgagcc

gcaggtagga

acacgggctc

ctattgccca

ggattcaagt

ccacgcotgg

tagtctcgaa

tacaggcgtg

caccaagggg

ctcacttgag

gtaccaagtyg
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gctcacagga

aggatcttca

gtcttaatag

ttactcteca

ctaccttggg

tttaactacc

tgggtatcag

cctgcagaaa

aacagagaca

tgggrcaggt

ggctggagtg

gattereetyg

ctaatttttg

cteottgacct

agccaccaca

ttaaatgttt

ctgcttagaa

ttatgggaat

aacttcatcet

aaagtgggcc

tgctggatgce

gttgccctaa

ggaacccace

aataacccac

tggccggtcec

atccatgcat

tctrtccatce

ttgtgttgtt

cagtgtcaca

cctcagcctece

tatttttgat

caagtgatct

cccagcccca

tgcccacage

cctggtggge

ccaagatagg

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960
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agtaatttgc

tgttgcttag

caaagactgc

taccgagtcc

aaacctaggg

cccattacca

tttatggaaa

gaacaaacaa

ttctgggggt

gggatagaag

tctctcacac

gtacaaatca

ggaccccaaa

agagcctgca

gtgccatgtc

aaccoggooc

ccccacecca

ctcagctatct

tctgtggagg

agattttcca

aagtgcatgg

ttgccatgtg

tctgctettct

cgagggggaa

grtataccct

cagacctagc

acagccagac

gaaataggtc

acacacacag

ggccacattt

attcectgtt

gaagccacct

ccacaccege

—————a e a
ccagaccalc

ttcttggaac

gggcagcttt
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ggatgaggga tagtggttag ggaaagcttc

ggtggagaag

ctgctcatgg

caaggcaaca

gggacctgaa

aaaaacctga

acctacatgg

tgggaggggc

tcagggcttg

cetttcteee

acacacacac

acacaaggag

ttcettgaat

gcgagtaagce

ccacctcecca

gatiatayci

ctgccetetg

gaccaacagc

ggggcttcta

gtagaagaga

tgggggtacc

gatacaggat

aggctaaatt

ggtctataag

agcattttgt

tattaatagt

tctctctcte

acgctctgta

gtaaaggaaa

caggcaggac

caagttcaga

cctgetoctt

viyyygyceeg

tcttecteece

tgaggctcct
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ggcagaaggc

atccaccatt

aggaattcca

ggatcagccce

gtaggtcggg

cetggegeca

tgtagggggc

ctgagagtaa

tctctectctce

ggggtctact

agaacgttgg

ttacgcagct

gtcacagaca

gacacagccc

caccgreett

tgtccaaggg

tttgtggetg

acaaagtggg

atagcccaag

cctcaacatg

agcaatgtcec

aggctgcaat

ttagaggtta

atcagaaaag

ggggcacatg

gacagacaga

actcecercee

tatgctccaa

aggagccaca

gggagggtag

ccaaaagctyg

tgtgctccac

cctgccacat

caggcaaggg

gagatgcagg

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040
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aggcagggga

tcgtttacac

gacccaatct

gcgtggtggce

gaggtcacga

acaaaaatta

acaggagaat

cccrcecagcee

actgcaggaa

cagcaccgac

aatgacgttc

gagagactaa

atgcccaatt

agctggcage

gagatggaag gagaggggtg

tggtcatgcce

atattececet

ctgtaggeca

gggcagtaaa

tcacacctgt

gttagagact

gcaaggcatg

ggcttgaacce

ctggcaacag

gaacccaggt

tcctgcagga

tgctttagag

attcatcatt

tcccracaat

gagcagctgce

agcagattta

aaggagaggg tggggatgga

gactggatgce cagctgtgag

ggagcctcat ggagctcaca

ataaacattt agtacaatgt

agcatataga cagccctgaa
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tagtcaatgc

agcgtaatta

ttatatggtg

aatcccagta

ggcctggeca

gtggcatgca

caggaggcag

agcaagactt

aatgaatgag

aaggcgagac

accgaacctg

ccrttggcagg

tgrctgggge

aggtaggaga

cagagcacac

aggcggaggc

gaggaagaga

ccaggcacca

gggagtgceg

ccgggaatgg

ggcggccagyg

gaccatgtgc

ttaacagctce

cccatgctat

ctttgggacg

gcatggcaaa

cctgtaatcc

aggttgcagt

catctcaaaa

gagaagagag

actgggtcat

agccctgaaa

tactgaatcc

gcctaagett

gataggtacc

acctccecctg

aggggagatg

gggtgatcat

ccctagetcet

gcaaggagat

aaagttctcg

ccaggcattt
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ccggtttgcc

ccacttctac

taagagctgce

tcaaggcggg

accccatcete

caggtactcg

gagccaagat

gaaaaaggat

gggctgagtc

gggtactgaa

gtgcatgcct

tttcttacgg

crgceecacca

cataagggag

cctgacaact

gggcgggaga

tcattcattc

gggcatgtgg

ggataatgga

aaagaaaaat

ctgaggaggt

cagggtggtc

tctaaaaaat

aacttgctgg

tggatcacct

tactaaaaat

ggaggctgag

tgtgccactg

actgtcaatc

accatagtgg

gggtgccctg

gttcatgggt

ctgcecctcca

agagggccag

gtgggaaaga

tcctgagggce

ggaagtgaaa

cattgctact

ttgtaatctt

cggataacaa

aaagctggtg

ggcatttgag

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9301
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de 4cido nucleico aislada seleccionada del grupo formado por:

(a) una molécula de 4cido nucleico aislada que comprende el SEQ ID NO. 1, 5,9, 11, 13 o 15, o una secuencia
complementaria de la misma;

(b) una molécula de acido nucleico aislada que hibrida especificamente con la molécula de dcido nucleico
de (a) en condiciones altamente restrictivas donde la hibridacion se realiza en 5 x SSPE, 5 x solucién de
Denhardt y SDS al 0,5% durante la noche de 55 a 60°C; y

(c) un dcido nucleico aislado que codifica una proteina de unién al TGF-beta segtin (a) y (b);

donde el acido nucleico no es el dcido nucleico de cualquiera de los nimeros de acceso AC003098, AA393939 y
AI113131 de la base de datos EMBL.

2. Lamolécula de dcido nucleico aislada segiin la reivindicacién 1, donde dicha molécula de 4cido nucleico codifica
una proteina que comprende la proteina del SEQ ID NO. 2.

3. Lamolécula de acido nucleico aislada segiin la reivindicacién 1, donde dicha molécula de 4cido nucleico codifica
una proteina que comprende la proteina del SEQ ID NO. 6.

4. Lamolécula de dcido nucleico aislada segin la reivindicacién 1, donde dicha molécula de 4cido nucleico codifica
una proteina que comprende la proteina del SEQ ID NO. 10.

5. Lamolécula de dcido nucleico aislada segiin la reivindicacién 1, donde dicha molécula de 4cido nucleico codifica
una proteina que comprende la proteina del SEQ ID NO. 12.

6. La molécula de dcido nucleico aislada segin la reivindicacién 1, donde dicha molécula de dcido nucleico codifica
una proteina que comprende la proteina del SEQ ID NO. 14.

7. Lamolécula de 4cido nucleico aislada segtin la reivindicacién 1, donde dicha molécula de acido nucleico codifica
una proteina que comprende la proteina del SEQ ID NO. 16.

8. Un vector de expresion, que comprende un promotor conectado operablemente a una molécula de dcido nucleico
que codifica una proteina de unién a TGF-beta, donde la molécula de 4dcido nucleico se selecciona del grupo formado
por:

(a) una molécula de 4cido nucleico que comprende el SEQ ID NO: 1, 5,9, 11, 13,0 15;y

(b) una molécula de dcido nucleico que hibrida especificamente con el complemento de la molécula de acido
nucleico de (a) en condiciones altamente restrictivas, donde la hibridacion se realiza en 5x SSPE, 5 x
solucién de Denhardt y SDS al 0,5% durante la noche de 55 a 60°C.

9. El vector de expresion segun la reivindicacién 8, donde dicho promotor se selecciona del grupo formado por el
promotor I-E de CMYV, el promotor temprano de SV40 y la LTR de MuLV.

10. El vector de expresion segun la reivindicacion 8, donde dicho promotor es un promotor especifico de un tejido.

11. El vector de expresién de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, donde la molécula de dcido nucleico
codifica una proteina que comprende la proteina del SEQ ID NO. 2, 6, 10, 12, 14 o 16.

12. Un método de produccién de una proteina de unién a TGF-beta, que comprende cultivar una célula que contiene
un vector segiin una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 en las condiciones y el tiempo suficiente para producir
dicha proteina.

13. El método segtn la reivindicacién 12, que comprende adicionalmente la etapa de purificar dicha proteina.

14. Un vector viral capaz de dirigir la expresién de una molécula de 4cido nucleico que codifica una proteina de
unién a TGF-beta, donde la molécula de 4dcido nucleico se selecciona del grupo formado por:

(a) una molécula de acido nucleico que comprende el SEQ ID NO: 1, 5,9, 11, 13,0 15; y
(b) una molécula de dcido nucleico que hibrida especificamente con el complemento de la molécula de 4cido

nucleico de (a) en condiciones altamente restrictivas, donde la hibridacién se realiza en 5x SSPE, 5 x
solucion de Denhardt y SDS al 0,5% durante la noche de 55 a 60°C.
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15. El vector viral segin la reivindicacién 14, donde dicho vector se selecciona del grupo formado por los vectores
virales del herpes simplex, los vectores adenovirales, los vectores virales asociados con adenovirus y los vectores
retrovirales.

16. El vector de expresion viral de la reivindicacion 14 o 15, donde la molécula de acido nucleico codifica una
proteina que comprende la proteina del SEQ ID NO. 2, 6, 10, 12, 14 o 16.

17. Una célula huésped que porta un vector segtin una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11y 14 a 16.

18. La célula huésped segtin la reivindicacién 17, donde dicha célula se selecciona del grupo formado por una
célula humana, una célula de perro, una célula de mono, una célula de rata y una célula de ratén.

19. Una proteina aislada, que comprende una proteina de unién a TGF-beta codificada por un dcido nucleico segin
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

20. Un anticuerpo o fragmento del mismo, donde el anticuerpo o fragmento se une a una proteina de unién a TGF-
beta codificada por un dcido nucleico seleccionado del grupo formado por:

(a) una molécula de 4cido nucleico que comprende el SEQ ID NO: 1, 5,9, 11, 13,0 15; y

(b) una molécula de acido nucleico que hibrida especificamente con el complemento de la molécula de 4cido
nucleico de (a) en condiciones altamente restrictivas, donde la hibridacion se realiza en 5x SSPE, 5 x
solucién de Denhardt y SDS al 0,5% durante la noche de 55 a 60°C;

donde el anticuerpo no se une a la proteina Dan o la proteina Gremlin.

21. El anticuerpo o fragmento de la reivindicacién 20, donde el anticuerpo o fragmento se une a una proteina que
comprende la proteina del SEQ ID NO. 2, 6, 10, 12 o 14.

22. El anticuerpo o fragmento segtin la reivindicacién 20 o 21, donde dicho anticuerpo o fragmento es un anticuerpo
monoclonal.

23. El anticuerpo o fragmento segun la reivindicacién 22, donde dicho anticuerpo monoclonal o fragmento es un
anticuerpo o fragmento de ratén o humano.

24. El fragmento de anticuerpo segtin una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 23, donde dicho fragmento se
selecciona del grupo formado por F(ab’),, F(ab),, Fab’, Fab y Fv.

25. El anticuerpo o fragmento segtin una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 24 que estd humanizado.
26. El anticuerpo segun la reivindicacién 20 o 21 que es un anticuerpo policlonal.

27. El anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 26, donde el anticuerpo o fragmento
se une a la protefna de unién a TGF-beta con una Ka mayor o igual a 10'M ™.

28. El anticuerpo o fragmento de la reivindicacién 27 que tiene una Ka mayor o igual a 105M™'.

29. Un método para producir un hibridoma que produce anticuerpos monoclonales contra una proteina de unién a
TGF-beta que comprende:

(i) inmunizar un roedor con una proteina de unién a TGF-beta como se define en la reivindicacién 19 o una
porcion de semejante proteina;

(i1) sacrificar el roedor y cosechar los nédulos de bazo y/o linfaticos del animal; y

(iii) fusionar las suspensiones de células de nédulos de bazo o linfaticos con células de mieloma para generar
hibridomas.

30. El método de la reivindicacién 29, donde el método comprende adicionalmente rastrear los hibridomas para
identificar los hibridomas que pueden producir anticuerpos contra la proteina de unién a TGF-beta.

31. El método segtin la reivindicacién 29 o 30, donde el roedor es una rata o raton.

32. El método de la reivindicacién 31, donde el rat6n ha sido disefiado para producir anticuerpos humanos.
33. Una célula que produce un anticuerpo o fragmento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 28.
34. Una célula segun la reivindicacién 33 que es un hibridoma.
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35. Un método para producir un anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo contra una proteina de unién
a TGF-beta que se define como en la reivindicacién 22 que comprende aislar y purificar el anticuerpo o fragmento
de un hibridoma como se define en la reivindicaciéon 34 o manipular y re-expresar el ADN que codifica las regiones
variables.

36. Una proteina de fusién que comprende un primer segmento polipeptidico que comprende una proteina de unién
a TGF-beta o una porcién de la misma de al menos 10 aminoacidos de longitud y un segundo segmento polipeptidico
que comprende una proteina no de unién a TGF-beta, donde la proteina de unién a TGF-beta del primer segmento
polipeptidico estd codificada por una molécula de 4cido nucleico seleccionada del grupo formado por:
(a) una molécula de dcido nucleico que comprende el SEQ ID NO: 1, 5,9, 11, 13,0 15;y
(b) una molécula de dcido nucleico que hibrida especificamente con el complemento de la molécula de 4cido
nucleico de (a) en condiciones altamente restrictivas, donde la hibridacién se realiza en 5x SSPE, 5 x
solucién de Denhardt y SDS al 0,5% durante la noche de 55 a 60°C;

37. La proteina de fusién de la reivindicacion 36, donde la proteina de unién a TGF-beta comprende la proteina
del SEQ ID NO. 2, 6, 10, 12, 14 o 16.

38. La proteina de fusién segtn la reivindicacién 36 o 37, donde dicho primer segmento polipeptidico tiene una
longitud de al menos 20 aminodcidos.

39. La proteina de fusién segtn la reivindicacion 38, donde dicho segmento polipeptidico tiene una longitud de al
menos 50 aminoécidos.

40. La proteina de fusién segiin una cualquiera de las reivindicaciones 36 a 39, donde dicho segundo polipéptido
comprende multiples restos aminodcido anidnicos.

41. Un oligonucleétido aislado que hibrida con una molécula de 4cido nucleico segin el SEQ ID NO. 1, 3, 5, 7,
9, 11, 13 o0 15, o su complemento, en condiciones muy restrictivas y que no es el dcido nucleico de cualquiera de los
nimeros de acceso AC003098, AA393939 y AI113131 de la base de datos EMBL, donde la hibridacién se realiza en
5 x SSPE, 5 x solucién de Denhardt y SDS al 0,5% durante la noche de 55°C a 60°C.

42. Un oligonucledtido aislado segun la reivindicacion 41, donde dicho oligonucleétido tiene una longitud de al
menos 20 nucledtidos.

43. El oligonucleétido aislado segun la reivindicacion 42, donde dicho oligonucledtido tiene una longitud de al
menos 30 nucleétidos.

44. El oligonucleétido aislado segun la reivindicacién 43, donde dicho oligonucleétido tiene una longitud de al
menos 50 nucledtidos.

45. El oligonucleétido aislado segin la reivindicacién 44, donde dicho oligonucleétido tiene una longitud de entre
50 y 100 nucleétidos.

46. Un par de cebadores que es uno de los siguientes pares de cebadores:
(i) los cebadores de las SEC ID NOS. 19y 20;
(i1) los cebadores de las SEC ID NOS. 23 y 24;
(iii) los cebadores de las SEC ID NOS. 26y 27;y
(iv) los cebadores de las SEC ID NOS. 28 y 29.
47. Una ribozima que escinde el ARN que codifica una proteina segtn la reivindicacion 19, donde la ribozima
comprende secuencias anti-sentido para reconocer el ARN que va a ser escindido y una actividad enzimatica de

escision de ARN.

48. La ribozima segin la reivindicacion 47, donde dicha proteina comprende la proteina del SEQ ID NO. 2, 6, 10,
12, 14 o 16.

49. La ribozima segun la reivindicacién 47 o 48, donde dicha ribozima estd compuesta por dcidos ribonucleicos.

50. La ribozima segun la reivindicacién 49, donde uno o mds de dichos acidos ribonucleicos son dcidos 2’-O-
metilrribonucleicos.
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51. La ribozima segun la reivindicacién 47 o 48, donde dicha ribozima estd compuesta por una mezcla de acidos
desoxirribonucleicos y 4cidos ribonucleicos.

52. La ribozima segun la reivindicacién 47 o 48, donde dicha ribozima estd compuesta por dcidos nucleicos que
tienen enlaces fosfotioato.

53. Una molécula de 4cido nucleico que comprende una secuencia de dcido nucleico que codifica una ribozima
segun la reivindicacion 47.

54. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 53, donde el 4cido nucleico es ADN o ADNc.

55. La molécula de 4cido nucleico de la reivindicacién 53 o 54, bajo el control de un promotor para transcribir el
dcido nucleico.

56. Una célula huésped que comprende la ribozima de una cualquiera de las reivindicaciones 47 a 52.
57. Un vector, que comprende la molécula de dcido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 53 a 55.
58. El vector de la reivindicacién 57, donde el vector es un pldsmido, un virus, un retrotransposén o un césmido.

59. El vector de a reivindicacion 58, donde dicho virus se selecciona del grupo formado por retrovirus, adenovirus
y virus adeno-asociados.

60. Una célula huésped que contiene el vector seglin una cualquiera de las reivindicaciones 57 a 59.

61. La célula huésped segun la reivindicacién 60, donde dicha célula huésped es transformada establemente con
dicho vector.

62. La célula huésped segtn la reivindicacién 60 o 61, donde la célula huésped es una célula humana.

63. Un método para producir una ribozima in vitro que comprende proporcionar ADN que codifica la ribozima
seglin la reivindicacién 47, bajo el control transcripcional de un promotor y transcribir el ADN para producir la
ribozima.

64. El método de la reivindicacion 63 que comprende adicionalmente purificar la ribozima.

65. Una ribozima segtin una cualquiera de las reivindicaciones 47 a 52 o un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
seguin una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 28, para su uso en un método para incrementar la mineralizacién
dsea en un animal de sangre caliente.

66. El uso de una ribozima segtin una cualquiera de las reivindicaciones 47 a 52 o un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo segin una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 28 en la fabricacién de un medicamento para incrementar
la mineralizacién 6sea en un animal de sangre caliente.

67. El uso segtin la reivindicacién 66, donde el animal de sangre caliente tiene osteopenia.

68. El uso segtin la reivindicacién 66, donde la osteopenia estd causada por un estado anémico, esteroides, hepari-
na, un trastorno de la médula ésea, escorbuto, malnutricidn, deficiencia en calcio, osteoporosis idiopdtica, osteopenia
y osteoporosis congénita, alcoholismo, enfermedad crénica del higado, senectud, estado post-menopdusico, oligome-
norrea, amenorrea, embarazo, diabetes melitus, hipertiroidismo, enfermedad de Cushing, acromegalia, hipogonadis-
mo, inmovilizacién o desuso, sindrome de distrofia simpética refleja, osteoporosis regional transitoria u osteomalacia.

69. El uso segn la reivindicacion 66, donde el animal tiene osteoporosis.

70. El uso segun la reivindicacién 66, donde el animal tiene acondroplasia, disostosis cleidocraneal, encondroma-
tosis, displasia fibrosa, enfermedad de Gaucher, raquitismo hipofosfatémico, enfermedad de Marfan, exotosis heredita-
ria multiple, neurofibromatosis, osteogénesis imperfecta, osteopetrosis, osteopoikilosis lesiones esclerdticas, fracturas,
enfermedad periodontal, pseudoartrosis u osteomielitis pirogénica.

71. Una composicién farmacéutica, que comprende una ribozima segtin una cualquiera de las reivindicaciones 47
a 52 o un anticuerpo o fragmento de anticuerpo segtin una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 28 y un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

72. Un método para detectar una molécula de 4cido nucleico que codifica una proteina de unién a TGF-beta,
que comprende incubar un oligonucledtido segtin una cualquiera de las reivindicaciones 41 a 45 en condiciones muy
restrictivas y detectar la hibridacién de dicho oligonucleétido.

73. El método segtin la reivindicacién 72, donde dicho oligonucleétido estd marcado.
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74. El método segtn la reivindicacion 72 o 73, donde dicho oligonucleétido estd unido a un soporte sélido.

75. Un método para detectar una proteina de unién a TGF-beta, que comprende incubar un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo segtin una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 28 en condiciones y durante un tiempo suficiente para
permitir que dicho anticuerpo o fragmento se una a una proteina de unién a TGF-beta, y detectar dicha unién.

76. El método segun la reivindicacién 75, donde dicho anticuerpo estd unido a un soporte sélido.
77. El método segun la reivindicacién 75 o 76, donde dicho anticuerpo estd marcado.

78. El método segtin la reivindicacién 77, donde dicho anticuerpo estd marcado con un marcador seleccionado del
grupo formado por enzimas, proteinas fluorescentes y radiois6topos.

79. Un animal transgénico cuyas células germinales y células somdticas contienen una molécula de acido nucleico
que codifica una proteina de unién a TGF-beta, donde la molécula de dcido nucleico se selecciona del grupo formado
por:

(a) una molécula de acido nucleico que comprende el SEQ ID NO: 1, 5,9, 11, 13,0 15; y

(b) una molécula de dcido nucleico que hibrida especificamente con el complemento de la molécula de 4cido
nucleico de (a) en condiciones altamente restrictivas, donde la hibridacién se realiza en 5x SSPE, 5 x
solucién de Denhardt y SDS al 0,5% durante la noche de 55 a 60°C;

donde la molécula de dcido nucleico estd conectada operablemente a un promotor eficaz para la expresion de dicho
gen, siendo introducido dicho gen en dicho animal, o un ancestro de dicho animal, en una fase embrionaria, con la
condicién de que dicho animal no sea humano.

80. El animal transgénico segtn la reivindicaciéon 79, donde la proteina de unidén a TGF-beta es expresada a partir
de un vector segtin una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11.

81. Un animal transgénico segun la reivindicacién 79 u 80, donde la proteina de unién a TGF-beta comprende la
proteina del SEQ ID NO. 2, 6, 10, 12, 14 o 16.

82. Un animal con un gen inactivado transgénico, que comprende un animal cuyas células germinales y células
somaticas comprenden una desorganizacién de al menos un alelo de una molécula de 4cido nucleico enddgena que
codifica una proteina de unién a TGF-beta, selecciondndose la molécula de 4cido nucleico endégena del grupo formado
por:

(a) una molécula de 4cido nucleico que comprende el SEQ ID NO: 1, 5,9, 11, 13,0 15;y
(b) una molécula de dcido nucleico que hibrida especificamente con el complemento de la molécula de 4cido

nucleico de (a) en condiciones altamente restrictivas, donde la hibridacion se realiza en 5x SSPE, 5 x
solucién de Denhardt y SDS al 0,5% durante la noche de 55 a 60°C;

donde dicha desorganizacion evita la transcripcion del ARN mensajero de dicho alelo en comparacién con un animal
sin dicha desorganizacién, con la condicién de que dicho animal no sea humano.

83. El animal transgénico segun la reivindicacién 82, donde dicha desorganizacion es una delecion, sustitucion o
insercion de dcido nucleico.

84. El animal transgénico segtin una cualquiera de las reivindicaciones 80 a 83, donde el animal se selecciona del
grupo formado por un ratén, una rata y un perro.

85. Un método para determinar si una molécula candidato es capaz de incrementar el contenido mineral del hueso,
que comprende:

(a) mezclar una o mas molécula candidato con proteina de unién a TGF-beta codificada por una molécula de
4cido nucleico y un miembro seleccionado de la familia de proteinas del TGF-beta donde el dcido nucleico
se selecciona del grupo formado por formado por:

(i) una molécula de 4cido nucleico que comprende el SEQ ID NO. 1, 5,9, 11, 13,0 15;y
(i) una molécula de 4cido nucleico que hibrida especificamente con el complemento de la molécula de
4cido nucleico de (a) en condiciones altamente restrictivas, donde la hibridacién se realiza en 5x SSPE,

5 x solucion de Denhardt y SDS al 0,5% durante la noche de 55 a 60°C; y

(b) determinar si la molécula candidato altera la sefializacion del miembro de la familia del TGF- beta, o altera
la unién de la proteina de unién a TGF-beta al miembro de la familia del TGF- beta.
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86. El método segtin la reivindicacién 85, donde dicho miembro de la familia de proteinas del TGF-beta es BMP6.

87. Un método para determinar si una molécula candidato es capaz de incrementar el contenido mineral del hueso,
que comprende: determinar si una molécula candidato inhibe la unién de una proteina de unién a TGF-beta de la
reivindicacion 19 al hueso, o un andlogo del mismo.

88. El método segtin la reivindicacion 87, donde dicho andlogo de hueso es la hidroxiapatita.

89. Un estuche para la deteccion de la expresion génica de la proteina de unién a TGF-beta, que comprende un
recipiente que comprende una molécula de 4dcido nucleico, donde dicha molécula de 4dcido nucleico se selecciona del
grupo formado por (a) una molécula de 4cido nucleico que comprende el SEQ ID NO. 1, 5, 9, 11, 13, o 15; (b) una
molécula de 4dcido nucleico que comprende el complemento de la secuencia de nucleétidos de (a); y (c) una molécula
de 4cido nucleico que es un fragmento de (a) o (b) de al menos 50 nucledtidos de longitud, donde el 4cido nucleico no
es el 4cido nucleico de cualquiera de los nimeros de acceso AC003098, AA393939 y AI113131 de la base de datos
EMBL.

90. Un estuche para la deteccion de la proteina de unién a TGF-beta, que comprende un recipiente que comprende
un anticuerpo segin una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 28.

91. Un oligonucleétido antisentido, que comprende una molécula de acido nucleico que hibrida con una molécula
de 4cido nucleico segun el SEQ ID NO. 1, 3, 5,7, 9, 11, 13 o 15, o su complemento, y donde dicho oligonucleétido
inhibe la expresion de la proteina de unidén a TGF-beta segtin la reivindicacién 19, donde el oligonucleétido antisentido
no es el 4cido nucleico de cualquiera de los nimeros de acceso AC003098, AA393939 y AI113131 de la base de datos
EMBL.

92. El oligonucledtido segtn la reivindicacidon 91, donde dicho oligonucledtido tiene una longitud de 15 nucledti-
dos.

93. El oligonucledtido segun la reivindicacién 92, donde dicho oligonucleétido tiene una longitud de 20 nucle6ti-
dos.

94. El oligonucledtido segun la reivindicacién 91, donde dicho oligonucleétido tiene una longitud de 50 nucle6ti-
dos.

95. El oligonucledtido segtin una cualquiera de las reivindicaciones 91 a 94, donde dicho oligonucleétido consta
de uno o mas andlogos de 4cido nucleico.

96. El oligonucledtido segtin una cualquiera de las reivindicaciones 91 a 95, donde dicho oligonucledtido consta
de uno o mds 4cidos ribonucleicos.

97. El oligonucleétido segtin una cualquiera de las reivindicaciones 91 a 95, donde dicho oligonucleétido consta
de uno o mds acidos desoxirribonucleicos.

98. El oligonucleétido segtin una cualquiera de las reivindicaciones 91 a 95, donde dicha secuencia de oligonu-
cledtidos consta de uno o més enlaces covalentes modificados.

99. El oligonucledtido segun la reivindicacién 98, donde dicho enlace covalente modificado se selecciona del grupo
formado por un enlace fosforotioato, un enlace fosfotriéster, un enlace metilfosfonato, un enlace metilen(metilimino),
un enlace morfolino, un enlace amido, un enlace poliamido, un enlace interazicar alquilico de cadena corta, un enlace
interazucar cicloalquilico, un enlace interazicar heteroatémico de cadena corta y un enlace interazicar heterociclico.
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Caracterizacidén de la Constante de Disociacién de BMP-5/Beer
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Brunkow, Mary E.
Galas, David J.
Kovacevich, Brian
Mulligan, John T.
Paeper, Bryan W.
Van Ness, Jeffrey
Winkler, David G.

<120> COMPOSICIONES Y METODOS PARA INCREMENTAR LA MINERALIZACION OSEA

<130> 240083.508

<140> US
<141> 1999-11-24

<160> 41

<170> FastSEQ para Windows Version 3.0

<210>1

<211> 2301
<212> ADN
<213> Homo sapien

<400> 1

agagcctgtg
tggccctgtg
ggtggcaggc
agcetccacce
ctccccacca

tcacccgcta

ctactggaag gtggcgtgec
tctegtctge ctgctggtac
gttcaagaat gatgccacgg
ggagctggag aacaacaaga
cccctttgag accaaagacg

cgtgaccgat gggeccgtgec

cteecretgge
acacagcectt
aaatcatccc
ccatgaaccg
tgtccgagta

gcagcgccaa

tggtaccatg
cegtgtagty
cgagctcgga
ggcggagaac
cagctgecgce

gccggtcace

cagctcccac
gagggccagg
gagtaccccg
gg9agggcggc
gagctgcact

gagctggtgt

60
120
180
240
300
360
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<210>2
<211>2

gctccggeca
ggcgacctag
agctgergtg
gcaagtgcaa
aggccgetcg
accaggccga
gccccggece
atttcatrtgt
atcccgggceg
gagggaattg
ttgctggtec
agggageggt
ccctegeace
caactgtaga
tacacaattc
taggatctcg
cagaggtgag
caaggtcact
caaacagaaa
tcctggaaga
ccctecatct
ggtgggaggg
acccatagce
ccttgcagge
caccgcecetetce
tcttacatgt
gctgtacata
aatcatttcc
tttaaacaga
ttccacgtgg
atgrateeee
aatattgctt

acaatgaatc

13

<212> PRT
<213> Homo sapien

gtgcggeccg
tgggcecgac
tcececggtggt
gcgecctcace
gccgecagaag
gctggagaac
tgaacccgcg
aaatgcctgce
ccggcaaggc
agagtcacag
cactrcagag
gtgggagtgg
tcgcrgecca
tgtggtttet
tcctteggga
aggagactat
agagagagag
tccagaattc
aaaaaaagta
agctatgetg
caaagaaata
atagaaatca
atgttttaaa
ccgagggagce
tgceccaccac
gatggcatat
tgctgagaaa
agacaacctc
agcacatgac
gactegteca
tcacttaage
tatgaattaa

atgaccgaaa
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gcgegectge

ttccgetgea

gaggegceege

cgettccaca
ggccggaagce
gcctactaga
ccccacattt
aacccagggce
cccecteage
acactgagcc
gaggcagaaa
gaaagtccag
tcagaaagcc
agteccrtggetr
cctcaatttce
tggcatatga
agaaagagag
agagttgtga
aagagtctat
cttecececagee
acatcatcca
catccgeecc
gtcaccttec
agccatcaca
tcacggacac
cttacactaa
crtgcagagca
ttactrtctg
atatgaaagc

caagaatgaa

cagtctgttc
g

tgcccaacgce
tccecgacceg
gcgcgegcaa
accagtcgga
cgcggecccg
gececegeccyge
ctgteetcetg
agggggctga
ccgecagetg
acgcagcccc
tggaagcatt
ggactggtta
tgaggcgtgce
ctgccactaa
cactttgtaa
ttccaaggac
agaatgaatg
tgctctette
tcatggctga
tggcttecece
ttggggtaga
aacttcccaa
gaagagaagt
aactcacaga
atttctgect
aagaatatta
taatagctgc
tgtagtttee
ctgcaggact

agtagtggtt

treccagagtc

catcggccge
ctaccgcgeg
ggtgcgectg
gctcaaggac
cgceceggage
gcecectecee
cgcgtggett
gaccttccag
aggggtccca
gcectcrgggg
ttcaccgecc
agaaagttgg
ccagagcaca
cttgetgege
aatgagggtg
tccagtgect
cagttgcatt
tgacagccaa
catatttacg
ggatgtttgg
aaaggagagg
agagcagcat
gaaaggttca
ccagcacatc
agaaaacagc
ttgggggaaa
cacccaaaaa
aattgttaaa
ggtcgtttee

tttaaagagt

cagagacatt

ggcaagtggt
cagcgegtgce
gtggcectegt
ttcgggaccyg
gccaaagcca
accggcgggce
gattgtttat
gccctgagga
cggggcaggyg
ccgectacct
tggggtttta
ataagattec
agactggggg
aaccttgaac
gaggtgggaa
tttgaatggg
gattcagtgc
agatgaaaaa
gctgacaaac

ctacctccac

gtccgagggt

ccctececeg

aggacactgg
ccttttgaga
ttcttactge
aactacaagt
tcttetrgaa
aaaaaaaagt
ttggcaattc

taagttacat

gttaataaag
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<400> 2

Met

Ala

Ala

Glu

Pro

65

Arg

Ala

Gly

Gln

145

Leu

Ser

Arg

Leu

<210>2
<211> 2301
<212> ADN

Gln

Phe

Thr

Lau

50

Pro

Glu

Lys

Leu

Pro

130

Leu

vVal

Glu

Lys

Glu
210

<213> Homo sapien

Leu

Arg

Glu

35

Glu

His

Leu

Pro

Leu

115

Asp

Leu

Ala

Leu

Pro

195

Asn

Pro

val
20
Ile

Asn

His

His

val

100

Pro

Phe

Ser
Lys
180

Arg

Ala

Leu

val

Ile

Asn

Pro

Phe

8S

Thr

Asn

Arg

Pro

Cys
165
Asp

Pro

Tyr

Ala

Glu

Pro

Lys

Phe

70

Thr

Glu

Ala

Cys

Gly

150

Lys

Phe

Arg

ES 2272093 T3

Leu

Gly

Glu

Thr

55

Glu

Arg

Leu

Ile

Ile

135

Gly

Cys

Gly

Ala

Cys

Gln

Leu

40

Met

Thr

Tyr

val

Gly

120

Pro

Glu

Lys

Thr

Arg
200

Leu

Gly

25

Gly

Asn

Lys

val

Cys

105

Arg

Asp

Ala

Arg

Glu

185

Ser

Val

10

Trp

Glu

Arg

Asp

Thr

90

Ser

Gly

Arg

Pro

Leu

170

Ala

Ala

Ala

val

75

Asp

Gly

Lys

Tyr

Arg

1S5S

Thr

Ala

Lys

Leu

Ala

Pro

Glu

60

Ser

Gly

Gln

Trp

Arg

140

Ala

Arg

Arg

Ala

Leu

Phe

Glu

45

Asn

Glu

Pro

Cys

Trp

125

Ala

Arg

Phe

Pro

Asn
205

Val

Lys
30

Pro

Gly

Tyr

Cys

Gly

110

Arg

Gln

Lys

His

Gln

190
Gln

His

15

Pro

Gly

Ser

Arg

95

Pro

Pro

Arg

val

Asn

175

Lys

Ala

Thr

Asp

Pro

Arg

Cys

80

Ser

Ala

Ser

vVal

Arg

160

Gln

Gly

Glu
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<400> 3

agagcetgtg
tggccecrgtg
ggtggcaggc
agcctccacc
ctccccacca
tcacccgceta
gcrccggceca
ggcgacctag
agctgctgtg
gcaagtgcaa
aggccgctcg
accaggccga
gcceceggece
attrcattgt
atcccgggeg
gagggaattg
ttgctggcee
agggagcggt
cccttgcace
caactgtaga
tacacaattc
taggatctcg
cagaggtgag
caaggtcact
caaacagaaa
tcctggaaga

cccteccatct

EEEEEA
acccatagec
ccttgcagge
caccgecttce
tcttacatgt

gctgtacata

aatcatttcc
trctaaacaga
ttccacgtgg
atttattttc
aatattgctet

acaatgaatc

ctactggaag
tctegtetge
gttcaagaat
ggagctggag
cccctttgag
cgtgaccgat
gtgcggeccg
tgggecegac
tcceggtggt
gcgcctcace
gccgcagaag
gcrggagaac
tgaacccgceg
aaatgcctgce
ccggcaaggce
agagtcacag
cacttcagag
gtgggagtgg
tcgetgeeca
ggtggtttct
tcctteggga
aggagactat
agagagagag
tccagaattc
aaaaaaagta
agctatgctg
caaagaaata
atgttttaaa
ccgagggagce
tgcccaccac
gatggcatat

tgctgagaaa

agacaacctc
agcacatgac
gacttgtcca
tcacttaagt
tatgaattaa

atgaccgaaa

ES 2272093 T3

gtggcgtgce
ctgctggtac
gatgccacgg
aacaacaaga
accaaagacg
gggccgtgee
gcgcgectge
ttccgectgca
gaggcgcege
cgctrccaca
ggccggaagce
gcctactaga
ccccacattt
aacccagggc
ccceccteage
acactgagcc
gaggcagaaa
gaaagtccag
tcagaaagcce
agtcctggct
cctcaatttc
tggcatatga
agaaagagag
agagttgtga
aagagtctat
cttcccagec
acatcatcca
catcgeoce
gtcaccttcc
agccatcaca
tcacggacac
cttacactaa

ctgcagagca

ttactttctg
atatgaaagc
caagaatgaa
tatttatgca
cagtcrgttc

g

ctectetgge
acacagccet
aaatcatccc
ccatgaaccg
tgtccgagta
gcagcgccaa
tgceccaacgce
tccecgacceg
gcgcgcegcaa
accagtcgga
cgcggecccyg
gccegeecge
ctgtcctceg
agggggctga
ccgccagetyg
acgcagcccce
tggaagcatt
ggactggtta
tgaggcgtgc
ctgccactaa
cactttgtaa
ttccaaggac
agaatgaatg
tgctcectee
ttatggctga
tggetteece
ttggggtaga
aaciicCiCaa
gaagagaagt
aactcacaga
atttctgcct
aagaatatta

taatagctgce

tgtagteeet
ctgcaggact
agtagtggtt
aaagtcttec

ttccagagtce

tggtaccatg
ccgtgtagtg
cgagctcgga
ggcggagaac
cagctgccgce
gccggtcacc
catcggccge
ctaccgcgeg
ggtgcgectg
gctcaaggac
cgcccggage
geccececrecec
cgcgtggret
gaccrrecag
aggggtccca
gcctctgggg
ttcaccgeccece
agaaagttgg
ccagagcaca
cttgeegtgt
aatgagggtg
tccagtgect
cagttgcatct
tgacagccaa
catatttacg
ggatgtttgg
aaaggagagg
ayayLaycdi
gaaaggttca
ccagcacatc
agaaaacagc
ttgggggaaa

cacccaaaaa

aattgttaaa
ggtcgeeett
tttaaagagt
ttgtagagaa

cagagacatt

cagctcccac
gagggctagg
gagtaccceg
ggagggcggc
gagcetgcact
gagctggtgt
ggcaagtggt
cagcgcgtgce
gtggcctegt
ttcgggaccg
gccaaagcca
accggcgggc
gattgtrrat
gccctgagga
¢ggggcagag
ccgcctacct
tggggtttta
ataagattcc
agactggggg
aaccttgaac
gaggtgggaa
tttgaatggg
gattcagtgc
agatgaaaaa
gctgacaaac
ctacctccac
gtccgagggt
cuLieeley
aggacactgg
ccttttgaga
ttcttactgc
aactacaagt

tctttetgaa

aaaaaaaagt
ttggcaattc
taagttacat
tgacaatgtt

gttaataaag

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

i
-4
ar
<

1740
1800
1860
1920
1980

2040
2100
2160
2220
2280
2301
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<210> 4

<211>23
<212> PRT
<213> Homo sapien

<400> 4

ES 2272093 T3

Met GIn Leu Pro Leu Ala Leu Cys Leu Val Cys Leu Leu Val His Thr

1

Ala Phe Arg Val Val Glu Gly

<210>5

5

20

<211> 2301
<212> ADN

<213> Homo sapien

<400> 5

agagccegeyg
tggcectgrg
ggtggcaggc
agcctccacce
ctcecccacca
tcacccgeta
gctccggeca
ggcgacctag
agctgetgtg
gcaagtgcaa
aggecegetceg

accaggccga

ctactggaag
tctecatctge
gtrcaagaat
ggagctggag
ccecectttgag
cgtgaccgat
gtgeggeceg
tgggcecgac
tccecggtggt
gecgectcace
gccgcagaag

gctggagaac

10

gtggcgtgcec
ctgctggtac
gatgccacgg
aacaacaaga
accaaagacg
gggcegtgec
gecgegectge
ttecegetgea
gaggcgecgce
cgecttecaca
ggccggaage
gcctactaga

cteceretgge
acacagcctt
aaatcatcceg
ccatgaaccg
tgtccgagta
gcagcgccaa
tgcccaacge
tceccgaceg
gecgegegeaa
accagtcgga
cgecggeeccyg

gccegeecege

15

tggtaccatg
cegtgtagtg
cgagctcgga
ggcggagaac
cagctgecge
gecggtcace
catcggeege
ctaccgcgeg
ggtgcgectg
gctcaaggac
cgcecggage

gccecctcecce

cagctcccac
gagggccagg
gagtaccceg
ggagggcggce
gagctgcact
gagctggrgt
ggcaagtggt
cagcgegtge
gtggcctegt
ttecgggaccg
gccaaagceca

accggeggge

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



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 6

gcccecggecce
accrcatege
atececcgggcg
gagggaattg
ttgctggtcec
agggagcggt
cccttgcacc
caactgtaga
tacacaattc
taggatcreyg
cagaggtgag
caaggtcact
caaacagaaa
tcctggaaga
ccctccatct
ggtgggagygy
acccatagcce
ccttgeagge
caccgectte
tcctacatgt
gctgtacata
aatcatttcc
ttraaacaga
ttccacgegg
atttattttc
aatattgctt

acaatgaatc

<211> 213
<212> PRT
<213> Homo sapien

tgaaccegeg
aaatgcctgc
ccggcaaggce
agagtcacag
cacttcagag
gtgggagtgg
tcgctgecca
tgtggtttet
tcectteggga
aggagactat
agagagagag
tccagaattce
aaaaaaagta
agctatgctg
caaagaaata
atagaaatca
atgttttaaa
ccgagggagce
tgcccaccac
gatggcatat
tgctgagaaa
agacaacctc
agcacatgac
gacttgtcca
tcacttaagt
tatgaattaa

atgaccgaaa

ES 2272093 T3

ccccacattt
aacccagggc
cccectcage
acactgagce
gaggcagaaa
gaaagtccag
tcagaaagce
agtecctgget
cctcaatttc
tggcatatga
agaaagagag
agagttgtga
aagagtctat
cttcccagce
acatcatcca
catccgeece
gtcaccttce
agccatcaca
tcacggacac
cttacactaa
ctgcagagca
ttactttctg
atatgaaagc
caagaatgaa
tatttatgca
cagtctgtrce

g

ctgtcctctg
agggggctga
ccgceecagetg
acgcagccce
tggaagcatt
ggactggtta
tgaggcgtge
ctgccactaa
cactttgtaa
ttccaaggac
agaatgaatg
tgctcrctee
ttacggctga
tggcttcccce
ttggggtaga
aacttcccaa
gaagagaagt
aactcacaga
attrctgect
aagaatatta
taatagctgce
tgtagtteet
crtgcaggact
agtagtggtct
aaagttercecce

ttccagagec

cgegtggttt
gaccttccag
aggggtccca
gececretetgggg
ttcaccgece
agaaagttgg
ccagagcaca
cttgetgtgt
aatgagggtg
tccagtgect
cagttgcatt
tgacagccaa
catatttacg
ggatgttrgg
aaaggagagg
agagcagcat
gaaaggttca
ccagcacatc
agaaaacagc
ttgggggaaa
cacccaaaaa
aattgrraaa
ggtcgtetet
tttaaagagt
ttgtagagaa

cagagacatt

gattgtttat
gcecotgagga
€ggggcaggg
ccgecctacct
tggggtttta
ataagattcc
agactggggg
aaccttgaac
gaggtgggaa
tttgaatgygg
gattcagtge
agatgaaaaa
gctgacaaac
ctacctccac
gtccgagggt
cccteeceeg
aggacactgg
ccttttgaga
ttcctactge
aactacaagt
tctttttgaa
aaaaaaaagt
ttggcaatcc
taagttacat
tgacaacgtt

gttaataaag

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2301
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<400> 6

ES 2272093 T3

Met Gln Leu Pro Leu Ala Leu Cys

Ala

Ala

Glu

Pro

65

Arg

aAla

Arg

Gly

Gln

145

Leu

Ser

Arg

Leu

<210>17
<211> 2301
<212> ADN

1

Phe

Thr

Leu

SO

Pro

Glu

Lys

Leu

Pro

130

Leu

vVal

Glu

Lys

Glu
210

<213> Homo sapien

Arg

Glu

35

Glu

His

Leu

Pro

Leu

115

Asp

Leu

Ala

Leu

Pro

195

Asn

5

val val Glu Gly Gln

20
Ile

Asn

His

His

val

100

Pro

Phe

Cys

Ser

Lys

180

Arg

Ala

Ile

Asn

Pro

Phe

85

Thr

Asn

Arg

Pro

Cys

165

Asp

Pro

Tyr

Arg

Lys

Phe

70

Thr

Glu

Ala

Cys

Gly

150

Lys

Phe

Arg

Glu

Thr

55

Glu

Arg

Leu

Ile

Ile

135

Gly

Cys

Gly

Ala

Leu

40

Met

Thr

Tyr

val

Gly

120

Pro

Glu

Lys

Thr

Arg
200

Leu

Gly

25

Gly

Asn

Lys

val

Cys

105

Arg

Asp

Ala

Arg

Glu

185

Ser

Ile
10

Trp

Glu

Arg

Asp

Thr

S0

Ser

Gly

Arg

Pro

Leu

170

Ala

Ala

Cys Leu Leu Val His Thr

Gln

Tyr

Ala

val

75

Asp

Gly

Lys

Tyr

Arg

155

Thr

Ala

Lys

Ala

Pro

Glu

60

Ser

Gly

Gln

Trp

Arg

140

Ala

Arg

Arg

Ala

15

Phe Lys Asn Asp

Glu

45

Asn

Glu

Pro

Cys

Trp

125

Ala

Arg

Phe

Pro

Asn
205

30

Pro

Gly

Tyx

Cys

Gly

110

Arg

Gln

Lys

His

Gln

190
Gln

Pro

Gly

Ser

Arg

95

Pro

Pro

Arg

Val

175

Lys

Ala

Pro

Arg

Cys

80

Ser

Ala

Ser

Val

Arg

160

Gln

Gly

Glu
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<400> 7

agagcctgtg
tggccctgtg
ggtggcaggc

agcctccacce
crceccacca
tcacccgcta
gctceggeca
ggcgaccrag
agctgetgtg
gcaagtgcaa
aggccgetcg
accaggccga
gcececggeee
atctcattgt
atcccgggeg
gagggaattg
ttgctggtec
agggagcggt
cccttgcacc
caactgtaga
tacacaattc
taggatctcg
cagaggtgag
caaggtcact
caaacagaaa
tcctggaaga
cectecatet
ggtgggaggag
acccatagcce
ccttgcagge
caccgecttc
tcttacatgt
gctgtacata
aatcattece
tttaaacaga
ttccacgtgg
atctattetc
aatattgett

acaatgaatc

ctactggaag
tctegtctge

gttcaagaat

ggagctggag
cccetrtgag
cgtgaccgat
gtgcggcceg
tgggcccgac
tcceggtggt
gcgectcacce
gccgcagaag
gctggagaac
tgaacccgeg
aaatgcctgce
ccggcaagge
agagtcacag
cacttcagag
gtgggagtgg
tcgetgecca
tgtggtttet
tcctteggga
aggagactat
agagagagag
tccagaattc
aaaaaaagta
agctatgctg
caaagaaata
atagaaatca
atgttttaaa
ccgagggage
tgceccaccac
gatggcatat
tgctgagaaa
agacaacctc
agcacatgac
gacttgtcca
tcacttaagt
tatgaattaa

atgaccgaaa

ES 2272093 T3

gtggecgtgcece
ctgectggtac

gatgccacgg

aacaacaaga
accaaagacg
gggcegtgec
gcgegectgce
ttececgetgea
gaggcgcege
cgcttecaca
ggccggaage
gcctactaga
tcccacatctt
aacccagggce
cccectcagce
acactgagcc
gaggcagaaa
gaaagtccag
tcagaaagcce
agtcctgget
ccrcaatcetce
tggcatatga
agaaagagag
agagttgtga
aagagtctat
cttccecagec
acatcatcca
catccgecece
grcaccttcc
agccatcaca
tcacggacac
cttacactaa
ctgcagagca
ttactrreorg
atatgaaagc
caagaatgaa
tatctatgca
cagrtcegttc

g

ctcctetgge
acacagccet

aaatcatccg

ccatgaaccyg
tgtccgagta
gcagcgccaa
tgcccaacgce
tcecececgaceg
gcgcgegeaa
accagtcgga
cgcggeecceg
gccegeeege
ctgtcctceg
agggggctga
ccgccagetyg
acgcagcccc
tggaagcatt
ggactggcta
tgaggcgtge
ctgccactaa
cacttrgtaa
ttccaaggac
agaatgaatg
tgctctette
ttatggctga
tggcttccece
ttggggtaga
aacttcccaa
gaagagaagt
aactcacaga
attrctgecet
aagaatatta
taatagctgce
ctgcaggact
agtagtggtt
aaagttrtrc

ttccagagte

tggtaccatg
ccgtgtagtg
cgagctcgga

ggcggagaac
cagctgccge
gecggrcacc
catcggeege
ctaccgcgceg
ggtgcgceceg
gctcaaggac
cgceccggage
gccecctecee
cgcgtggtte
gaccttccag
aggggtceca
gccectgggg
ttcaccgecee
agaaagttgg
ccagagcaca
cttgetgtgt
aatgagggtg
tccagtgect
cagttgcatt
tgacagccaa
catatttacg
ggatgtergg
aaaggagagg
agagcagcat
gaaaggttca
ccagcacatc
agaaaacagc
ttgggggaaa

cacccCaaaaa

ggtcgerete
tttaaagagt
ttgtagagga

cagagacatt

cagcteccac

gagggccagg
gagtaccceg

ggagggcggc
gagctgcact
gagctggtgt
ggcaagtggt
cagcgegtge
gtggcctcgt
ttcgggaccg
gccaaagcca
accggegggce
gattgrrtac
gcccrgagga
cggggcaggg
ccgecracct
tggggtttta
ataagattcc
agactggggg
aaccttgaac
gaggtgggaa
tttgaatggg
gattcagtgc
agatgaaaaa
gctgacaaac
ctacctccac
gtccgagggt
cecctececeg
aggacactgg
ccttttgaga
ttcrtactge
aactacaagt
tetrttrgaa
scoaaacast
ttggcaattc
taagttacat
tgacaatgtt

gttaataaag

60
120
180
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<210> 8
<211> 213
<212> PRT

<213> Homo sapien

<400> 8

Met

Ala

Ala

Glu

Pro

65

Ala

Arg

Gly

Gln

145

Leu

Ser

Leu

<210>9
<211> 642
<212> ADN

Gln

Phe

Thr

Leu

50

Pro

Glu

Lys

Leu

Pro

130

Leu

Val

Glu

Lys

Glu
210

Leu

Arg

Glu

35

Glu

His

Leu

Pro

Leu

115

Asp

Leu

Ala

Leu

Pro

195

Asn

Pro

val

20

Ile

Asn

His

His

val

100

Pro

Phe

Cys

Ser

Lys

180

Arg

Ala

<213> Cercopithecus pygerythrus

Leu

val

Ile

Asn

Pro

Phe

85

Thr

Asn

Arg

Pro

Cys
165
Asp

Pro

Tyr

Ala

Glu

Arg

Lys

Phe

70

Thr

Glu

Ala

Cys

Gly

150

Lys

Phe

Arg

ES 2272093 T3

Leu

Gly

Glu

Thr

55

Glu

Arg

Leu

Ile

Ile

135

Gly

Cys

Gly

Ala

Cys

Gln

Leu

40

Met

Thr

Tyr

Val

Gly

120

Pro

Glu

Lys

Thr

.Arg

200

Leu

Gly

25

Gly

Asn

Lys

val

Cys

105

Arg

Asp

Ala

Arg

Glu

185

Ser

Val

10

Trp

Glu

Arg

Asp

Thr

90

Ser

Gly

Arg

Pro

Leu

170

Ala

Ala

Cys

Gln

Tyr

Ala

Val

75

Asp

Gly

Lys

TYyr

Arg

155

Thr

Ala

Lys

Leu

Ala

-Pro

Glu

60

Ser

Gly

Gln

Trp

Arg

140

Ala

Arg

Arg

Ala

Leu

Phe

Glu

45

Asn

Glu

Pro

Cys

Trp

125

Ala

Arg

Phe

Asn

205

Val

Lys
30

Pro

Gly

Tyr

Cys

Gly

110

Arg

Gln

Lys

His

Gln

190
Gln

His

15

Asn

Pro

Gly

Ser

Arg

95

Pro

Pro

Arg

val

Asn

175

Lys

Ala

Thr

Asp

Pro

Arg

Cys

80

Ser

Ala

Ser

val

Arg

160

Gln

Gly

Glu
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<400> 9

atgcagctcce
gtggagggcc
ggagagtacc
aatggagggc
cgagagctgc
accgagttgg
cgcggcaagt
gcgcagegeg
ctggtggcct
gactrecggtc

ggggccaaag

cactggccct
aggggtggca
ccgagcctcce
ggecctececa
acttcacccyg
tgtgctccgg
ggtggcgeee
tgcagectget
cgtgcaagtg
ccgaggeege

ccaatcaggc

ES 2272093 T3

gtgtcetgte
ggccttcaag
accggagetg
ccaccecttt
ctacgtgacc
ccagtgcggce
gagtgggccce
gtgtcceggt
caagcgectce
tcggccgecag

cgagctggag

<210> 10

<211> 213

<212> PRT

<213> Cercopithecus pygerythrus

<400> 10

tgcetgetgyg
aatgatgcca
gagaacaaca
gagaccaaag
gatgggcecgt
ccggcacgec
gacttccget
ggrgcecgege
accegettee

aagggccgga
aacgcctact

tacacgcagc
cggaaatcat
agaccatgaa
acgtgtccga
gccgcagcege
tgctgcccaa
gcatccccga
cgegegegeg
acaaccagtc
agccgeggcece

ag

Met Gln
1
Ala Phe

Ala Thr

Glu Leu
50
Pro Pro
65

Glu

Leu Pro Leu
val
20

Ile

Arg Val
Glu
35

Glu

Ile

Asn Asn

His His Pro
Phe
85

Leu His

Ala

Glu

Pro

Phe
70
Thr

Leu

Gly

Glu

Thr

55

Glu

Arg

Cys

Gln

Leu

40

Mer

Thr

Tyr

Leu

Gly

25

Gly

Aan

Lys

Val

10

Val
10
Trp

Glu

Arey
- -t

Asp

Thr
90

Gin

Val
75
Asp

Leu

Ala

Pro

Gly

ccrcegtgta
ccccgagete
€cgggcggag
gtacagctge
caagccagtc
cgccategge
ccgectacege
caaggtgcge
ggagctcaag

ccgegeeegg

Leu Val His
15

Phe Lys Asn
30

Pro

Glu Ser

Pro Cys Arg

95

60
120
ig0
240
300
360
420
480
540
600
642

Ala

Asp

Pro

[Th}

4

80

Ser



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ala

Arg

Gly

Gln

145

Leu

Ser

Arg

Lys

Leu

Pro

130

Lau

val

Glu

Lys

Pro

Leu

115

Asp

Leu

Ala

Leu

Pro

val
100

Pro
Phe
cys
Ser
Lys
180

Arg

Thr

Asn

Arg

Pro

165

Asp

Pro

Glu

Ala

Cys

Gly

150

Lys

Phe

Axg

ES 2272093 T3

Leu

Ile

Ile

135

Gly

Cys

Gly

Ala

val

Gly

120

Pro

Ala

Lys

Pro

Arg

Cys Ser Gly

105
Arg

Asp

Ala

Arg

Glu

185
Gly

Gly

Arg

Pro

Leu

170

Ala

Ala

Lys

Tyr
Arg
155

Thr

Ala

Gln

Trp

Arg

140

Ala

Arg

Arg

Ala

Cys

Trp

125

Ala

Arg

Phe

Pro

Gly

110

Arg

Gln

Lys

His

Gln

190
Gln

Pro

Pro

Arg

val

175

Lys

Ala

Glu
210

Leu

<210> 11
<211> 638
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 11

atgcagccct
gtggagggcc
ggagagtacc
ggcagacctc
ctgcactaca
ttggtgtgct
aagtggtggc
cgggtgcage
gcctcgtgea
gggccggaga

aaagccaacc

<210> 12

<211> 211

<212> PRT
<213> Mus musculus

195

Asn Ala

cactagcccce
aggggtggca
cecgageetcece
cccaccatce
cccgettect
ccggccagtyg
gcccgaacgg
tgctgtgecce
agtgcaagcg
ccgegeggeco

aggcggaget

Tyr

gtgccrcate
agccttcagg
tcctgagaac
ctatgacgcc
gacagacggc
cggcceccgeg
accggatttc
€gggggcygcyg
cctcaccege
gcagaagggt
ggagaacgce

200

tgcctacttg
aatgatgcca
aaccagacca
aaaggtgtgt
ccatgeccgcea
cggctgctge
cgetgeatcc
gcgccgeget
ttecacaacce
cgcaagccge

tactagag

11

Lys

tgcacgctgce
cagaggtcat
tgaaccgggce
ccgagtacag
gcgccaagcec
ccaacgccat
cggatcgcta
cgcgcaaggt
agtcggagct
ggcccggege

205

crrectgtget
cccagggett
ggagaatgga
ctgccgcgag
ggtcaccgag
€gggcgegtg
ccgegegeag
gcgtetggtg
caaggacttc

ccggggagcc

Ala

Ser

val

ATrg
160
Gln

Gly

Glu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
638
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<400> 12

Met

Ala

Ala

Glu

His

65

Leu

Pro

Leu

Asp

Leu

145

Ala

Leu

Pro

Asn

<210> 13
<211> 674
<212> ADN

Gln

Phe

Thr

Asn

50

His

His

val

Pro

Phe

130

Cys

Ser

Lys

Arg

Ala
210

Pro

Cys

Glu

Tyr

Thr

Asn

115

Arg

Pro

<213> Rattus norvegicus

Ser

Ala

20

val

Gln

Tyr

Thr

Glu

100

Ala

Cys

Gly

Lys

Phe

180
Gly

Leu

Val

Ile

Thr

Asp

Arg

85

Leu

Ile

Ile

Gly

Cys

165

Gly

Ala

Ala

Glu

Pro

Met

Ala

70

Phe

Val

Gly

Pro

Ala

150

Lys

Pro

Arg

ES 2272093 T3

Pro

Gly

Gly

Asn

55

Lys

Leu

Cys

Arg

Asp

135

Ala

Arg

Glu

Gly

Cys Leu

Gln Gly
25

Leu Gly

40

Arg Ala

Asp Val

Thr Asp

Ser Gly

105

Val Lys
120

Arg Tyrx

Pro Arg

Leu Thr

Thr Ala

185

Ala Lys
200

12

Ile
10

Trp

Glu

Glu

Ser

Gly

S0

Gln

Trp

Arg

Ser

Arg

170

Arg

Ala

Cys

Gln

Tyr

Asn

Glu

75

Pro

Cys

Trp

Ala

Arg

155

Phe

Pro

Asn

Leu

Ala

Pro

Gly

60

Tyr

Cys

Gly

Arg

Gln

140

Lys

His

Gln

Gln

Leu

Phe

Glu

45

Gly

Ser

Arg

Pro

Pro

125

Arg

Val

Asn

Val
Arg
30

Pro

Arg

Ser

Ala

110

Asn

val

Arg

Gln

Gly

190
Glu

His

15

Asn

Pro

Pro

Arg

Ala

95

Arg

Gly

Gln

Leau

Ser

175

Arg

Leu

Ala

Asp

Pro

Pro

Glu

80

Lys

Leu

Pro

Leu

val

160

Glu

Lys

Glu
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<400> 13

<210> 14
<211> 21

gaggaccgag
cctgectget
agaatgatgc
tagagaacaa
atgacaccaa
ccgacggccce
gcccegegeg
ccgact tceg
gcggegegge
tcacccgett
agaagggtcg

agaacgccta

3

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 14

Met Gln

Ala Phe

Ala Thr

Leu

val

Glu

tgccctecct
tgtacatgca
cacagaaatc
ccagaccatg
agacgtgtcc
gtgccgeagt
gctgctgece
ctgcatcceg
gccgecgeteg
ccacaaccag
caagccgcgyg

ctag

Ser Leu

Ala
20

val

Ile Ile

35

Glu Leu
50
Pro Pro
65
Arg Glu

Ala Lys

Glu

His

Leu

Asn Asn

His Pro

His Tyr

8s

Pro Val Thr

ES 2272093 T3

ccttctggea
gcettegtig
atcccgggac
aaccgggecg
gagtacagct
gccaagcegg
aacgccatcg
gatecgctace
cgcaaggtge
tcggagctca

cccecgegece

Ala Pro

Glu

Ser

Pro

Gln

Leu

ccatgcagct
ctgtggagag
tcagagagta
agaacggagg
gccgegaget
tcaccgagtt
ggcgcgtgaa
gcgcgcageg
gtctggtgge
aggacttcgg
g9ggagccaa

Leu
10
Gly
25
Arg

40

Gln

Tyr
70
Thr

asp

Arg

Glu Leu

Met

Thr

Phe

Val

Asn

Lys

Val

90
Cys

13

Ala

Trp

Glu

Arg

Asp

Thr

Ser

ctcactagec
ccaggggtgg
cccagagcct
cagacccece
gcactacacc
ggtgtgcteg
gtggtggege
ggtgcagctg
ctcgtgcaag
accrtgagace

agccaaccag

Cys Leu

Gln Ala

TYr Pro

Ala Glu
60
Val Ser
75
Asp Gly

Gly Gln

ccttgectty
caagccttca
cctcaggaac
caccatcett
cgcttegtga
ggccagtgeg
ccgaacggac
ctgtgcecceyg
tgcaagcgee
gcgcggcecge
gcggagcetgyg

Leu Val

15
Phe Lys
30
Glu

45

Pro

Asn Gly

Glu Tyr

Pro Cys
95

Cys Gly

His

Asn

Pro

Gly

Ser

Arg

Pro

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
674

Ala

Asp

Gln

Arg

Cys
80

Ser

Ala
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Leu

Leu

100

Pro Asn

115

Gly Pro
130
Gln Leu
145
Leu Val

Ser Glu

Arg Lys

Asp

Leu

Ala

Leu

Pro

Phe Arg

Cys Pro
Ser

165
Lys
180

Asp

Arg Pro

195

Glu
210

Leu

<210> 15

<211> 2301

<212> ADN

<213> Homo sapien

<400> 15

agaatgatgc
tgaacaacaa
agaccaaaga
atgggccgtg
cggcgegect
acttccgcetg
gcegeggegec
ctcgetreca

cgggccgqgaa

<210> 16
<211> 176
<212> PRT
<213> Bos torus

Asn

Ala Tyr

cacagaaatc
gaccatgaac
cgcectcegag
ccgecagegece
gctgcccaac
catcccegac
gcgegegegc
caaccagtcc

actacgacec

ES 2272093 T3

Ala Ile

Gly

105

Arg Val

120

Cys Ile
135
Gly Gly
150
Lys Cys

Phe Gly

Arg Ala

Pro

Ala

Lys

Pro

Arg

Asp Arg

Ala

Pro

Leu

170

Arg

Glu
185
Gly

Thr

Ala

200

atcccegage
<gggcggaga
tacagctgec
aagccggrca
gccateggec
cgctaccgceg
aaggtgcgec
gagctcaagg

cacgoeogarn

tgggcgagta
acggagggag
gggagctgcea
ccgagctgge
gcggcaagtg
cgcagegggt
tggtggectc
acttcgggee

gr‘nhhanunn

LRLLRERSNE

14

Lys Trp

Trp

110

Arg Pro

125

Tyr Arg
140
Arg Ser
155
Thr Arg

"Ala Arg

Lys Ala

Ala

Arg

Phe

Pro

Asn

Gln Arg

Lys Vval

His Asn
175
Gln
190
Gln

Lys

Ala

205

ccecegagecte
acctccccac
cttcacccge
gtgcregggce
gtggcgccca
gcagctgetg
gtgcaagtge
cgaggccgceg

ctgccagagce
caccectttg
tacgtgaccg
cagtgcggcec
agcgggecceg
tgtcctggeg
aagcgcctca
cggcegcaaa

ga

Asn

val

Arg
160
Gln

Gly

Glu

60
120
180
240
300
360
20
480

534
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<400> 16

Asn Asp

Leu Pro

Arg Pro

Cys Arg
50

Ser Ala

65

Ala Arg

Ser Gly

Val Gln

Arg Leu
130

Gln Ser

145

Gly Arg

<210> 17
<211> 35828
<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> rasgos_misc
<222> (1)...(35828)
<223>n1=AT,Co G

Ala

Glu

Pro

35

Glu

Lys

Leu

Pro

Leu

115

val

Glu

Lys

Thr

Leu

20

His

Leu

Pro

Leau

Asp

100

Leu

Ala

Leu

Leu

Glu

Asn

His

His

Val

Pro

85

Phe

Cys

Ser

Lys

Arg
165

Ile

Asn

Pro

Phe

Thr

70

Asn

Arg

Pro

Cys

Asp

150

Pro

ES 2272093 T3

Ile

Lys

Phe

Thr

55

Glu

Ala

Cys

Gly

Lys

135

Phe

Arg

Pro

Thr

Glu

40

Axg

Leu

Ile

Ile

Gly

120

Cys

Gly

Ala

Glu
Met

25
Thr

Tyr

vVal

Gly

Prp

105

Ala

Lys

Pro

Arg

15

Leu
10
Asn

Lys

val

Arg

90

Asp

Ala

Arg

Glu

Gly
170

Gly

Arg

Asp

Thr

Ser

75

Gly

Arg

Pro

Leu

Ala

15%
Thr

Glu

Ala

Ala

Asp

60

Gly

Lys

Tyr

Arg

Thr

140

Ala

Lys

Tyr

Glu

Ser

45

Gly

Gln

Arg

Ala

125

Arg

Arg

Ala

Pro

Asn

30

Glu

Pro

Cys

Trp

Ala

110

Arg

Phe

Pro

Ser

Glu
15
Gly

Tyr

Cys

Gly

Arg

95

Gln

Lys

His

Gln

Arg
175

Pro

Gly

Ser

Arg

Pro

80

Pro

Arg

val

Asn

Thr

160
ala
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<400> 17

cgcgttttgg
ctgctgcaca
gaacttactc
cacgcagcgg
atcctgegtyg
aaacctggtg
gaatgtgcgg
ctggcttcct
cagcagtgcece
gatcegectt
gtttaaqgcg
gaaaagaaag
tctgtttttg
aagcggtcaa
tactceceegce
cccaaagtdc
taccacgttc
cctagttctg
acgttacaat
ataccctaga
acttagatgg
gcaccactag
ctctrtagtcat
agataaaagt
aagaccccat
atggctgagg
taggacctgc
acttgyggggce
tcaaacacca
acggttggat
cgtggctgtq
agctcagtcg
agaagccagg
ttatctgcag
tcectttgecc

aactgcatac

tgagcagcaa
aaaggcaatc
gcaatggagt
caatcgaaaa
atgagccagce
ttgataccaa
cgectggatgt
atgtccgceac
gtcgatagta
gttacggggc
tttecegeetet
gaaacgacag
tccgtggaat
acatgagaat
gcatgaagcg
ctgacctcag
tcttaacagg
cagtgaggtc
ctgggtgtgg
agaggaagta
aaaaaaacaa
gaaatgtgta
gttattaata
tggcatgatc
ttattaaagt
ggctgtaagg
tgcctagect
aggttgcatg
tatggtgttc
tggtggtaga
cattcttact
ctgcatagtc
gggcrtggcy
taggrtgcct
tctatgcaaa

ctaaagccaa

ES 2272093 T3

tattgecgctt
gaccgagctg
gtcattcate
ccctcagceg
gcagaacaag
cattgaaacg
cacaaagcaa
ggccatcatg
tgcaattgat
ggcgacctcg
tcttegtcat
gtgctgaaag
gaacaatgga
tcgecggecge
gaggagctgg
ccrectaccag
tggcrgggct
accgtggaat
agcttrtect
gctgagccaa
aatgataaag
tattattgag
agaatttctce
cacattgcag
cctaagctct
atctttcaat
gcagcagagc
tactgcatcg
actcttcaga
gagctgagat
cctgaacaag
ttagggaacc
gtctcaggag
aggcatagtg
tctgaccttg

gcctaaagct

cgatgagcct
gaccagcgca
aaggacngcc
gtgaccaata
gtaaccgtca
ttgatcgaaa
atggcagcag
atggaatgtt
aattattatc
cgggrrtteg
aacttaatgt
cgagcttttt
agtcaacaaa
ataatacgac
acteccgcatg
ctctggettg
gtctecttgge
gtctgeettce
gtccgtgtca
ggctttcetg
acccgagcca
ctcgtatgtg
agcagtggga
gaagatccac
gtrtrttgcac
gtcetacatg
cagaggggtt
ctratttcca
acggtggtgg
atatggacgce
rggrtaaaca
tctececcagece
cctgettget
tcaggactga

acatgggggc
tcttegteca

16

tggcgttgag
ttcgtgacac
tgatcgcaaa
tctacaacat
gtgccgataa
acgcgctgaa
acaagaaagc
tceccggtgg
atttgcgggt
crtatttatga
cttttatttaa
ggcctctgtce
aagcagagct
tcactatagyg
cccagagacg
ggcttgggcyg
cgcgegtcat
gttgccatgg
ggaaatccaa
gcttctecag
tctgaaaatt
ttcttatectc
gagaaccaat
gttgggttee
actaggaagc
tgtgtteecct
tcacatgatt
tacggagcac
tcatcatggt

actcttcage

ctecctacct
gggggacagg
tggctgcett
gctgctcagce

cctgaaactce

attgatacct
cgtctcecttce
tggtgctatc
cagccttggt
gttcaaagtt
aaacgctgct
gatggatgaa
tgtratctgg
cctttecgge
aaatttrccg
aataccctct
gtttcctetce
tatcgatgat
gatcgacgcce
ccccccaace
gggtcaaggce
gtgacagctg
caacgggatg
ataccctaaa
ataaagtttg
cctecctaatt
aaaaagaaaa
attaacacca
catgaatgtyg
gatggccggyg
gtcctgeace
agtctcagac
ctactatgtg
gcatttgetg
attccgtcaa
gtcagecice
caactatcca
ttgttgagtt
ggagaacaca
tgggaggatc
ctggaccaag
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gggcttecgg
ctcagggcgt
tggacagcgc
ccrrtecrgt
tatcctctct
taaatttgga
ttctaactcc
actgtagttra
trtcrtcacece
gtactgaggg
aagcatcagg
ccccacccec
ggcacaggac
atrgagaccc
tgggtcttac
gagtgctagg
tccecacaac
acagagggct
agggaacagc
tggctggggt
tacgggcrce
ctgreecatet
cagaaactgg
aacaccagtg
gatacgcagg
gegetggecec
ctgggacctg
atatgccacc
agtctgtgcece
tagctgtgct
catgtgtgtg
ccaccttatt
gctgctggec
aggggcatgt
gcctgagcac

.ccagaattcc

cacatcctct
gagaggcaga
tctggectcag
cctgcagaat
taggtagaca
tgttgtgagg
catcgtattg
ccagtgtggt
agtcaccgaa
acggaccact
ctctgccaac
accccaagca
gatataagtg
agacattcca
tgggtaaact
attccaggtg
ataggaattg
ccgcaggatg
atgggcgtgg
gaggggagag
ttattgccaa
tccaccactg
gcatcaccca
ctagctteta
agttcaacct
ataaaaatgg
cttcctceccaa
aactagggat
atagacatga
ccttteectt
cacécatgcc
ttttgaggca
agtgagctct
gctgggcecag
cgtaaagact

cccagtgggg

ES 2272093 T3

caggccagtg
gggaggtggg
cagcccatat
ttaggctctg
ggactctgca
ggaaagcgaa
gggggctact
aggattgatc
catttatcca
caaagaactg
agaacacetct
gttggcactg
gcttgcttaa
actctagggt
caggctagcec
tgtgctacca
tgatagcagc
acaggcgaat
gaccacaagt
gtcatgagat
gaggctcgga
cctececatce
cgtcctgaat
cgaggattce
cagtgcttac
taaggaacgt
agaggccece
taagtgtcct
caatggataa
taattgagrg
ataggttgat
gggtctctte
ggagttctgc
getttratgt
ctgcecacatc

cttrectacce

agggagtctg
ggcagagecct
gagcacaggc
trcacggggg
ggagacactg
gggcetettt
ctagtgctag
cttcagggag
gtacctaccc
acagaccgaa
ttaacactca
ctatccacat
gctrgteege
ctatttttct
tcacactcat
tgtctgactc
acacacaccg
gcctacacag
ctatttgggg
gaggcaggaa
tcttecteet
aggtctgtgg
gctgccgagy
ggcatcacct
tttgaaaggg
acattcegge
acttgaaaaa
acatgtgagc
taatatttca
tgcccattet
actgaacacc
cctgatectg
ttttctctac
cgcgttgggg
cccagcetgt

cttttattgg

17

tgtgagctgce
tgcagctctt
acatccccac
9999999999
ctttgtaaga
gaccattcag
acattgcaga
cctgacatgt
cgtaacaggc
gccttggaat
ggccctttaa
tttacagaga
atggtaaatg
tttttetegt
atcctectec
cctgtagett
gaaggagctg
aaggtgggga
aagctgccgg
gagccacagce
cttectoctt
ctcaggacat
gcaggtccett
acttgggcat
ccacagattt
acccatggag
ggttccagaa
cgatgggggce
gacagagagce
tttattcatg
gtcttcaatc
gggctcattyg
ctecctagee
atctgaactt
ttgagcaagt

ctaggcattc

actttccaat
tcctcccatc
cccaccecca
ggggcagtcc
tactgcagtt
tcaaggtacc
gagcctcaga
gacagttcca
accgtagcag
ataaacacca
cactcaggac
ggaaaaacta
gcagggctgg
tgttcgaatc
catggcttac
gtctatacca
gggaaatccce
agggaagcag
taaccgtata
aggcagcggg
ccggggetge
cacccagcetyg
catgcacgtc
caaggccaat
cattgaccag
cgtaagccct
agatcccaaa
cactgcatat
aggagttagg
tatgtgtata
gtteccccacce
gtttactctag
ctgggactgce
aggtccctag
gaaccattcc

atgagtggtc

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
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acctcgccag
gttaagtcte
gctggctagt
gcagacaggt
ttgtgctcca
gagaactccc
tttggctcte
acacacacac
gctcagtgac
ectggcttaa
gccectaggg
taaatctgat
aaacgtctct
ccttaagatt
ttattgatca
aaattcatcc
taagattttg
ttgggatgcc
aatgctetgg
cgatgacgaa
aaggccaggg
ccagcecgtte

agtgaggctt

ggcattctgc
ccttgtgtat
cctttggcaa
gccttcagge
agtgttcact
ttgtgggtac
ctggtgcctt
gcaggactct
tagctgggca
aatactctta
ggagacaggg
gctctgtgag

tagatgccaa

aggaatgagt
cctgcegete
ggtcagacag
tctececretg
tagaggcttc
taccactgga
ggtggacggt
acacacacac
tgggcattece
caecttctaa
ccacttcect
ccectetgect
agccaaaact
cttcatgacc
aactaactca
ttaactgatc
gttgtgagag
gaagtgacct
aagcaacttt
tccegtcaaa
ccctatggte
tgtgctrcte
caccctecte
ctttacttcce
ggggagactg
accctatcta
tggttctcgg
gcgggtggtte
actgctaaga
gtgggtacac
aggqgaacaqq
gctgaagtgc
aaatctgggt
aatcatcaga
agatcctgece

ttttaagccc
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ggccacgact
gctcectgea
gacagaaggc
tgggggaggg
ctgggtacac
cttacagaag
gcatactgct
acacacacac
tgaacatccc
atcratattt
tcgcacctac
ctgagccatg
tcagctaaat
tccttcacat
taaaaagcca
tgtgcacctt
tcacatgtta
gctgttccag
aggaggtagg
gctgtacatt
cctcttaacce
actctggata
acatggcagt
tcterettgga
gatctrtggt
tatcttacca
ggaccatgtc
gctgaacaaa
taaaatggat
tgctaagata
aatccattac
ttggcgacta
gggcagagtg
gcaaactggce
ttaacatata

ccacatgcac

ggctcagggt
gccgcagaca
tgagagggtc
gtggcccacet
agcagcttcce
ttctatcgac
gtatcagctc
acacaagcta
tgaagttagc
taccrttget
attgctggat
ggaacagcce
ttagacaata
ggcacgagta
gtrgrettece
gcacaatcca
cagaatgtac
ccecectacct
atgctggaac
ctgtaacaga
cctgtcacac
gatggagaac
ggttggtcat
ctacagggaa
ctggaatgtt
ctaggcatag
cctggttrct
gcggggateg
actggccect
aaatggatac
FQAQAAARCT
accaatgaat
gcctgectgt
taaccagaat
agagagagaa
atggacaagt

18

cagcagccta
gaaagtagga
acagggcaga
gcaggtgtaa
ctgtcctggt
tggtgtaacg
aagagctcat
attttgatat
acacatttcce
gcectgttac
ggttectcte
aataactgag
aatcttactg
tgaagctttea
accrgctcaa
tacgaatatc
agctttgaca
tctgaggctg
agcgggtcac
ctgggaaagce
ccaacccgag
acggccttge
cctcattcag
tatatgctga
tcctgcetagt
tggcectegt
ccccagcata
catcccagag
ctctgaccac

tggcctetee
agoggcragg
accagagttt
aatcccagaa
agcaaaacac
taaaacattg

gtgcgtttga

gagatactgg
ctgaatgaga
tgtcagcaga
ttggecttot
gattcccaaa
gttcaacagc
tcacgaatga
gccttaacta
ctetggtgtt
cttctgagaa
ctgcagctct
ttagacataa
gttgtggaat
ttacaattgt
ggaaggaaca
ttaagagtac
aggtgcatcc
ttttggaagce
ttcagcatec
tgcagacttt
ccecttectect
tagttaaagg
ggaactctgg
cttgttttga
ttttececccat
tctggagect
tggtgttcac
ctccggtgcec
ttgcagagct

ctatccactt

ggatctctag
ctcgggaggce
tgagctctgg
aagaagacag

acacacatat
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gcactcatgt
agtgagagag
acacagacat
atcatgtgtt
ggttgtaact
cactgtccag
gaaaggtagg
gtgcgtttga
tctttccaaa
ggatgatgat
ctccatcret
gccecctgggg
tggcetgggg
tgtatccgtg
caataggcct
aggtcagage
agcragcggce
caagccageg
ttcgcctceg
gtgrgatgag
tccreecteo
gtgatgcaga
gtgrgtgege
ggctcatagt
gatgcaggga
gcattgrtgg
taaaaaatac
atgtgtgcca
aactggagtt
cctatgcaag
ttctcttaaa
gtcattaagt
atgtgaccat
cacctctegce
tgaagtcaca

acacactcact

gaaccaggca
gagagtgcac
gtgtgccagg
tctaaggagg
gagcatgctc
cgggatcagt
aaagtggggg
ggtagaaaga
taatgcctgt
gceceggtgga
cagaaggaga
gactcctagc
crttgrttce
tcaatcttgg
tgtaagcaag
tgagttccgg
aagggtagag
agttaagcat
ggg9g9gggggt
atttecrectg
ccaccattgc
cggaaacaga
ccgrgtgeat
ctgcaggaag
gagaggagag
ggtgrgtgtg
cratccattt
cgtgtgtgcg
ggaggaggtt
agcaggaagt
atacacgtgg
tccggcacag
cacccccatg
tcrgeeteeg
cagcctgcac

gtactgcatt
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tgcacactcg
attagagttc
gagtaggaaa
gcgtgtgaag
cctgtgggaa
aaaagcccct
gactcccatc
ggggtgcaga
gaggaggtgt
tgctggaaat
gtggatctgt
actgggtgat
gtctetgtet
aatctcactg
ccacacttca
aagatttttt
ggcgagcetec
tctgtgtggg
gaggggrggg
acagtgacct
treeettgte
agcegrgtgt
gtgtgtgtgt
gtgggcagga
gagggatacc
tgtgtgtgtt
atcetatcete
ggaacccttg
gtgagtccce
gcagttatct
cagagacatg
gcaagcacct
ttcttecatgt
tcgetggaga
cccttectgg

ctctegetet

ggcttatcac
acaggaaagt
ggagcetggg
gaggcgttgt
acaggagggt
gctgagaact
tctgatgtag
ggagatgctc
aggtggtggc
ggccgagceat
gtatggccag
gtttatcgag
tgrttegtet
catagcccag
gagactagac
ttccagetge
ctgtgcagga
gagcaggtgg
gatgaggtga
ttggccectc
cttgagaaat
gtgtgtgtgt
gtgtrtgtgt
aggaataagc
agagaaggaa
gttetatatctt
atgtgcacgt
gaggccacaa
tgacatgttt
gctgagccat
atgggattta
gtaaagccat
ccecectgtecc
acagtgtgca
tctgagtatt
ctttttttaa

19

acacataatt
gtgagtgagc
tttgtgtata
gtgggctggyg
ggccaccctg
ttaggtaata
gaggatctgg
ttaatccrtgg
cattcactca
caaccctggce
cggggtcaca
tgctcttgtg
tttgagacag
gctgeggaga
tccaccetge
caggtggagt
gaaatgcaag
atgaagagag
gaggagggca
cctecceccac
tctgagttec
gtgrtgtgtge
gtatgtgtgt
tgtaggctga
attaagggag
gtattggaaa
gtgtgtgcect
gggggcatct
gctgggaact
ctctecagte
cgtatggatt
caccacaacc
ctccatccte
tctgcacact
tgggttctga

acatacttct

tgaaagagag
acacccatgce
agagggagcc
actggagcat
cagagggtcc
gccagagaga
gcaagtagag
gtcagcagtt
ctcagcagag
tctggaagaa
ggtgcttggg
tgccaggcac
actcttgcta
gaggggaggy
gaatgatgac
gtggagtggc
caagagatgg
aggctgggct
gctecectgea
ttccecticte
cacttcactg
gtgtgtgtgt
cagtgggaat
ggcagtgtgg
ctacaagagg
tacattcttt
gcatgagttc
gatccecetgg
gaacccceggt
ctgaaatcca
taatgtggcg
gcaacagtga
cattctcaag
cttatgtcayg
ctctgctatc

atttgtttgtr

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
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gtgtatgcac
tcececrggage
acttgaatct
tctccgectyg
tgtacattgt
gccatcctcece
tacatggttt
tcacaaagtg
ctggagagat
tggtggctca
gctacagtgt
caccccagaa
accactgttc
cacacatttg
tacatgtatt
ggggatgtca
aggttgaact
tattctrett
tgcagttcaa
accacacctg
tgaagggatg
tctcccaact
tgtggattcg
ccrtectcact
tggagagatg
tcccagcatg
cagttttceg
gcatggtgat
cagttaccac
acagccgcetce
agtctgctct
cccaactcrg
cccacagcect
acagtatacc
cgggggccac

agccatcctt

atgtgccaca
tggagttaca
aaagcaagca
ggttccattg
tttgtgctaa
tgccteagec
catgttttgt
tgcagttcac
ggcactgact
cagccatcta
actcacataa
agcccactcec
aggcttctaa
tgtgectcat
tatccattgt
gagtattgtg
caggtcatca
ttttccecty
agtgactcec
actggatcat
actggactgg
gagctatttc
gggttggagt
actctctace
gctcageegt
ccattgctgg
cggtggagaa
atgertgttg
gtctcececetg
cccaacgcta
gagtactgtg
ccagctcaat
cttttgcaga
cactcecctge
tccaccctta

tecctgraatt

ES 2272093 T3

tgtgtacaga
ggcagcgtgt
cttttaactg
tatggacaca
gagagagtaa
tecctectect
tcaagactga
tgaatggcac
gctcttccag
taacgagatc
aataaataaa
atgttcectc
caacctggtt
acacgtrctt
agttgtgtgt
aacaggggac
tgtgtggcag
aggtgggggc
tgtctecace
taattctctg
acatgagegt
ggtttgccag
tcaactcatc
tagatcatta
taagagcacc
gcagtagggg
cctcettgaca
tatggaagac
tttctrgeag
gttatcgect
aggcagaatc
gacagactag
ggrctgactyg
accaccagac
gggagcacat

tatgtctcre

tactatggag
gagctgcctg
ctgaggcagc
tgtagctaga
tgctctatag
gagtgctagg
aggataacat
aacccgtgat
aggtccggag
tgacgcectce
tctrtaaaac
ccacgrctct
tacttgggcc
tctagtaagt
gcgtgtggge
agttctttec
caaatgcctt
ttgrtccata
téttagagta
atgggggcayg
ggaagccaga
agaacaactt
agcttgacat
attctertre
gaatgccctt
gcgcaggtgt
ccctgetgte
tttgactgtt
gcegggtgcet
acctcatgat
gtqagatcag
ccaaggaggg
ggagggecct
acgtgcccac
gaagaagctc

cctgaggtga

20

gccagaagag
gtgtgggtge
tctcagtacce
atatcttgct
cctgagetgg
atgacaggcg
tcatacagag
caagaaacaa
ttcaattccce
ttctggtgtg
acacacacac
gcctacagta
tectttetge
tgcatattac
ccatgcatgg
ttcaatcatg
tacccactga
gcccaaactg
ttggaattac
ggaagcgcac
gaacagcttc
acagaaagtt
tggctcctct
aaaaagactt
ccagaggtcc
tcaacgtgag
cctggtcact
acagtgaagt
tgtccattgc
gcggcagaag
caccaacgar
caaggtgaaa
ggcagccatg
atctgtccca
cctaagaagt

ggttcaggtt

gccatggecg
tgggaaccaa
ctrecteeatt
tatctaatta
cctcaacctt
agtggtaact
aaggtctggg
aactcagggg
agcaaccaca
tcegaagaca
acacaattac
ctcccagget
tctgtggagce
tctgogtttt
cacagtgtgt
tgggttccag
gacatctcca
gctttgeact
gatgtgtact
atgctgcagg
agtctaatgc
ctcagtgcca
acccactgag
attagggggc
tgagttcaat
tagctgttgc
ctgggtgggt
tgggctteca
cgcgagggcet
atggacgtca
gagrrrocran
ctctagggtg
tttaggaaac
ctctggtect
tctgcteett

tatgtccetg
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tctgtggcat
gggacacggg
ccacgagect
ggtcctcaca
agtggagata
aattatttcc
tcccagagge
atctatatct
agagcgatgc
attacaaaca
tttatcctga
gttgctattc
gtgtgtgcac
tgaaaggccc
tgtgcaggat
tggagagaga
tgaacctcgce
ggacttcacyg
cccagcaccce
gagtaccccg
tgcctgectg
atatcaggga
tcatggttaa
acctgrerea
tgcagcetgg
ggctggtcat
agccaagttg
catttcaaaa
gagaggaaag
catgattgca
ggtcaaggat
taggttttgg
tcctggaact
ctttgagggc
agttcaagat

gcrgettgag

agatacatct
cactcttcat
ggtaaaggaa
gcccgacacg
gattagtgac
ttagaattaa
tatcctgatt
gctgecrtcag
ctrgggcagg
aacaaacaaa
attatagtgt
taagaataat
gggtgcatat
ctctgeteac
cctgaaactg
gagagcaaag
tggaccttgt
ttctcattat
ggcacatagg
tgtatagaga
taggatgtct
ttttocgttga
ggtaaggaac
ggatgtcact
atggtcattg
ccrrreteet
tgtacctcag
taacactgta
aacaaaacaa
atgtctacag
agcatggtct
attttggget
cgctectgtag
tgggacgaat
aattaagagt

gctgttcteg
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cagtgaccca
gaccectcec
ctatgcaaac
ccctgetgag
tagatttcca
agatactaca
ctrttggaatg
agcctrteecct
gtrtecccect
caaacaaaca
tggtgagttc
taggaggagg
gttggaaggg
cctggccatt
actcgctgga
aaagaaacag
atgtgtgcac
ttgtatgtct
cgtctcataa
gagctgtege
tacaggagtt
atatttcaaa
atgccrtttce
cccagggtaa
tcecectatckece
ttceteeeee
tetttagttt
gagttgacag
aacaaaacac
gcccagttca
acgtatcgag
ttggtetttg
accaggctgg
gcecaccactg
tgccagetceg

gcttggacct

gggtgggagg
ccacctgggt
acaggcccetyg
gcagacgaat
aaaagaagga
taggggccct
tttaaagtgt
gaggatggct
tttcagaatca
aaggacctcc
aagtcatcac
aacctagcca
gtgcectgtcc
tacgggaggc
cagaaacgag
cctttaaaag
atttgccaga
ccggggtcac
aagcccattt
cgtggggcac
tgcagagaaa
ttcagcttta
cagagctgct
agacctctga
tgtgtgacca
tttrectteetg
ccaagcggct
aactggttca
cacaaaccaa
tgagaggcag
actccagcca
agacagggtt
cctcaaactt
cccaactaag
ttaaagctaa

gaaatctgce

21

gctatcaggg
tctteecrtgtg
acctccccat
gacattaagt
aaaaaaaggc
tgggtaagca
geccttgecag
ctgtteottt
cagggtgtaa
atttggagaa
gccaagtgcet
attgcagctc
ccttggggac
tctgetggtt
acttggcggce
aactttctaa
gattgaacat
gcagagccgt
tatgagaacc
ccggatccca
cctteecttgg
agtgtaagac
gcaagaggca
tcacagcagg
cagcaaccct
gcccagaatg
ctcttgctca
tgtgttatga
aaacatctgg
agacaggaag
gggctacggt
tctctgtgta
agagatctgc
attccattaa
gtagaagcag

cccaacagtg

tgcatggccce
tggtccagaa
gtctgttcct
tctgaagcag
tgcattttaa
aatccattcet
agagcttacg
gctetgttaga
agtccagcct
ttgcaaggat
tgccatcctg
atgtccgtgg
agaaggaaaa
ccacggtgtc
accatgagaa
gggtggteet
aatcctcttg
cagccaccac
agagctgttt
gcagcctggt
agggaaagaa
tcagcagtgt
ggagaagcag
agcagagctg
ggtcacatag
aagtgaccat
atacaatgtg
gagaggaaaa
gctagccagg
accgccgaaa
cccaagatcc
gcecectggetyg
ctgactctgce
aaaaaaaaaa

tctcaggect

‘tccaagtgea

10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
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catgactttg
acacagtctc
gagggtgggt
gacagtcact
agattcctgg
gtttataaaa
cgtggctgec
aagtggtgga
ccactttcta
tctcaatctt
attgtcttga
gctceectgy
acccgccacce
gggtgectet
gaagcactga
taattctctt
tgtattccat
gaagaggctc
tgggaggtcc
taacgcactc
tgrttcctte
ttgttagttt
cctgccectyg
cagtacagca
gctaagagtg
gtggctccag
atacccacat
ctagcccttg
ttctggctaa
atggaggaag
aggacactaqg
ttatgctggg
atttttttaa
ctgagagctg
ggctgrggtg
gctagectgt

agccatctce
tctttgtcta
ttccectecee
agcacctact
cttcccatta
ctagctacta
cgtgagtagg
ataggaatta
tgacttataa
ctaaagtctg
gagcacagac
gctccageac
cccaagtggg
ccaccttaag
tccrataata
acaggctttg
tcrectetge
agagggcagdg
tgccatcegg
taaagttgta
tgtgtgtttg
tgaggtagga
cccetgtece
tttetctaac
cacactgctce
gtccagagga
acagatacac
gaggtacgac
cgtaagactt
agggatgagt
aggaggataa
tgaaaagaga
attgaaaaga
gggtgagtga
acagctacct

ggtgcatgag
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agagaaggaa
ggtaacacat
ctgcectettce
ggaaacctct
gggctgaaag
ttcttcaggt
gggtggggtc
agggtgtercc
acatccaggt
cctgectttt
taacaccttac
tcttaagtta
tgtggataat
tcgettatag
cgaggataag
tcctgaccgt
cagcgttagg
ggatggtgdyg
gaggaaaagg
accaaaataa
ggcttcrtat
tctcaggctg
tgcctccaag
atttaaaaat
ttgggtagga
tccaggacct
acataaaaat
tctggaaagce
acagagacag
agggggagca
ataccagrra
aggccccagg
aaaagatgta
gacatgtgga
ctaatctcca

accctgtttce

gtgaaaattg
ggtgacacat
tgggttggtc
ttgtgggaac
tacaacggtt
aaaataccga
gggaatcctg
cececcceceece
aaaaattaca
ccaggggtag
caaatgaggg
ttttaagaat
gccatggcca
tatttaagat
agattttcee
agcatagaga
ttaactccgt
gtgaggcaga
aaagtttagc
atgtcttaca
gtgtgcettea
gccttgaace
tgctaggact
aatcacctag
cctgagttta
ctggcctcca
aaaatgaagc
tggcatactg
aaaagaactc
cggggaactt
ttqcaccecac
tattggctge
aatcaaggtt
caactccatc
cctecegggag

aaaaacttta

22

tggctcececa
agcattgaac
accccatagg
atgaagaaag
cttggttgge
tgtrgtggaa
gatagtgctc
aacctcttcece
aacataaaaa
gtctgtttet
aactcttgge
tctcacttgg
gcagggggca
gctaaatcgtt
acaggaaatt
gaatagctgg
aaaaagtgat
gcactgtcac
ctctagtcta
ttacaaagac
taactgctgt
tctgatcgee
aaaagcacat
gggctggaga
grttcccagaa
tgggcatctg
ctttaaaaac
tgtaagtcca
agggtgtgct
gggcagtgaa
oTtggacaa
attggctgea
agatgagtgg
aaaaagcgac
gtgatcaagg

ataaagaaat

gtcgattggg
tctecacect
acagccacag
agcctttggg
tttgcctecgt
aagccaaccc
tacccatgga
tcagacccag
tggtrectce
tctgctgttct
ccatactaag
ccteragcac
ctgttgaggc
ttaatcaaga
gtctterttca
atatttaact
tcagtggacc
ctgccaggca
ccaccagtgt
gtctgrtttg
ggtggrgetg
tgcceetgec
gccaccacac
gagggttcca
cctatactgg
ctctragcac
ctcctaaaac
tctcatggtg
g9999gttggg
aattctttgc
CLCCayyyaa
tttgegtaac
ttgctgtgag
agaaagaacg
ttagccctcea

aatgaaaaaa
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gacatcaggg
tagaagcgga
atggatgtga
atctttggtyg
ttcaagaact
aaaaaaccta
gcaagaggat
ccaaaccaaa
gagagcatgg
atccactgag
gttgagtaaa
caacaaaagc
tctrccgaag
acgagatatg
taaataaatc
aacagaaggc
catgggccga
tttcttgttg
ggccactcee
aggacagatc
gaaccattat
caataggaaa
aggagactgg
agagatagat
cttaggaagc
gtcagagcag
cgccacagat
tgcaggtgga
acagcctccet
cagcttccge
ctceetgtgg
atagacctga
aggacccaga
tgctgtacaa
tctaacctca

cagcctaacc

cagatccttg
tgcatgagca
gtgtgtcgge
agctgtggag
gtctattaca
tccaggtgtg
ggcgagrttg
cagcaaacce
ggtgggggtyg
accctgggge
agcatcgatt
caaaccaagg
gtccagagtt
atgccectctt
ttaaaaaaaa
aggcacgacyg
ggagggtcca
acactactec
tgctcgeteg
gcatcattaa
ggtgctcaca
gctttetgge
aggtcacaga
cacccccaac
aggtatcaga
ctgcattgat
ggaccggcca
cgacactgat
tcccagtett
cagccectec
catggccectce
gatggctttc
gctgtrigtyg
gcatgaagac
gagttgaggg
taaatgtctc
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gggccaaagg
cgtgccgcag
gtcggegceac
gggaaatggg
attacctcaa
gtggrgtgca
aaggtatctg
attatgtcac
999999999
ttgactgcag
actgacttaa
ggctggtgag
caaatcccag
ctggtgtgte
aaaaaaaaaa
gcaggcacca
gagagatagg
aattacagat
atttttectg
ggtggccage
gaatcccggg
ccagacaggg
caaaagggcc
aatggccaca
gtceecttec
gtgtgggtga
cttacaagtc
tcattaccca
ccteccaggge
tcctettgea
ctgctactgce
tgattctatat
ataccataag
atgagttcga
gaaaggcagyg
agtcagagat

cggacaggcg
gcatcatgag
tgcacgtcct
tagggagatc
aatattaaaa
cctatagcca
gggctgtaca
acaagagtgt
acagaaatat
cttaaccttg
cctcaaatga
atggctcagt
caaccacatg
tgaagacagc
aaaagccaaa
cgagccatcce
ctggtaagct
aaaataacaa
ttacgtccag
ataatctccce
cccaggagcet
ttaacagtcc
agcttctaac
gctggttetg
tgaggggact
cagaagatga
gaggcaggrg
gttagcatac
tggggagtcc
cctcaggtgt
aggctgagca
atatatatcc
aggctgggga
atccccagca
tggattctgg
cctgtctcag

23

agtctcgtgg
agagccctag
ggctgtggtg
ataaaatccc
aaaaagaaga
cgggcacttg
gcaagaccgt
ttatagtgag
ctaaactgca
ggaaatgata
agaaaaagaa
gggtaagagc
grggctcaca
tacagtgtac
ccgagcaaac
tgtgaaaagg
cagtrtctct
ataaacaaaa
caggtggcgg
atcagcaggt
gccctetece
acattccaga
aacttcacag
tctgccccga
tctgretgee
aaaggaggac
gcagagcctt
cacagcgggce
tccaaccttce
gaaccctcec
ttggatttct
atcccttgga
gatgatatgg
accatgtgga
gggcttactg
ggaataactt

taaggtcgtg
gtaagtaagg
ctggactggc
tccgaattat
attaaaaaac
gaaagctgga
cgtccccaaa
cggectoget
gtcaataggg
agggttttgt
aaaaagaaaa
acccgactgce
accatctgta
ttacatataa
caggccccca
cagggctacc
gtatacectt
tctagagcct
aagtgttcca
ggtgctgtga
aagtctggag
gcaggggaaa
ctctggtagg
aggaaactga
ttgtaaagct
ccaggcagat
gcagaagctc
taggcggacc
tgtctcagtg
teccteteett
ttgtgcttag
tcttacatct
taagagtgct
aaaataacct
gcecagctage

gggagaatga

15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
159300
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
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ctgagaaaga
atgtaataag
ttggccgcaa
ccatgagttce
ttgcctctce
ggtgctgagc
ctgggtcata
ccccagaatc
gagcaaacac
ggaatttggt
ctggcccaca
caagctcatt
gagagctgge
cacctgggag
ctgacgctaa
gaggaaacat
gggctttaaa
tcctceccacct
cgctgecttc
ggtcatccca
ccgggeggag
aagaagcaca
cttcagaggt
ggaagaatac
acccaaggca
gtatgatggt
accagtgggg
tcccacatga
ggctcctgag
cagatgcaag
ttagttcece
gggtttgtag
caggtggcac
acagcagaaa
atcacgcacg

agaaatgacc

cacctcctca
ctaagaaata
gaagcectggce
cctggctaag
cactggtttt
aatgtggagc
cttcaatagt
tgceccecccaac
ctttaactaa
caagctggat
gttrgttetg
ttgatatctg
tgtgtcectg
gtgccagcag
gcacaccecet
gggaccagcce
aaggcaaccyg
ggcagcatgce
tgtgetgtgg
gggcttggag
aatggaggca
ttagtgggag
ttgtgtgggt
tagcacagca
gggtggaggce
ccagagaatc
aagtgatatg
ccaccacatg
ataaagtcac
gcaaccctag
crragrccany
gtggcatgtg
cacttgcect
ctgtggaggc
gaactagcag

ttgetggtca
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ggtctcccat
atgagggaaa
cagggaagga
aatcacatgt
gaagagaaat
tggggtcaat
agggtgcteerg
cccccaaaaa
gaccattagc
cccgectecet
agaatgcceg
aaaaccacag
cctcaccaac
caatttggaa
tctccaccce
ctgctccage
tatctaggct
agccctcact
agggccaggg
agtaccccga
gacctcccca
ggggggtccet
ggctagccetce
ttagaacctg
tgaggtcagce
tcctectaag
gtgaggctgg
aggtaaagaa
ctgggagtaa
attgggtttg

acatgagggg
gagcttgcac
agagccagca
caatgaatgg

ccatttgtgt

gcacccacac
tgatttettg
actgecettg
aatggagccc
tcaagagaga
gggattcectt
cacagcaagc
ggcatcctec
tggcaggggt
gtagaagccc
aggggcccag
cctgactgcee
gceccececcec
gtttactgag
cccccaccec
ccgtcecttat
ggacactgga
agecceecgege
gtggcaagcc
gcectectect
ccatccectat
gggaggtgac
tgctacatca
gagggcagca
cgaagctggce
gatgaggaca
atgccagatg
ggccccaget
gaagagctga
ggtgggaacc
tgagccocaga
cagctgagtg
cctgacccca
cagagagatg
ggtggggtag
gggaggagag

24

agacacacgg
ctaagaaatg
gcacaccagc
aggtccctct
tctccttggt
taaaggcatc
gtgagaccct
tgcctctggg
aacaaatgac
cacttgtttc
ggagccagac
ctgecegtgyg
cCaacacaca
cttgagaagt
accceccgtga
tggctggcat
gcetgtgeta
ctcatctgcc
ttcaggaatg
gagaacaacc
gacgccaaag
tggggtggtt
gggcagggac
ttggggggct
attaacacgg
caggtcagat
ccatccatgg
tgaagatgga
gactggaagc
tgaagccagg
gyyi Lagcatc
aaatgtcccc
gctttgcctce
cctggggtgg
cagctggagg
ctecattttee

ggggggggta
aaattctgtg
ctataagtca
tgcecrggtgg
cagaattgta
cttcccaggg
aggttagagt
tgggtagggg
cttggctaga
ctttgttaag
aattaaaagc
gaggtactygg
ctccrecgggt
cttgggaggg
ggaggagggt
gaggcagagg
ccgagtgccc
tacttgtgca
atgccacaga
agaccatgaa
gracgggatg
ttagcatctt
acatttgcct
ggtagagagc
gcatgggctt
ctagctgceg
ctgtactata
gaaaccgaga
tggtttgatc
aggaatccct
taaaagaaca
tgtatgagca
attcctgagg
gggatgggggt
gacactccag

agcttgeccac

17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
189500
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
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cacatgcetge
aggagcatgc
ttggaaagcc
tgcaggggty
gttgrgeeee
ctgggatttt
tagacaggac
agatagagca
ccaacccaat
accagctcaa
tgtggtagca
cgaaaggccc
tcacccttgce
gcaagcagcc
gagggggrtg
acctgccectt
ctccactcct
ttaggaagga
ctaaactgga
gagaagtgga
ttgaggccag
gccacgtagt
acagatgtgg
acagagctec
atctcactgc
ggtttggaaa
tcacgcatcc
cgcttcectga
ggccagtgeg
ccgaacggac
ctgtgccceg
tgcaagegce
gcgeggeege
gcggagctgy
actcgteeee

tggagttcce

ccctectgtce
aatgcagtca
ccaaaactag
agtaaattaa
cceceeceeece
tceeteectt
ccacacatgg
tgcccaagag
ctccttecece
ggtacacaga
aaagctatag
tctactecgece
gggagccaga
cagccctgece
gacgcgccge
ctacccecget
ttctccatct
ccagagccag
agagtgtttg
gatgggcgcet
cctgggctac
gcccgatgta
ggaaaagcaa
agtgtttcat
tccceggtge
aagagagaag
ctctcteccge
cagacggccece
gcccecgegeg
cggatttccg
ggggcgceagce
tcacccgcett
agaagggtcg
agaacgccta
agtgtaaagc

agcccagtag
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tcctagccag
cgtttttgea
tccrtcectg
gccagccaca
gtgaaggtgc
ttatgtcata
attagttaaa
aggagggcag
ggagaacaga
acaagagagt
gtrttgggtc
accgcececege
gagccctgge
tttggggcaa
ctrtggtege
ccreccacage
cctgggatac
gtgtggctag
gtragtaggc
gagaagttca
ataaaaaccc
atagtggatg
ctttaagtac
cectgggtec
cteccrtecta
ggtggaagga
agatgtgtcce
atgccgcage
gctgctgece
ctgcatcecs
geccgegetceg
ccacaaccag
caagccgegg
ctagagcgag
ctgcagecca

agaccgcagq

taagggatgt
gaggaagtgc
ggcaaacagg
gaagggtggc
atcctggcct
ttgatcctga
agcctcccat
gcatcagacce
ctctaagtca
ctggtataca
agaactccga
ccccacctgg
atcctaggta
gttecttetct
tteccaagtet
agctgtcctyg
cgeccectgte
aggctaccag
acaaagcctt
agaccatcca
aatctcaaaa
aagtcgttga
cctgeccaca
caaggacagg
taatccatac
gcagaccagt
gagtacagct
gccaagccgg
aacgccatcg
gatcgetace
cgcaaggtgce
tcggagcetca
cceggegece
ccecgegecta
ggccaggggt

tccetetgeo

25

ggaggaaagg
ttgacctaag
ccteeccecac
aaggcctaca
ctgccectcet
caccatggaa
ccatctaagc
tagaagatat
gatccagcca
gcaggtgcta
cccaagtcgce
ggtcctataa
gcceceeecyg
cagcctggac
aatgaatetct
atttactacc
ccagtggctg
gcagggcrgg
gggtgggatc
tccttaacta
gcegecaatt
atcctggggce
gatcacaaag
gagagagaag
agattcgaaa
ctggcctagg
gccgegaget
tcaccgagtt
ggcgcegtgaa
gcgegcageg
gtctggtggc
aggacttcgg
ggggagccaa
tgcagccccce
gccaaacttt

cgctgcgggy

gccaccccaa
ggcactattc
ataccacctc
ccteeccect
ggctttggta
crtttggaqgg
tcatggtagg
ggcrgggcat
cccttgagta
aacaaatgct
gagtgaagag
cagatcactt
ccececceece
ctgtgacaat
tatcecctacce
ttcaattaac
gtaaaggagc
ggatgaggag
cctagraccg
cacagccagt
ctgattctgt
aacctatttt
aaagtaagtg
ccagggtggg
gcgcagggca
ctgcagecce
gcactacacc
ggtgtgctcc
gtggtggege
ggtgcagctg
ctcgtgcaag
gceggagacce
agccaaccag
gcgcgatecg
ccagaccgtg

gatggggagg

19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400

20460

20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
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gggtggggtt
gtgggatggg
ttaaagggaa
ctactcecttc
tggccactga
atagggaccg
agagaggaga
gctgrrtgtt
tcaaatctgce
aagggccaga
gtcatattgt
gccagtcacc
acacatttct
attaaaaaga
aagctgtcag
ttactteceg
gcacatggag
gactcartcca
ttcteceatt
atcgecttrge
ggcattgtta
acacacaatg
tgacaacacc
gtcacattca
accctcaccce
tttcaccgag
tctcccacaa
tgtctcteca
aggttcatgg
[ efod of o] of o4
ccattcctec
caaagccaag
ttttacacct
caacatcagg
aggggtgtga
tcaacctcece

cccgegggece
ggtctttcta
gggagrgtgg
cacccaaatg
gtgtgacgrt
gaactctgct
acaggggagg
ggctcccage
cttcaaatcc
aatcacactc
aaagggattt
tcccatectt
gtctagaaac
ataatacggg
gcgcecacage
tgtagatctt
gggggggtag
caaagactga
taagttattt
gaagcacaag
ataaagacaa
tctcogecact
tccgactget
tcctreccte
cagccteoct
ccagttcect
agatgttcat
gttagctgaa
aactcttgee
tgtaaagcce
acgggataqar
tacaattgag
atagaagtgt
gctcectgett
aagcaagatg

gteeeteeet
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aggagaggaa
ccctecgeegg
aacgaaagac
taaagcctgc
gggctacgtg
gagattccaa
ggttagggga
ctegecgect
atatctggga
ctggcecceec
tctacacaac
gtceccttgec
agagcgtcegt
999999999¢
accacccaca
aattgttaaa
gggggttgygg
aagccgegtt
atgccaacat
tgtgtgtggt
tgaatctcga
gtcatctcac
crtctggtage
tgcaaacctg
ttagctgacc
ggtccaggtc
ctcceactee
tctacttgee
tgccecctgaa
caccccacta
arcrcatoes
gaccagttca
aaaageccttce
tatgggtctg

attgggagtt
ccagggtttt

gcttgagtee
acctatacag
ctgggactgg
gtgggctaga
gttctetttt
ggattggggt
gagattgtgg
cagaggtttg
tagggaaggc
gaagagcagt
agtttaaggt
aggacaccac
cgtgcrtgtce
ggagggcgcea
atctrettgt
aggggaggag
gctggtgagt
ttreeettta
ttrttecteg
trttrgeteee
gcaggagget
tecctteect
cecrtgtggca
gerctcatte
actctccaca
atcccattgce
atcaagcccc
gacaccacat
ccttccagga

tttgattcee

tcattgggce
caaagcagag
gtggggtagt
cgaggccaat

gtrttgrttt

26

cagactctgce
gacaaggcag
ttatggacgt
tagggrteee
ggtacggtct
accccgtgta
tgggcaaccyg
gcttecceca
cagggtccga
gtcccgceecc
cgttggagga
ctcetgectg
tctgagacag
agtgttatac
aaatcatttc
agagagcget
ttggcgaact
agagttcagt
tagagaaagg
ttgretetee
gtggtcttgt
tggtcacaag
atacgtgttt
cccagetggg
ctgtcttcca
tcectecttge
agtggccctg
gaattccttc
ctgtcccage
aattctagat
gcttgataii
aagctttrte
gcaatgcctg
acattcataa
cttggctatg
gttrttttga

ctagccccegg
tgtttccace
acagtaagat
gaccctgacc
tctttgtaaa
gactggtgag
cctagaagaa
ctcctrecte
gagatggtgg
caactgcctt
aactgggett
ccacccacgg
catatcttac
atatgctgag
cagacacctc
tgtaacagaa
ttccatgtga
gacatattta
cagtgttaat
ccecgaccaga
tttgtcaacc
acccaaacct
cctetrgaaaa
tcatcgtcat
aaagtgcacyg
tccagacect
cggctatcce
ccctgectta
gtctgatgtg
crtecettge
yyyacaaacg
aaaatgtgaa
gctcttectt
acccaacact
aggccctgtc
tttgaaactg

21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
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caacacttta
gcttcgatcte
cgggcaagct
tgaattcccc
ggtgtcecctyg
aatgtcttag
gagggtgagg
agcttceecce
gagcccagtg
agccggcaga
cagaagagag
agactccact
tccaccatcc
agagtccaag
tgcaggagag
caaacaaaca
ggtcaggtta
ggcgcecatc
ggagcacgtyg
ttaataggct
cacacacaca
ttacattcta
agagccacag
gggtctgcag
cctgtataaa
cctgaccact
ccccatctga
ctcetetgeeete
gtgtagcatt
actggacttg
ccggaagagc
gctaaagaga
cgtaacgtga
tagcagctct
tgctttgaag
ttggggaagc

aatccagtca
tgatttgtgt
ctctactgct
taaatgaatt
tggttccaga
agcaggaggce
atggaggcag
aaaacaattc
ggcataggtg
gacaaataat
tgctgctaga
cacataaaga
tttagcatgce
tgatgcccaa
actaggttgg
aacaaaaaaa
gagtttattt
agaaagaaca
tgcttggggt
gagagtcaag
cacacacaca
agaacaaacc
ggrtccccact
aggcttcectg
ccctectteca
gaggatgaga
gggcacatga
gtttgtgatt
tacdagccectg
cagacagtta
agacagccag
caggagacaa
gactagggca
agtcttattc
tggctgaggt
tcecctgectg
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agtgcatctt
atgtgcacac
ctaaacccag
atcaatatca
ttccaggaag
catggagacc
gcttgcaatt
caagatcagt
aagacaccgyg
gttatggtga
ggctgcctga
cacaggctga
ccregtatec
acccaaacac
gctgtgatec
aacaaaacaa
atggaaagtt
aacaacaggc
acagccagac
cagacagaga
catgcacaca
attcctecte
ctctttgaaa
ggtgaceccag
caggttccct
gcacttgggc
ggtctcaggt
taatttaggt
gtgcctgagg
tgagccactg
cgctcteage
aggagagttt
gggtgatccc
cttaataagt
ccagttatct

cctgtaaatg

tgcgtgagygg
tgggggttga
ccctcactgg
tgtctttgaa
gacttttcag
ttggccagec
gaagctgaga
tcctggtact
tcgtactgtc
ccccagggga
aggagaaggg
gcagagergg
ccatcacatg
acctaggact
cattaccaca
aacaaaaaaa
atattctacc
tgatctggga
acggggcttg
gacagaagga
ccactcactt
ataaaggaga
tgacttggac
agccacagac
gaaaggagcce
cttccecatt
cttgggaaag
gtatgagtgce
agatcagaag
tgtgggtgcet
cactaagcca
cttttagtca
ccagtgacac
ccecagtttgg
acttccaagt

tgtccattet

27

gaactctatc
acctgggcct
ctttergttt
aaataccatt
ggaatccagg
ccacaaggca
cagggtactc
tgcacctgtt
atgtactaac
cagtgattcc
gtcccagact
ccgtggatge
ccagggatga
tgctereegg
aagagggaaa
aacccaaggt
tccatggggt
ggggtggtac
tattaatcac
aacacacaca
ctcactcgaa
caaagttgca
ttgttgcagqg
actgaaatct
cacattcecc
cttggagtgc
ttccacaagt
ttttgettga
atggcatcag
aggaacagaa
tcactgaggt
ataggaccat
cgatggcect
ggcaggagat
acttgtetet

tcaaccttag

cctaatataa
ttgtacctge
caactcccaa
gagtgctgct
catcctgaag
gtgtggtgca
aggattaaaa
cagctatgca
tgtgcttcag
agaaggaaca
ctctaagcaa
agggagccca
ggggcatcag
gacagacaga
aaacaaaaaa
ccaaattgta
ctacaaggct
tctatggcag
agggcttgta
cacacacaca
gagcecctac
gaaacccaaa
gaagacagag
ggtgctgaga
aaccctgtcet
accctggttt
attgaaagtg
atatatgcct
ataccctgga
cctggatcct
tctrtetgeyg
gaatgttcct
gtgtagttat
atgtattccce
ctttctggag

acaagatcac

23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24300
24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tttcectgag
cttrtgttgg
cggatctctg
ctacacagag
caaaaacgaa
tttergreece
tcatccggac
tctggggctyg
agcaaggagt
ctgatgtgea
tccacagacc
tgggctgggc
tgggattaca
ccagatctga
ggattctact
gcagttctta
agcgaagcag
agaaagggtc
atacatggaa
caggttcacc
tactgtcagt
agctcecctga
tcacattctc
atatgattcc
acctggagct
gggaggaaga
ccagkctctce
agaaaggaga
actgagtacc
gtgggactce
gatctgaatqg
aagctacttt
tctctgtate
agaaatcccc
ggcccaaagce

gttcattget

cagtcaggcc
gtggaggtag
tgagttcaca
aaaccctgtce
caaacagaaa
tttgccattt
acacccagaa
ggtggatigg
atgtggtgca
ggtatgggca
ccteeccect
tggctagctt
gtcatatatg
gtgcttgcaa
ttcrattcaaa
ggcctgcetga
aggacaaaga
agggaaggaa
cctggtgtac
acactgggaa
catgcctgaa
agaaaggcaa
tgtatgecta
cceeLeetecte
ggcagtgggc
tgaaggaccc
ctacagatgg
gggtgaggca
agctgegtgg
tagcccagtg
tggtcecaqec
grtetgtttgte
accctagctg
ctgeetetge
tactttaaga
gtagaattgg
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agtccaaagc
cactegceccte
gccagectgg
tcgaaaaaaa
aacaagccag
tagactaaaa
ccagatgtat
ttagatggca
tagcaaacga
catgcaagca
tttaacatgg
gtaggtccca
agcacacctg
ggcaatecggt
gtatttctat
gagtcaagtg
aatgaaaact
atgaaccaga
atgttatctg
acagaagcca
gaaatggaag
gaagctgggc
gcagggcagt
acagtcatct
agctgcagtg
agaggaccac
gagacagagg
gagaccaaag
cagacagcca
ctggcagagg
ctagtttcet
tgttttggtt
tcctggaact
ctcctaagtyg
gagagagagg
agtcttcata

cctrcaatte
gaatcccage
tctacggagt
caaaaacaaa
agtgtttgtc
gactcgggaa
ggaagatggc
tgggctgggt
ggaagtttgc
gaagccaagy
gcatctctca
gggatctgca
gcttttteat
tgaatgactg
taaatcaatg
gggagtgaga
tgggattcga
tgaatagagg
catggggttt
aaaagaagag
caattaacga
tgtgggcact
attggagact
ggggcreceg
atagatgtct
cgacctctge
cgagagatga
gagggaaaca
atgccaaggc
ggagtgctga
tocaagrrort
tggreeegee
cactctgtag
ctggaattaa
aatgtataag

ttccaggtaa

28

agctttcata
attaagaagg
gagttccaag
agaaataaag
ceccgtatttt
agcaggtctce
taatgtgctg
gtggttacga
acagaacaac
gacagcctta
tcggectgga
tatctetgece
gtgggttctyg
cttcatctce
agcceccctgce
gcaagcctcg
ggctcgggat
caggaagggt
gcattgcaat
taggtggtgt
tgcgccgcaa
gaagggagct
gagacttgac
agcttcgtcece
gcaagaaaga
tgcctgacaa
atggtcaggg
cttgtgetct
tcggectgatce
atggtgcatg
qaqataaage
tggttrtteg
accaggctag
aggcctgegce
tattataatt

tctecccacag

aggaacacce
cagagacagt
acagccaggc
aaaaagaaaa
attaatcata
tctetgtttc
cagttgcaca
tgactgcagg
actgtgtgta
gggtagtgtt
gcttgccaac
tcecctagtge
ggctttgaac
ccagaccetyg
cctgcactca
agaccccatc
atggagatac
agggcectge
ggctcttcag
tggagtcaga
ttaggatatt
ttgaatgatg
ttgtgtgtcc
ttgtccaaga
tctgaaaaga
agctgeagga
gaggagtcag
acagctactg
atggcacctc

gtttggacat

aggcagggtt
cctcgaacte
caccactgee
ccaggttata

acatgccaca
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aaacaacctg
caaatctaca
ctcattgcta
ctttgggatt
tgggagagac
ctagcaagaa
attaaacttt
gggaaacaga
tcctatagag
ttgtcecteec
tatatgaggg
gcctggagaa
cacacacaca
gagcaagtac
tctrgcceta
ctgtgtgcee
tgcagcagac
ttcagaaagt
gactctaggce
tcttrcecee
tccteceegte
ttagacataa
attctgtgte
gagtcgcect
tggtggcact
gggcaatgtt
ccatgggtta
gaggcaaaga
tgcttagtgt
aaaatgcatt
tataccatgt
tagacagttg
ccrttgtaaa
attctcaaag
tcgagtcacc

gctcatgaaa

ttctacgaaa
agaaatagtg
agtactggga
tgagatggtc
ccatacacct
ggcctteect
cttgttactg
cttgectgga
aaaaagaaaa
cgaggaggtg
tcrtggggtaa
ggtcactaca
cacacacaca
agtacttaaa
tgagttgaaa
acgtttetcer
tacatatgct
catctgtgge
tggggtggaa
tgrggctcca
cacttagttc
gctttggetce
ttccacatgg
cagtgtctcet
ctgggagttc
gggaaaacct
agaagtctag
aaggtgaaac
gtgtgtgtgt
cttttaaaaa
gtgtgtctgg
tgacactccc
gcagcaggtg
aggagtcctc
aaagctactg

cttaagtaca
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tctcrcatgg
acagtcacag
agatgaaaac
ttttgcagag
ttcgeegect
ggatcaccca
tcgtcaaage
tggataactt
ttagctggca
gcgagtaagg
caagaaggcc
gagagttctce
cacacacaca
attgtgtgat
accaaatggc
taaagcgtct
cagccctgaa
tccaggaccg
gcaacgctta
acctggacat
tcaacaataa
attccccecac
ttagttacct
aggtgatgct
aaagccagcc
ttctcaaaca
acgagccatg
tcttrgactt
gtgtgtgtgt
tatgtataag
tgctgaagga
caacccccca
tctatgaacc
catatttcce
caaaccctct

cacacacaaa

actcccttee
tctctaacgt
tctacctagt
ctcctaatgg
tatgtcacct
ccaccttgca
acagtcggtce
gtacattgca
cacagataga
tgtaaatgtt
tgtgaatata
caactcagtg
ccacaaagaa
tgtgtgtgtg
ccctgagagg
gtctggtttg
gtccttctag
cctgcactet
cctctgggac
aaaatagatg
ctactctgag
tagctcttac
ctecettcecat
tgtaagatat
tgatctacac
aaaagagggg
gtgatgcata
tgaggccagce
gtgtgrgtgt
tatttgcctg
ctaggcatag
ccatgtgggt
ctgaaccatc
taaactgaac
tagggaacat

cacacacaca

29

ccagtaattc
tctgggeatg
gtcagcattt
ctacatggag
gacctgctec
cctccagaac
tgggttgtat
taatgtctag
ggccctggag
catggatgta
aagcactgaa
cccatacaca
aaaaaggaag
actectgatgt
cataacaacc
ctgctagcat
ggtgcatgtc
ccectctgeeg
aagtataaca
caagctgtgt
agcacttatt
ttecttaact
cctggttege
tctttctaca
agcaagctcc
ttcagkttgtc
cctttecatcc
taggttacat
gtgtgtaatt
cacatatgta
actccctaga
gcttgaagct
tcteccagtet
atccttatca
tcactattca

cacacagagt

taaactgtgt
agtctgaagt
ggagcagagc
agagggggcec
ttgggaagct
tcagagccaa
cactgtcaat
aaatgaaaag
gaggctggcet
aatgggccca
ggtatgtcta
cacacacaca
aaaaatctga
cacatgctca
acactgttgg
caggcagact
tcttcagaat
cgaggctgca
tgttggctet
aataaatatt
aataggtggc
ctttcaaacc
ctcttectece
aagctgagag
aggatatcca
aggaggagac
aagcacttag
agtgataccc
taaaagtcta
tgtatgtatg
actagagtca
aaactcctgt
ccagatgtge
gtgagcatcc
cttctacttg

catgcactca

28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920
28980
29040
29100
29160
29220
29280
29340
29400
29460
29520
29580
29640
29700
29760
29820
29880
295940
30000
30060
30120
30180
30240
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caaaagcatg
tactttaaaa
tggaaactga
aagagagagt
cccaagaaac
tctgccataa
ctctcccaca
gtgggaatga
aactgatcta
gctttgattc
aacagcctct
ttatctgttg
cccactttac
ctatgttctc
aagggtggag
acttaagtct
cctcaaactt
ttaaacacta
cttatgctga
cagaatctee
tggcggegta
tacaaatctt
actagcctcea
tcecectteect
tttaggttge
tactgggcct
gaaactctgt
ctggccaaca
gccagagtca
aagtcaccce
tttgcagagt
grtgrectatt
cagtcgggtg
aaaagaaata
ccetggggaa

ctctaatctce

catgtacacc
catcacttct
acaaggtaga
tccacacctt
tagtgegttt
gatctcerge
ggcecccettct
tcaaatacaa
gggagctgge
ccagraccca
tctgacctee
atccatctct
gaagatgtca
acccttgcaa
ggctactgag
ggtcttggaa
cccacacatg
cataaggtag
aaccccatct
atgaatggat
atgacctcca
cttaggctee
ggragttaac
gttcaaacca
cagtatttat
caggggcaga
ctgaaaagac
cacagccatc
gagtttgcaa
ccttctcaag
catcacggag
caggacatta
ttgeggtget
aatgatatca
cgaggccggg
ttgatttect
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atccttatta
gcettttggt
gatctagaaa
ccaggaacac
cctgtatgca
atccagacaa
tgcctggcag
ttatcaagga
tcagcagtta
catgatggct
atagacaaga
ctagcctceat
ctgccecagtce
tttataagaa
atggctctag
tccacatggt
tgctgtggct
ggtttecetca
ccattgtgcc
taatgagcta
ccatgatgtt
cagagtecgtg
caccgaaaat
cagtgcccta
gtaacaacaa
gacaggtgga
aatatggtga
tctgcacatc
gtgcregtgg
ctagcagcac
ataogoaage
ttgagggcca
aggttatttc
ttetetcattce
acagcgcggce

ccctetgtct

gactatgctt
gggcaggtc
tcacagcagg
tgagcagggg
tgectetcag
gcccagggga
tatcttceteca
aaaagtaaaa
agagttcegg
ctcaactgta
cctagtcctce
gccagatcat
atttgccatg
agatatctgc
gggtaaaggt
ggagagagag
tatgtgtaac
tgaccccaag
atctggaaag
ttaagaaagt
atccagcatg
agcaaaaaaa
gaaccaaggc
ttatctaaaa
ggccegttga
gccctggage
gtgacccggyg
tgtagttgca
actgaatgca
tggctitcgge
agqaqaocecte
agatgacaga
tgtgtctgca
aggcaactag
tcctgagteg

gtttcertee

30

tgctaaaaga
caagattggt
tcagaagggc
gctgggacct
agattccata
agttgagagg
tctggaggag
aacatatata
ctgceccttge
tctetgetee
tgcaagagca
ttaaaactac
agtggatatt
atttgtcrec
gcttgccaca
aagagattcc
cccaataagt
gaatgatgcc
agacaattgc
ggcttggtta
aaggtcctcea
gcacacctct
agttctaata
gataaacttc
cacacatctg
ttgaattcca
aggatatctg
agccttttgce
cgtgttgctg

cagctgctca

taactctatc

‘gaaaacagtg

attcegtggt
ctatttccgt
tcttgetggg

ctttcctaga
actggegtac
cagcctgtac
tgcectctcag
agatctgect
ctgcctgagt
aggaatcagg
tactatatatt
ttcagatctt
caggggatcc
ccaaatgctc
tggacactgt
tcgattctte
tgagagaaca
aaatctgaca
cgtaagttgt
aaagatagtect
cctgatagag
atcccggaaa
ttgcacatgc
ccagaagtca
aaataaatta
caaaaccact
aagccaagct
taactcctag
ggttctgtga
atattgactt
actaagttccg
gtgatctaca
ttcaagectce
caogectgty
acttggccaa
caacctggac
acaaaaggct
ctgtcaactt

gcccagtgga

30300
30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
30900
30960
31020
31080
31140
31200
31260
31320
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
31860
31920
31980
32040
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32280
32340
32400
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gtctgtgtac
gggggaagct
aatttaagat
ccccgeectg
aaaatgtggc
ctctgceccage
ccaacttttg
agggaaggct
ttagttagct
ggtttcegec
caggtgggcc
atatgagctc
tgagaactgg
gcagagatct
ctgtctcaag
acacacatrgce
caaatacata
ctccttagtc
cttcatcttg
tcegteatte
gataaagaca
ttctgttcat
ctrcaccaca
tccaaccagec
tttcccrect
aacgattaca
gctgggatga
ccgaagctga
cctaccacat
tggtggtgct
ttttctgett
gcagaaagat
atagttactg
gagactctaa
gaatggaccce

atggtctgga

tcacagggag
gtcggeecag
aatgagtctc
tcaatctgge
tggaccgtgt
ccecggtgect:
atgatggtgt
cttcagggag
tccacctggt
ctcatcecacc
attggtcact
actgagtcct
agttcaattc
taaagctcect
aaacaagatg
acatacatcc
cataaaaaaa
tcctggetac
actcctotge
ataaactccc
cacactacaa
ccggccaget
gctectcceat
acaggecccag
gaatctacca
aggaagccaa
attcacattt
gtccaggaag
cagctggecec
ggtggtggtg
ttacaaaact
gacttatgce
tcaaaagtaa
aatccagatt
agatagaagg

cagaagcatc
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gagggtggca
tgactttttc
ctcattcacg
taagtaagac
gccggcacga
tttecttteg
gcgecggglg
tcatctagcc
cccttatceg
ttgccetete
cecgctaccac
gcgggatggce
ccagcacatg
ggccagacag
gaacatcaaa
acacacaggc
taaatacata
gctcttgtca
actttgcatg
tctaaatttc
agtcaccgtg
aagtagtcca
gctacccagc
tctggcttet
ccttetttet
tgaaattagc
ccaggccecttt
ctgaatttaa
tgactgagct
gtggtggtgg
ttecctaattec
tatataagat
ttctatttat
atgtatttaa
tcacggcaca

cagagagggt

aagcccetggt
cceceetctet
tgtgctcact
aagtcaaatt
aaccagggat
gaaaggagac
actctttaaa
ctcecctcecag
ctgtcteege
agttcctaga
tgttaccatg
ttggttggta
gatgtatctte
cccagcctaa
ggtcaacctc
aaacacatgc
cacacataca
cccccactaa
cctttteeag
ttccectgee
ggaccagttt
acctctctgg
cctgcaaacc
atgtcctaga
cecttetect
agtttggggt
gctttgecece
aatcacactc
gtgtcrgggt
tggtggtggt
ttatacaaag
ataaagatga
acacccttrat
aaaaaaattc
agtatggagt

ccaagacaaa

31

cctctacggg
ttctcttaga
attcataggg
taaaagggaa
ggcggtctaa
ccggaggtaa
atgtcatcca
gaaaagattc
ccactagtcce
aagcagcacc
gccaccaagg
atatgcttgc
cagcacctgg
ttagtaatca
ttgtcteccac
acacacctga
tacatacacc
ggcttcaact
caaaggettt
ctettceeece
attcacccac
tgetgtacec
ttcagcctag
aatctccttce
gacctctaat
acctcagagt
ccggattctg
cagctgggtt
ggcagtggtg
ggtggtggtg
gacaaatctg
ctttatgeca
acatggtatc
cccagtcctt
cggagtgtgg
tgcctegect

ctgggggaag
aaccagtcte

acttatccac
cgtrtttcta
gttacatgct
aacgaagttg
tacctgggat
cactteeggt
tcatccatcc
gtagtcttgg
tgtcatttaa
tgcaaaatcg
aaggcaggga
gtgagagacc
acacacaaat
acaccctcca
aacattcect
tcttetattt
tctttaaatc
tctctaggga
ccacccctgce
tggaccctgg
cctetggttc
atrctctceca
gtctrggtcea
cagcagggga
acaggcagtt
ctgaggcagc
ctggtggtgce
tgtgtgtgtg
cctcatatag
ctrattagca
gctetttgttg
aaaaggtgaa
agtcctgcca

cctaaggaac

32460
32520
32580
32640
32700
32760
32820
32880
32940
33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33780
33840
33900
333960
34020
34080
34140
34200
34260
34320
34380
34440
34500
34560
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actggcagcc
tggaggggct
aaggtgctgce
gtttagggag
atggttgatg
tgccagcttc
tacacatcca
tgagagtgtg
agctacctcc
agcaccccag
gccgtggacc
cacaaccatt
ttgagacagg
tggccrcgaa
cccattetta
ttagctgctg
atccctgact
cccgaacaag
ttacactctt
cccraagcca
agtcaccaca

acgtgtgc

<210> 18
<211> 9301
<212> ADN

<213> Homo sapien

<400> 18

tagaggagaa
ctgaggaAaaa
agaggggcete
ggtggcgtge
cctgctggta
tgatgccacg

gaacaacaag

ctgatgaggt
taaagcgtga
agtgggagcc
gtggggattt
agttggaact
cacatctgcc
aaagaggaag
gcaagcccta
tgagctggaa
cagectgtge
cacccacagg
tttcacatca
gttectetgt
ctcagaaatc
atggtgatcc
tcttctgage
cgggcccegat
tccagteect
ccececttgetce
cctctgtaag

ccctetggag

gtctttgggg
ratannaces
taaaaaggcg
cctectetgg
cacacagcect
gaaatcatcc

accatgaacc
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accagagatt
ctgtagcagce
acatgagagg
gtggtgtgga
aaaacagggg
cceccacccee
agtagcctac
ggctectgte
ctattttagg
ttgcgtaaaa
acaagtatgt
tggcatcttc
gtagtcctgg
ctgggattaa
agtggttgaa
tacctggtac
caagtccagt
agctcgatta
tggacttget
acaactaaga

gtgtgtggac

agggtttget

laTlololos e lotololed
SJLlllig=wve

accgtgtcte
ctggtaccat
tcegtgtage
ccgagetcgg
gggcggagaa

gctaagtgga
cctcegctga
tgatgtcttg
gacaggcagc
ccatcacact
tgtctggcac
tgggcatgcece
caggatgcag
aataaggatt
gcaagtgctg
atgcatctgt
ctaaccccca
ctgrcctgga
aggtgtgtge
atrtecgggec
aatctttatc
tcctgggeec
gctcatccectyg
gctttcttta
taatacttcc

acatgttcat

ctgagcacac
agoctgtect
ggctggagac
gcagcrccca

ggagggccag
agagtaccec

cggagggcgyg

32

ggaatacagg
ggggctccag
gagtcacctc
ctcaaggatg
ggctcccata
cagctcaagc
acctcttctg
ggctgccaga
atgccecgecec
ttgatttatc
ttcatgtatc
ttcteeettg
actcactttg
caccacgccc
acacacatgt
ccectggggec
gatcaagtcc
gctcecctgge
ctcaagttgt
ctcaagcacg

gcgegtggtt

ccettteect

tiyycegg
cagagcctgt

<

ctggcccrgt
gggtggcagg
gagcctccac

ccteececacce

atcagaccca
gtgggcgcec
gggtaccatt
cttttcaaca
gcrcectggget
tctgtgattc
gaccatcagg
taggatgctc
ggggttggce
taaaaacaga
tgaaaagcga
trettgteett
tagaccaggc
ggccctaacce
ccattaggga
tgggctcctyg
agttcctggg
ctgttcttac
ctgccacagt
gaaagtcctg
gcgcttacgt

ccctecegggy
catgaagcag
gctactggaa
gtctegtctg
cgttcaagaa
cggagctgga

acccctttga

34620
34680
34740
34800
34860
34920
34980
35040
35100
35160
35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35640
35700
35760
35820
35828

60
120
180
240
300
360
420
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gaccaaaggt
aacttctectt
ccagcactgg
gccttcaaat
gaggacgctg
aaaagaaaag
taccactggg
caccggacac
cccaggaggt
ggtagtgaga
tgtggg9999
cccctgecagt
ttreccggcac
agcagcatcc
cttgcctcat
acagagaagc
atgggggcgt
aggtggcaga
tgttgggact
tcttcaaaat
tgggctccag
tggactccca
tctgcagagg
tcectgggea
aaaccagccc
tgtgcttgct
tcttaagact
gggtggactg
accataggag
tctgectgec
gtgcccagca
agctcagggce
cccagcccag
ggtgctggga
ttttctctgg

tgattccttt

atggggtgga
tgggaggcet
tcgaggaaca
tcaggtgcag
gggtggtgag
gtttcaaaga
aagggaacaa
tctatgctgg
gaacccccag
agagctgagg
tgtgggggac
gtgcattgcce
agttttagcce
tctgtgcagg
tccaggggag
ccaggtgaca
ctgaaatgac
gaagtccact
atggggtgct
ggaggacaag
cgactgcetg
cgagaggcca
aagtgcctgg
aatgccccce
acagaccaga
cttcagagtg
atttrtecact
gtactcacac
acatggtcaa
cagggagtat
gagagccagyg
ccctatggta
ccteccatgg
ccccagggaa
ctgggcctca

caagtctaat
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ggagagaatt
ggaagactgg
gtcttgectg
aggcatgagg
ggtatggcat
atctcctecet
ggtaagggag
tggrggetgt
ctcgaagggg
tgtgaacctg
agatctccac
catggcctgce
cctgacatgg
agtagggaca
ggagaaggaa
gtgtgcatcet
acttcagact
gcccaggctce
aaaaagggca
ggcgectecc
aagggctgta
cagcccctga
cctaggggcg
tgaccacaca
aagcagcccc
g999tggggg
ctttcttgete
gacgaccagc
ggtgtgtrgca
caccatgagg
tcaatgtteg
ggaaagtaac
atgctcgaac
gtggagtccg
gtattctcat

gaattcctgt

cttagtaaaa
ggtagaccca
gaggtgggag
caacagacgc
cagggcatca
gggaatatag
cctceccatce
cceccaccaca
aagaaacagg
gtttgatcca
aaagcagtgg
ccagggagcet
grtgcagctga
tctgtcceca
gaggaaccct
ggctctataa
aagagcttcc
ctggacccca
actgcatggg
cccacagctc
aggaacccaa
ggaagccaca
ctattctcga
cacattccag
agacgatggc
gtggccettct
acattggaac
tatttcaaaaa
ggggatcagg
cgccecattca
tggcagctga
gacagtaaaa
gcagagcctc
gagatgcagc
tgataatgag

cctgatcace

33

gatcctgggg
gtgaagattg
aagaatggct
tggtgagagc
gaacaggctc
gagccacgtc
acagaacagc
cagacccaca
ttccaggcac
actgcaagat
ggaggaaggc
ggcacttgaa
gteccaggcee
gcagccacce
gggttccrgg
ttggcaggaa
ctgtcctetg
gcecctccceg
aggccagcca
cccttcetagg
acacaaaatg
tgctcaaaac
aaagccgcaa
ccctgcagag
agtggccaca
ctgtceectce
tatccccatg
gctececcaccee
ccaggectceg
gataacacag
acctgtaggt
agcagccctce
cactcttgcec
ccagectrtt

ggggttggac

tcccettcag

aggttttaga
ctggeetctg
cgctggtgcea
ccagggcagg
aggggctcag
cagctgetgg
acctgtgggg
tcatggaatc
tcagtaactt
agccctggtyg
cagagaggca
ggaatgggag
tggaggggag
cagtcccaac
tcaggcctge
tcctgaggece
gccattatec
cctcacaacc
ggaccctceg
caaggtcagc
tccaccttge
aaagtcatga
aatgcceect
gtgaggatgc
tctececetge
tctggtttgg
aaacctttgg
atctaagtcc
gagcccaatc
aacaagaaat
tttgggtcag
agctccatcc
ggagccaaaa
gggcaagttc
acactgecett

tcectegect

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
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ccacagcagc
gtecacccct
tgtgctgagt
ataagaagac
atatgtgcca
ggcggcccat
ctgcagtgag
cagggtgcgc
tgttcagggyg
gacgggcecgg
ccacagacgt
ggccgtgecg
cgecgectget
tcecgetgeat
aggcgccgceg
gcrrccacaa
gccggaagcc
cctactagag
cccacatetc
acccagggca
cccectcagec
cactgagcca
aggcagaaat
aaagtccagg
cagaaagcct
gtcctggeec
ctcaatttcc
ggcatatgat
gaaagagaga

gagttgtgat

ttcccagect
catcatccat
atccgeccca
tcaccttecg

gccatcacaa

tgcectgatt
cccaagtggce
acttaccctg
cccagaagag
aatggtattt
tttgcagaca
cgatggagcc
aggagagctt
caaaagcctc
tccagggcag
gtccgagtac
cagcgccaag
gcccaacgec
cccegacege
cgcgegeaag
ccagtcggag
gcggeceege
cccgeeecgeg
tgtecctetge
gggggctgag
cgccagctga
cgcagccceg
ggaagcattt
gactggttaa
gaggcgtgcec
tgccactaac
actttgtaaa
tccaaggact
gaatgaatgc
gctctetect

ggcttccceg
tggggtagaa
acttcccaaa
aagagaagtg

actcacagac
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tattaccttc
tggaaaagga
cccaggcecag
aaatgataat
tctgecattgce
ggaagaagag
ctggtgtttg
tccaccagcet
tggagacagg
gggtggccag
agctgcegeg
ccggtcaccg
atcggcegeg
taccgegege
gtgcgectgg
ctcaaggact
gcccggageg
cccectececa
gcgtggteeg
accttccagg
ggggtccecac
cctctgggge
tcaccgcect
gaaagttgga
cagagcacaa
ttgetgtgta
atgagggtgg
ccagtgecett
agttgcattg

gacagccaaa

4]
ct
r

]
gatgtttgge
aaggagaggg
gagcagcatce
aaaggttcaa

cagcacatcc

aattaacctc
atttgggaga
ggaccetgeg
aataatacat
gtgtgtaatg
agaggttaag
aaccccagca
ctagagcatce
cttggcaaaa
gcgggcggee
agctgcactt
agctggtgtg
gcaagcggtg
agcgcgtgea
tggcctegtg
tcgggaccga
ccaaagccaa
ccggegggeg
attgtttata
ccctgaggaa
gg9g9gcaggagg
cgcctacctt
ggggttttaa
taagattece
gactgggggc
accttgaact
aggtgggaat
ttgaatgggc
attcagtgcec
gatgaaaaac
ctgacaaaci
tacctccacc
tccgagggty
ccteceecga
ggacactggc
cttttgagac

34

tactccteec
agccagagcce
gcacaagtgt
aacagccgac
gattaactcg
gaacttgccc
gtcatttggc
tgggaccttc
gcagggctgg
accctcacgce
cacccgetac
ctceggecag
gcgacctagt
gctgetgtgt
caagtgcaag
ggccgetegg
ccaggccgag
cceceggeect
tttcattgta
tccegggege
agggaattga
tgctggtece
gggagcggtg
ccttgecacct
aactgtagat
acacaattct
aggatctcga
agaggtgaga
aaggtcactt
aaacagaaaa
Cculyyaayaa
cctecatctce
gtgggaggga
cccatagcca
cttgcaggcc

accgccrtct

tccatcccct
aggcagaagg
ggcttaaatc
gctttecagct
caatgcttgg
aagatgacac
tccgagggga
ctgcaataga
ggtggagaga
gcgectctcet
gtgaccgatg
tgcggecegy
gggceecgact
cccggtggtyg
cgectcacee
ccgcagaagg
ctggagaacg
gaaccegege
aatgcctgca
cggcaaggcc
gagtcacaga
acttcagagg
tgggagtggg
cgctgeccat
gtggtttcta
ccttegggac
ggagactatt
gagagagaga
ccagaattca
aaaaaagtaa
gcratgeege
aaagaaataa
tagaaatcac
tgttttaaag
cgagggagca

gcccaccact

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
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cacggacaca
ttacactaaa
tgcagagcat
tactrtecege
tatgaaagcc
aagaatgaaa
atttatgcaa
agtcrgttct
gatgtggtct
tcttggtcac
ggcaattatg
atcttcttcac
ccatgetgge
tagctccecce
gcttgactcc
ceceetgettee
aggattcaca
gatccetctce
ttecrgteeec
ctggcataga
tcttcgaagt
agectectge
tagctgagtt
ggtgggatgg
cccacaaaga
ttgaattaat
cttcectgggg
catgagtgtc
ctgagaggca
tgtttgtreg
atcrcggctt
cagagtagct
agagacgggg
gcetgecteg
ggttggtgtt
catacttggg

tecrctgcecta
agaatatcac
aatagcrgcc
gtagttctta
tgcaggactg
gtagtggttt
aagttrttet
tccagagtcec
catcrtgtca
tagagctcca
tcttéctttg
ccagggcatg
ttccaaaatg
ttgcccagga
cacctcecac
tcagtttgee
ttacttgtca
tcctctgagyg
catttgacag
caacacaaag
gtggatttga
acttctctca
agcatcttca
tcaactggaa
aagctgaggt
catcatcatc
ctccageccc
tcagggccca
gtgcggtcca
ttttgagaca
actgcaacttc
gggattacag
tttcaccatg
gcctcccaaa
tgaatctgag

cccagttcct
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gaaaacagct
tgggggaaaa
acccaaaaat
attgttaaaa
gtcgttteee
ttaaagagtt
tgtagagaat
agagacattg
accacacatg
accttggaca
aaaagtcatg
gtaataacct
ctgrtctecat
tcaagtgcag
tccaccaage
atccacactt
tctetteece
ttccageecce
tcattcatgg
ccaagtacaa
tgccrectgg
aagtctcgee
gatgaagagt
agctttaaat
ccctectgat
aagtctttga
cgaggaggcc
gaatatgaga
gtgggtgggg
gagtctcgct
ctgccttece
gtgcgtgeca
ttggccaggc
gtgctgggat
gagactgaag

tgeccctaccec

tcttactgct
actacaagtg
ctttttgaaa
aaaaaaagtt
tggcaattct
aagttacata
gacaatgtta
ttaataaaga
acgtcatttc
cacctttgac
ttcateccctt
cagccttgta
tgtatcacte
tttcectatc
trectactga
agcaccccca
taaccttcca
ttttgtctac
aggaccagcc
ttcaggacca
gtagaaatgt
tccecaaggt
aaccctaaag
taagtccage
gacttgtcag
taggtgtgag
tcagtgagcc
gcaggtagga
acacgggctc
ctattgccca
ggattcaagt
ccacgcctgg
tagtctcgaa
tacaggcgtg
caccaagggg

ctcacttgag

35

cttacatgtg
crgtacatat
atcatttcca
ttaaacagaa
tccacgtgqg
gectatttect
atattgctet
caatgaatca
tgtcaaagtt
tgceetetgg
cctteccaaa
tcctettage
ccctgetcaa
tgacatggga
ctccaaatgg
ataactaatc
gagatgttcc
accactactt
tggccaagte
gctcacagga
aggatcttca
gtcttaatag
ttactcttca
ctaccttggg
tttaactacc
tgggratcag
cctgcagaaa
aacagagaca
tgggtcaggt
ggctggagtg
gattctcctg
craattetttg
ctcttgacct
agccaccaca
traaatgttt

ctgcttagaa

atggcatatc
gctgagaaac
gacaacctct
gcacatgaca
acttgtccac
cacttaagtt
atgaattaac
tgaccgaaag
gacacccttc
tggceccttgt
cccagaccge
agccteeccct
aagccttcca
ggccttctet
tcatgcagat
ctcttterte
aatctcccat
tggttcctaa
ctgettagta
aacttcatct
aaagtgggec
tgctggatgce
gttgccctaa
ggaacccacc
aataacccac
tggceggtece
atccatgcat
tctteccatce
ttgtgttgtt
cagtgtcaca
cctcagecte
tatttttgat
caagtgatct
cccagcecca
tgcececacagce

cctggtggge

4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
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acatgggcaa
agtaatttgce
tgttgcttag
caaagactgc
taccgagtcc
aaacctaggyg
ceccattacca
tttatggaaa
gaacaaacaa
TTCLgogEgt
gggatagaayg
tctetcacac
gtacaaatca
ggaccccaaa
agagecergea
gtgecatgtce
aacccggetce
cececacceca
cteagectatt
aggcagggga
tegtttacac
gacccaatct
gcgtggrggc
gaggtcacga
acaaaaatta
acaggagaat
ccerecagec
actgcaggaa
cagcaccgac
aatgacgttc
gAQAGACT A
atgcccaatt
agctggcage
gagatggaag
tggtcatgec
aaggagaggyg

taaccaggtc
tctgtggagy
agattttcca
aagtgcatgg
ttgccatgtyg
cetgeerecte
cgagggggaa
gttatattct
cagacctagce
acagccagac
gaaataggtce
acacacacag
ggccacatot
attccctgte
gaagccacct
ccacaccege
ccagatcatt
ttcttggaac
gggcagetto
atattcctee
ctgtaggeca
gggcagtaaa
tcacacctgt
gttagagact
gcaaggcatg
ggcttgaace
ctggcaacag
gaacccaggt
tecctgeagga
tgctttagag
attcarcate
reccracaat
gagcagcetgce
gagaggggtyg
agcagattta
tggggatgga
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acactgttrt
ggatgaggga
ggtggagaag
ctgctcatgg
caaggcaaca
gagacctgaa
aaaaacctga
acctacatgg
tgggaggggc
tcagggettg
ccrtecreec
acacacacac
acacaaggag
ttocttgaac
gcgagtaage

ccaccteocca

gattatagcet

ctgeectetg
gaccaacagc
tagtcaatgc
agcgtaatta
ttatatggtg
aatcccagta
ggccrggeea
gtggcatgca
caggaggcag
agcaagactt
aatgaatgag
aaggcgagac

accgaacctyg

tgtctggggt
aggtaggaga
cagagcacac
aggeggaggce
gaggaagaga

gtaccaagtyg
tagtggttag
ggggcttcta
gtagaagaga
tgggggtacc
gatacaggat
aggctaaatc
ggtctataag
agcattttgt
tattaatagt
ctctetetete
acgectetgra
gtaaaggaaa
caggcaggac
caagttcaga
cctgetoctt
ctggggcctg
tectrecteccete
tgaggcrtcct
gaccatgrge
ttaacagctce
cccatgctat
ctttgggacg
gcatggcaaa
cctgtaatcec
aggttgcagt
catctcaaaa
gagaagagag
actgggtcat
agccctgaaa

actgaatec
gcctaagett
gataggtacc
accreeectg
aggggagatg
gggtgatcat

ttatgggaat
ggaaagcree
ggcagaaggc
atccaccatt
aggaattcca
ggatcagece
gtaggtcgyg
cctggcgeca
tgtaggggge
ctgagagtaa
tcrceetete
ggggtcrace
agaacgttgg
ttacgcagcet
gtcacagaca
gacacagcce
caccgteeott
tgtccaaggy
ttegtggety
ceggtttgee
ccacttctac
taagagctgce
tcaaggcggy
accccatcett
caggtactcyg
gagccaagat
gaaaaaggat
gggceegagte
gggtactgaa
gtgcatgect
ctgecccacca
cataagggag
cctgacaact
gggcgggaga
tcattcatec

gactggatgc cagctgtgag ccaggcacca ccctagctet gggeatgtgg

ggagcctcat ggagctcaca gggagtgctg gcaaggagat ggataatgga

ataaacattt agracaatgt ccgggaatgg aaagttctcg aaagaaaaat

agcatataga Cagccctgaa ggcggocagg ccaggcattt ctgaggaggt

c

36

ccaagatagg
acaaaqgtggg
atagcccaag
cctcaacatyg
agcaatgtcc
aggctgceaac
ttagaggtta
atcagaaaayg
ggggcacatg
gacagacaga
actctctete
tatgctccaa
aggagccaca
gggagyggtygg
ccaaaagetyg
tgtgcrccac
cctgccacat
caggcaaggg
gagatgcagg
cagggrggtc
tctaaaaaat
aacttgctgg
tggatcacct
tacraaaaat
ggaggctgag
tgtgccactg
actgtcaatce
accatagtrgg
gggtgeccty
gttcatgggt
crgecceteca
agagggccag
gtgggaaaga
tcctgaggge
ggaagtgaaa
cattgctace
ttgtaatctt
cggataacaa
aaagcLggtyg
ggcatttgag

6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9301
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<210> 19

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 19
ccggagcetgg agaacaacaa g

<210> 20

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 20
gcactggeeg gageacacc

<210> 21

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 21
aggccaaccg cgagaagatg acc

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 22

gaagtccagg gegacgtage a

<210> 23

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

ES 2272093 T3
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<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 23
aagcttggta ccatgcagct cccac

<210> 24

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 24
aagcttctac ttgtcatcgt cgtecttgta gtegtaggeg ttctccaget

<210> 25

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 25
geactggecg gagcacacce

<210> 26

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 26

gtegteggat cecatggggte gcaggegttc aagaatgat

<210> 27

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 27

gtcgtcaage ttetacttgt catcgtectt gtagtcgtag gegttctcca getcgge

38

25

50

19

39

57
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<210> 28

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 28

gacttggatc ccaggggtgg caggegttc

<210> 29

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 29
agcataagct tctagtaggc gttctccag

<210> 30

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 30

gacttggatc cgaagggaaa aagaaaggg

<210> 31

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 31
agcataagct tttaatccaa atcgatgga

<210> 32

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

ES 2272093 T3
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<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 32

actacgagct cggccccacc acccatcaac aag

<210> 33

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 33
acttagaagc tttcagtcct cageccectc ttee

<210> 34

<211> 66

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 34

aatctggatc cataacttcg tatagcatac attatacgaa gttatctgca ggattcgagg

gcccct

<210> 35

<211> 82

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 35

aatctgaatt ccaccggtgt taattaaata acttcgtata atgtatgcta tacgaagtta

tagatctaga gtcagcttct ga

<210> 36

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2272093 T3
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<223> Cebador para PCR

<400> 36

atttaggtga cactatagaa ctcgagcagc tgaagcttaa ccacatggtg gctcacaacc

at

<210> 37

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 37

ES 2272093 T3

aacgacggcc agtgaatccg taatcatggt catgetgeca ggtggaggag ggca

<210> 38

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 38
ataccaccg gtgacacccg cttcctgaca g

<210> 39

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 39

attacttaat taaacatgge gcgccatatg goccggeccct aattgcggeg catcgttaat

t

<210> 40

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

41

60
62
54
31
60
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<400> 40
attacggccg gecgeaaagg aattcaagat ctga

<210> 41

<211>34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 41

attacggcgc gecectcaca ggecgeaccc aget

4

34

34
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