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DESCRIPCION
Anticuerpos IgM naturales e inhibidores de los mismos.

Antecedentes de la invencién

Las células nucleadas son muy sensibles a la hipoxia e incluso cortos periodos de isquemia en organismos
multicelulares pueden tener drasticos efectos sobre la morfologia celular, la transcripcion de los genes y los procesos
enzimaticos. Las mitocondrias, como lugares principales del metabolismo con oxigeno, son particularmente sensibles a
cambios en las concentraciones de oxigeno y durante la hipoxia liberan especies reactivas con el oxigeno que modifican
guimicamente los constituyentes celulares tales como los lipidos y las proteinas. Clinicamente, estos efectos se
manifiestan en el paciente como una respuesta inflamatoria. A pesar de las intensas investigaciones sobre las
respuestas celulares a la hipoxia, poco se sabe con respecto al inicio de la inflamacién aguda.

Las respuestas inflamatorias agudas pueden proceder de una amplia gama de enfermedades y sucesos que se
producen de manera natural tales como la apoplejia y el infarto de miocardio. Los procedimientos médicos comunes
también pueden conducir a una inflamacion localizada y sistémica. La inflamacion que se deja sin tratar puede dar lugar
a una pérdida significativa de tejido y finalmente puede conducir a un fallo multisistémico y a la muerte. Interferir con la
respuesta inflamatoria después de una lesion puede ser un método para reducir la pérdida de tejido.

Las enfermedades inflamatorias y las enfermedades inflamatorias agudas que proceden de lesiones en los tejidos no
pueden, sin embargo, ser explicadas por sucesos celulares solitarios. La evidencia acumulada soporta que la respuesta
innata del suero o la del sistema del complemento tienen un papel principal en la inflamacion. Los estudios realizados
hasta la fecha han mirado la lesidn resultante de la isquemia y la reperfusién como un tipo de trastorno inflamatorio que
depende del complemento. Por ejemplo, en el modelo de lesién por reperfusion del miocardio en ratas, el pretratamiento
de las ratas con una forma soluble del receptor tipo 1 del complemento reduce drasticamente la lesién. Comprender
como la activacion del complemento contribuye a una respuesta inflamatoria es un area de investigacion activa.

Las enfermedades o trastornos inflamatorios son potencialmente una amenaza para la vida, costosos y afectan a un
gran nimero de gente cada afio. Asi, se necesitan tratamientos efectivos de las enfermedades o trastornos
inflamatorios.

Sumario de la invencién

En un aspecto, la presente invencion proporciona un acido nucleico aislado que codifica un péptido el cual consiste en
una secuencia de aminoacidos que es al menos 90% idéntica a la SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36
6 38.

El acido nucleico aislado puede codificar un péptido el cual consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 6 38, y puede tener la secuencia de SEQ ID NO: 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27,
29, 31,350 37.

El acido nucleico aislado de la invencién puede estar operablemente conectado a un promotor.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una molécula de &cido nucleico aislada seleccionada del grupo que
consiste en:

a) Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos la cual es al menos 96% idéntica a la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, 0 SEQ ID NO: 11;

b) Una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nuclettidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 7, SEQ
ID NO: 9, 0 SEQ ID NO: 11;

¢) Una molécula de acido nucleico que se hibrida con el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1
0 SEQ ID NO: 7 en condiciones rigurosas;

d) Una molécula de &cido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 2, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10 6 SEQ ID NO: 12.

La invencién también proporciona un vector que comprende el acido nucleico de la invencion, asi como una célula
huésped aislada que comprende tal vector.

También se proporciona una composicién que comprende un péptido el cual consiste en una secuencia de aminoacidos
que es al menos 90% idéntica a la SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 ¢ 38. El péptido puede consistir
en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 6 38.
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En la composicion de la invencion, el péptido puede estar pegilado o marcado con un marcador detectable.

La invencién también proporciona una composicién de la invencidon o que comprende un péptido el cual tiene la
secuencia de aminoacidos que de SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 0 38, para tratar una
enfermedad o trastorno inflamatorio en un sujeto.

La enfermedad o trastorno inflamatorio puede ser una lesion por reperfusion, y el sujeto puede ser un mamifero, tal
como un ser humano.

También se proporciona el uso de una composicion de la invencion en la fabricacion de un medicamento para tratar una
enfermedad o trastorno inflamatorio en un sujeto.

La invencion también proporciona un polipéptido asilado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8,
SEQ ID NO: 10 6 SEQ ID NO: 12, asi como una inmunoglobulina natural aislada la cual es producida por una célula que
tiene el nimero de depdsito ATCC PTA-3507.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes sobre la base de la siguiente “Descripcion detallada” y
de las “Reivindicaciones”.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra una secuencia de las cadenas pesadas de IgM del hibridoma 22A5 de células B-1. (A) Muestra la
secuencia (SEQ ID NO: 1) de acido nucleico de las cadenas pesadas de IgM“™?? (0 IgM 22A5) y (B) muestra la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 2) que corresponde a la secuencia de SEQ ID NO: 1 de las cadenas pesadas.
Las regiones marco (FVWR) y las regiones que determinan la complementariedad (CDR) estan indicadas por encima de
los nucledtidos.

La figura 2 muestra una secuencia de las cadenas ligeras de IgM del hibridoma 22A5 de células B-1. (A) Muestra la
secuencia (SEQ ID NO: 7) de &cido nucleico de las cadenas ligeras de IgMCM'22 (o IgM 22A5) y (B) muestra la secuencia
de aminoacidos (SEQ ID NO: 8) que corresponde a la secuencia de SEQ ID NO: 7 de las cadenas ligeras. Las regiones
marco (FVWR) y las regiones que determinan la complementariedad (CDR) estan indicadas por encima de los
nucledtidos.

La figura 3 es un gréfico de barras que muestra los cambios en la permeabilidad intestinal de ratones consanguineos
después de la isquemia intestinal y de la reperfusion o de ninguna lesion (falso, simulado). WT representa el linaje
parental de ratones Cr2-/-. Cr2-/- fue reconstituido con IgG o IgM o disolucién salina testigo combinadas. IgM o 1gG (0,5
mg) combinadas se administraron intravenosamente aproximadamente 1 hora antes del tratamiento. Los valores son
medias + error estandar, n es igual al nimero de ratones en los grupos experimentales.

La figura 4 demuestra la reconstitucion de lesion I/R en ratones deficientes en anticuerpos (RAG-1) mediante IgM
combinada A partir de un Unico clon de hibridoma de células B-1. Se inyect6 intravenosamente IgM o disolucién salina
30 minutos antes de la laparotomia inicial. Al final de la reperfusion, se obtiene sangre y se calcula el indice de
permeabilidad como la relacion de cuentas de 12| del intestino seco frente a las de la sangre. Los valores representan
medias + error estandar, n es igual al nimero de ratones usados en los grupos experimentales. 1 = WT mas disolucion
salina normal; 2 = RAG mas disolucion salina normal; 3 = RAG mas hibridoma CM-22 IgM; 4 = Testigo WT simulado.

La figura 5 es un diagrama esquematico del papel propuesto para el complemento y los receptores del complemento en
la seleccion positiva de linfocitos peritoneales B-1.

La figura 6A es un grafico que muestra la seleccion ELISA de la biblioteca que muestra el fago M-13 para péptidos
especificos de IgM°™?2. Simbolos: [ - clon P-1; X - clon P2; o - clon P7; ¢ - clon P8.

La placa se revistio con una disolucion de IgMCM'22 antes de la adicion de concentraciones variables de clones de fago.

Los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes.

La figura 6B es un grafico que muestra que el péptido sintético P8 inhibe la union del clon P8 del fago a IgM““%, El

ensayo ELISA se realiz6 afiadiendo concentraciones variables del péptido sintético P8 a la placa revestida con IgMCM'22
antes de la adicién de 5 x 10 PFU de fago. Los resultados son representativos de al menos tres experimentos
independientes.

La figura 6C es un grafico que muestra la unién especifica del péptido P8 a IgMCM'ZZ. Las placas ELISA se revistieron
con una disolucién 50 pg/mL de péptido P8, seguido por la adicion de IgM“*?? o0 IgM“™7® en una concentracién de 1 6
10 pg/mL. La union a IgM se detectd con una IgM biotinilada anti-ratén de rata seguida por estreptavidina-fosfatasa y
reaccion con generacion de color. Los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes.

La figura 7A es una serie de fotomicrografias que muestran que la IgMCM'22 bloqueada con el péptido P8 medid la lesion
in vivo. Los dos paneles superiores (i y ii) son secciones representativas (teflidas con hematoxilina y eosina) preparadas
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siguiendo un tratamiento Rl en ratones RAG-1" con IgMCM'22 sola 0 mezclada con el péptido P8, respectivamente. Los

dos paneles inferiores (iii y iv) son secciones representativas preparadas a partir de ratones silvestres tratados contra la
lesién intestinal por reperfusion, los cuales recibieron bien disolucién salina o bien péptido P8 5 minutos antes de la
reperfusion. Las flechas indican las caracteristicas patoldgicas de la lesion. Aumento 200x.

La figura 7B es una representacion grafica de dispersion que indica la puntuacion media de la patologia de cada grupo
de animales tratados. Cada simbolo representa la puntuacién de un animal. El grupo testigo esta formado por ratones
WT pretratados con un péptido testigo (ACGMPYVRIPTA; SEQ ID NO: 61) a una dosis similar que el péptido P8. *
Indica la significancia estadistica determinada por el test t de Student de los grupos tratados con P8 frente a los grupos
no tratados (p < 0,05).

La figura 7C es una serie de fotomicrografias que muestran la ausencia de IgM y de complemento C3 6 C4 dentro de las
microvellosidades de animales tratados con P8. Se cosecharon criosecciones representatlvas de tejidos intestinales
después de RI intestinal. Los paneles i-viii son ratones RAG- 1" reconstituidos con IgM % sin pretratamiento con P8
(paneles i-iv) o con P8 (paneles v-viii). Los paneles representan criosecciones de los intestinos de WT sin P8 (paneles
ix-Xii) o pretratados con P8 (paneles xiii-xvi). Las secciones (i, iii, v, vii, ix, Xiii, xv) se tifieron con anti-lgM-biotina seguido
por estreptavidina-Alexa-568 (rojo) y se contratifieron con DAPI (violeta). Los paneles (ii, X, Xiv) se tifieron con anti-C4-
Alexa 488/FITC (verde) y los paneles (iv, viii, xii, xvi) se tifieron con anti-C3-FTIC (verde). Aumento 400x.

La figura 8A es un ensayo de inmunotransferencia que muestra la inmunoprecipitacion de antigenos especificos de la
lesion por reperfusion (RI). Deteccion de una unica banda (flecha) a aproximadamente 250 kDa en una electrofore5|s
SDS-PAGE (10%). Los marcadores de tamafio se indican a la izquierda. Se prepararon lisados de ratones RAG- 1"
reconstituidos con IgM M-22 y bien un testigo simulado (sin isquemia) o bien sometido a isquemia seguido por
reperfusion durante 0 a 15 min.

La figura 8B es una serie de graficos que muestran los resultados de ensayos de enlace in vitro de IgMCM'22 a los

isomorfos de la cadena pesada Il de miosina no muscular (NMHC-II). Se revistieron placas para ensayo ELISA con
anticuerpos monoclonales para 3 diferentes isomorfos de NMHC-II (parte superior izquierda: isomorfo A, parte superior
derecha: isomorfo B, parte inferior izquierda: isomorfo C y parte inferior derecha: antlcuerpo anti- pan miosina). La
cadena pesada de la miosina unida de lisados intestinales se detect6 mediante IgM M22 o IgM CM3L | os resultados
representan la media + error estdndar de unidades OD (densidad 6ptica) a 405 nm y son representatlvos de muestras
por triplicado.

La figura 8C es una fotomicrografia y una representacion graflca de dispersién que muestra la restauracién de la lesion
RI mediante un anticuerpo anti-pan miosina en ratones RAG- 1", Los ratones RAG-1" fueron reconstituidos con anti- -pan
mlosma purificada por afinidad seguido por cirugia RI. Los paneles de la izquierda representan morfologias de animales
RAG-1"" con disolucion salina como testigo y con tratamiento anti-pan miosina. El panel de la derecha es el de las
puntuaciones de la patologia de la lesién intestinal. La representacion gréafica de dispersién (panel derecha) representa
las puntuaciones de la patologia en el que cada simbolo representa a un Unico animal.

La figura 9A es un gréafico que muestra la resonancia de plasmones superficiales del auto-péptido N2. Isotermas de
unién para muestras del auto-péptido N2 inyectando una concentracion de 10,5 uM a 120 uM sobre la superficie
acoplada a IgM“M

La figura 9B es un gréafico que muestra la resonancia de plasmones superficiales de un péptido testigo. Isotermas de
union para un péptido testigo de secuencia al azar de la misma longitud (AGCMPYVRIPTA; SEQ ID NO: 62) inyectado a
una concentracion de 117 uM sobre la superficie acoplada a IgM“™?

La figura 9C es un grafico que muestra el ajuste no lineal de la curva con una isoterma de unién 1:1 tipo Langmuir a las
valores respuesta en estado estacionario para la inyeccion mostrada en la figura 9A (X2 =10).

La figura 9D es un grafico que muestra la isoterma de union para la inyeccion del auto-péptido N2 en una concentracion
de 120 uM sobre la superficie acoplada con la IgM“"" testigo.

La figura 10A es una serie de fotomicrografias que muestran que el auto-péptido bloguea la RI en ratones RAG- 1", Los
dos Lpaneles superiores muestran secciones representativas preparadas tras el tratamiento Rl en ratones RAG-1"" con
IgM sola 0 mezclada con auto-péptido N2. Los dos paneles inferiores son secciones representativas preparadas a
partir de ratones WT tratados contra la RI intestinal, los cuales recibieron o bien disolucion salina o bien péptido N2 5
minutos antes de la reperfusion.

La figura 10B es una representacion gréafica de dispersion que indica la puntuacién media de la patologia de cada grupo
de animales tratados. Cada simbolo representa a un Unico ratén. * Indica una significancia estadistica basada en un
ensayo t de Student.

La figura 10C es una serie de fotomicrografias que muestran la prevencion mediante el auto-péptido N2 de la activacion
de la ruta clasica del complemento en Rl intestinal. Se cosecharon criosecciones representativas de tejidos intestinales
tras RI |ntest|nal y se trataron con un anticuerpo especifico para IgM, C4 6 C3 de raton (aumento 400x). Los ratones
RAG-1" reconstituidos con IgM M22 sin pretratamiento con el auto-péptido N2 estan en los paneles i-iv o con el auto-
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péptido N2 estan en los paneles v-viii. Los ratones silvestres sin pretratamiento con el auto-péptido N2 estan en los
paneles ix-xii 0 con pretratamiento con el auto-péptido N2 estan en los paneles xiii-xvi. Los tejidos de los paneles i, iii, v,
vii, ix, xiii, xi, xv se tifieron con anti-lgM-biotina seguido por estreptavidina-Alexa-568 (rojo) y se contratifieron con DAPI
(violeta). Los paneles ii, vi, X y xiv se tifieron con anti-C4-FITC (verde). Los paneles iv, viii, xii y xvi se tifieron con anti-
C3-FTIC (verde).

La figura 11 muestra (A) la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 47; n° de acceso al Genbank NM_022410) y (B) la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 48; n° de acceso al Genbank NP_071855) de la cadena pesada II-A de la
miosina no muscular de ratdbn (NNMHC-1IA).

La figura 12 muestra (A) la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 49; n° de acceso al Genbank NM_002473) y (B) la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 50; n® de acceso al Genbank NP_002464) de la cadena pesada Il-A de la
miosina no muscular de ser humano (hNMHC-IIA).

La figura 13 muestra (A) la secuencia de &cido nucleico (SEQ ID NO: 51; n° de acceso al Genbank NM_175260) y (B) la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 52; n° de acceso al Genbank NP_780469) de la cadena pesada II-B de la
miosina no muscular de ratéon (NNMHC-1IB).

La figura 14 muestra (A) la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 53; n° de acceso al Genbank NM_005964) y (B) la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 54; n° de acceso al Genbank NP_005955) de la cadena pesada II-B de la
miosina no muscular de ser humano (h(NMHC-I1IB).

La figura 15 muestra (A) la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 55; n° de acceso al Genbank AY363100) y (B) la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 56; n° de acceso al Genbank AAQ24173) de la cadena pesada II-C de la
miosina no muscular de ratén (NNMHC-IIC).

La figura 16 muestra (A) la secuencia de &cido nucleico (SEQ ID NO: 59; n° de acceso al Genbank NM_024729) y (B) la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 60; n° de acceso al Genbank NP_079005) de la cadena pesada II-C de la
miosina no muscular de ser humano (h(NMHC-IIC).

Descripcion detallada

6.1. Definiciones

Por conveniencia, se proporcionan ciertos términos y expresiones empleadas en la memoria descriptiva, ejemplos y
reivindicaciones adjuntas. A menos que se defina otra cosa, todos los términos y expresiones técnicas y cientificas
usadas en la presente memoria tienen el mismo significado que el normalmente entendido por un experto en la técnica a
la que pertenece esta invencion.

En la presente memoria “un(a)” se usan para referirse a uno o mas de uno (es decir, a al menos uno) del objeto
gramatical del articulo. A modo de ejemplo, “un elemento” quiere decir un elemento o mas de un elemento.

En la presente memoria, “aminoacido” se usa para referirse a aminoacidos naturales o sintéticos, incluyendo glicina y
los isbmeros épticos D y L, y a analogos de aminoacidos y compuestos que mimetizan a los péptidos.

En la presente memoria, “anticuerpo” se usa para referirse a moléculas de uniéon que incluyen moléculas de
inmunoglobulinas y porciones inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulinas, es decir, moléculas que
contienen un sitio de unién a antigenos. Las moléculas de inmunoglobulinas utiles en la invencién pueden ser de
cualquier clase (por ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD e IgA) o subclase. Los anticuerpos y las inmunoglobulinas naturales son
usualmente glicoproteinas heterotetrdmeras de aproximadamente 150.000 daltons, compuestas de dos cadenas ligeras
idénticas y dos cadenas pesadas idénticas. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable seguido por
varios dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo y un dominio constante en su
otro extremo. Los anticuerpos incluyen, pero no estan limitados a, anticuerpos policlonales, monoclonales, biespecificos,
quimera, parcial o completamente humanizados (es decir, generados en un ratén transgénico que expresa genes de
inmunoglobulinas de ser humano), anticuerpos de camello y anticuerpos anti-idiotipicos. Un anticuerpo, o generalmente
cualquier molécula, “se une especificamente” a un antigeno (u otra molécula) si el anticuerpo se une preferencialmente
al antigeno, y, por ejemplo, tiene menos que aproximadamente 30%, preferiblemente 20%, 10% 6 1% de reactividad
cruzada con otra molécula. Los términos “anticuerpo” e “inmunoglobulina” se usan intercambiablemente.

En la presente memoria “fragmento de anticuerpo” o “porcion de anticuerpo” se usan para referirse a cualquier derivado
de un anticuerpo cuya longitud es menor que la total. En las realizaciones ejemplos, el fragmento de anticuerpo retiene
al menos una porcion significativa de la capacidad de union especifica del anticuerpo de longitud completa. Ejemplos de
fragmentos de anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, Fab, Fab", F(ab’),, scFv, Fv, diacuerpo dsFv, minicuerpo,
fragmentos Fd y anticuerpos de una Unica cadena. El fragmento de anticuerpo puede producirse mediante cualquier
medio. Por ejemplo, el fragmento de anticuerpo puede producirse enzimatica o quimicamente por fragmentaciéon de un
anticuerpo intacto, puede producirse por recombinacién a partir de un gen que codifica la secuencia parcial del
anticuerpo o puede producirse total o parcialmente sintéticamente. El fragmento de anticuerpo puede ser opcionalmente
un fragmento de anticuerpo de una Unica cadena. Alternativamente, el fragmento puede comprender mdltiples cadenas
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gue estan unidas conjuntamente mediante, por ejemplo, puentes disulfuro. El fragmento puede también opcionalmente
ser un complejo multimolecular. Un fragmento de anticuerpo funcional comprendera tipicamente al menos
aproximadamente 50 aminoacidos y mas tipicamente comprendera al menos aproximadamente 200 aminoacidos.

En la presente memoria, “sitio de union al antigeno” se usa para referirse al dominio variable de una cadena pesada
asociada con el dominio variable de una cadena ligera.

En la presente memoria, “unién” o “de union” se usa para referirse a relaciones o asociaciones (por ejemplo,
interacciones bioquimicas) detectables entre moléculas.

"o«

En la presente memoria, “células”, “células huésped” o “células huésped recombinantes” se usan intercambiablemente,
se entiende que tales términos no sélo se refieren a la célula objeto particular sino a la progenie o potencial progenie de
tal célula. Debido a que pueden ocurrir ciertas modificaciones en la generaciones sucesivas debido a mutacién o a
influencias medioambientales, tal progenie no puede, de hecho, ser idéntica a la célula madre, pero aun estan incluidas
dentro del alcance de la expresién como se usa en la presente memoria.

“Comprendidos” y “que comprenden” se usan en el sentido inclusivo y abierto que quiere decir que pueden incluirse
elementos adicionales.

En la presente memoria, “secuencia consenso” se usa para referirse a la secuencia formada a partir de los aminoéacidos
(o nucledtidos) que se encuentran mas frecuentemente en una familia de secuencias relacionadas (véase, por ejemplo,
Winnaker, From Genes to Clones, 1987). En una familia de proteinas, cada posicidn en la secuencia consenso esta
ocupada por el aminoacido que se encuentra mas frecuentemente en esa posicion en la familia. Si dos aminoacidos se
encuentran con la misma frecuencia, ambos pueden estar incluidos en la secuencia consenso. Un “marco consenso” se
refiere a la regiébn marco en la secuencia consenso de la inmunoglobulina.

Una “sustitucién conservadora de un aminoacido” es una en la cual el residuo aminoacido es reemplazado por un
residuo aminoacido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido familias de residuos aminoéacidos
que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales béasicas (por ejemplo,
lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales
polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales
no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas
laterales ramificadas en la posicidon beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por
ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por tanto, un residuo aminoacido no esencial predicho en una
inmunoglobulina natural puede preferiblemente ser reemplazado con otro residuo aminoacido de la misma familia de
cadenas laterales. Alternativamente, en otra realizacion, pueden introducirse mutaciones aleatoriamente a lo largo de
toda o en parte de una secuencia que codifica a una inmunoglobulina natural, tal como por mutagénesis de saturacion, y
puede seleccionarse la actividad biolégica de los mutantes resultantes.

En la presente memoria, “marcador detectable” se usa para referirse a una molécula capaz de deteccion, incluyendo,
pero no limitAndose a, isétopos radioactivos, fluoroforos, restos quimioluminiscentes, enzimas, sustratos de enzimas,
cofactores de enzimas, agentes inhibidores de enzimas, colorantes, iones metdlicos, ligandos (por ejemplo, biotina o
haptenos) y semejantes. “Fluoréforo” se refiere a una sustancia o una porcién de la misma que es capaz de exhibir
fluorescencia en el intervalo detectable. Ejemplos particulares de marcadores que pueden usarse en la invencion
incluyen fluoresceina, rodamina, dansilo, umbelliferona, rojo de Tejas, luminol, NADPH, beta-galactosidasa y peroxidasa
de rabano.

En la presente memoria, “agente inhibidor” o “agente inhibidor de IgM” 0 “antagonista” se usa para referirse a un agente
gue reduce o bloquea (completa o parcialmente) una interaccién entre un anticuerpo natural y otra molécula implicada
en una cascada inflamatoria. Un agente inhibidor puede antagonizar una o mas de las siguientes actividades de una IgM
natural: (i) inhibir o reducir una interaccién (por ejemplo, la de unién) entre la IgM y un antigeno especifico de la
isquemia; (i) inhibir o reducir una interaccién (por ejemplo, la de unién) entre la IgM natural y un componente de la ruta
del complemento, por ejemplo, Clq; (iii) neutralizar a la IgM natural mediante, por ejemplo, el secuestro de la
inmunoglobulina y/o dirigiendo su degradacion; o (iv) inhibir o reducir la produccion de la IgM natural, por ejemplo
bloquea la sintesis, ensamblaje y/o las modificaciones postranslacionales de la IgM. El agente inhibidor puede ser una
proteina o un péptido, un anticuerpo o un fragmento del mismo (por ejemplo, un anticuerpo anti-idiotipico), un anticuerpo
modificado, un carbohidrato, una glicoproteina o una pequefia molécula orgéanica.

“Interaccion” se refiere a una asociacion fisica entre dos o mas moléculas, por ejemplo, un enlace. La interaccién puede
ser directa o indirecta.

En la presente memoria, “enfermedad inflamatoria” se usa para referirse a una enfermedad o trastorno que es
provocado, o contribuye a su provocacion, por una complicada serie de ajustes funcionales o celulares que implican
cambios agudos o crénicos en la microcirculacion, el movimiento de los fluidos y la afluencia y activacion de células
inflamatorias (por ejemplo, leucocitos) y el complemento, e incluye enfermedades autoinmunes. Ejemplos de tales
enfermedades y afecciones incluyen, pero no se limitan a: lesion por reperfusion, lesion por isquemia, apoplejia, anemia
hemolitica autoinmune, purpura trombocitopénica idiopatica, artritis reumatoide, enfermedad celiaca, inmunodeficiencia
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hiper-IgM, arteriosclerosis, enfermedad de las arterias coronarias, sepsis, miocarditis, encefalitis, rechazo a los
transplantes, hepatitis, tiroiditis (por ejemplo, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Graves), osteoporosis, polimiositis,
dermatomiositis, diabetes tipo |, gota, dermatitis, alopecia areata, lupus sistémico eritematoso, liquen esclerosis, colitis
ulcerosa, retinopatia diabética, enfermedad pélvica inflamatoria, enfermedad periodontal, artritis, artritis juvenil cronica
(por ejemplo, iridociclitis cronica), psoriasis, osteoporosis, nefropatia en diabetes mellitus, enfermedad pélvica
inflamatoria, enfermedad inflamatoria crénica del higado, enfermedad inflamatoria crénica del pulmén, fibrosis pulmonar,
fibrosis hepatica, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria cronica del higado, enfermedad inflamatoria cronica del
pulmon, fibrosis pulmonar, fibrosis hepética, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, quemaduras, y otras enfermedades
inflamatorias agudas y cronicas del sistema nervioso central (SNC; por ejemplo, esclerosis mdltiple), el sistema
gastrointestinal, la piel y estructuras asociadas, el sistema inmune, el sistema hepato-biliar o cualquier sitio del cuerpo
en el que pueda ocurrir una patologia con un componente inflamatorio.

Una molécula “aislada”, por ejemplo una IgM aislada, se refiere al estado de estar separada o purificada de otras
moléculas presentes en el entorno natural.

En la presente memoria, “IgM natural’ se usa para referirse a un anticuerpo tipo IgM que se produce de manera natural
en un mamifero (por ejemplo, un ser humano). Tienen una estructura pentamera de anillos en la que los monémeros
individuales se parecen a IgGs mediante lo cual tienen dos cadenas ligeras (kx 0 L) y dos cadenas pesadas (u). Ademas,
las cadenas pesadas contienen un dominio adicional Cu4. Los monémeros forman un pentamero mediante puentes
disulfuro entre cadenas pesadas adyacentes. El anillo pentdmero esta cerrado mediante los puentes disulfuro entre una
cadena J y dos cadenas pesadas. Debido a su alto niumero de sitios de enlace al antigeno, un anticuerpo IgM natural es
un aglutinante efectivo del antigeno. La produccion de anticuerpos IgM naturales en un sujeto es importante en la
activacion inicial de células B, macréfagos y el sistema del complemento. IgM es la primera inmunoglobulina sintetizada
en una respuesta de anticuerpos.

En la presente memoria, “4cido nucleico” se usa para referirse a polinuclettidos tales como acido desoxirribonucleico
(DNA) vy, cuando es apropiado, a acido ribonucleico (RNA). Debe entenderse que la expresién también incluye, como
equivalentes, analogos tanto de RNA como de DNA fabricados a partir de analogos nucleétidos, y, aplicable a la
realizacion que se describe, polinucleétidos de doble y Unica hebra (sentido o antisentido).

En la presente memoria, “operativamente conectado” se usa para referirse a una yuxtaposicion en la que los
componentes asi descritos estan en una relacion que les permite funcionar en su manera pretendida. Por ejemplo, una
secuencia codificante esta “operablemente conectada” a otra secuencia codificante cuando la RNA polimerasa
transcribe las dos secuencias codificantes en un Gnico mRNA, el cual se traduce a continuacion en un Unico polipéptido
que tiene aminoacidos derivados de ambas secuencias codificantes. Las secuencias codificantes no necesitan ser
contiguas una con otra en tanto y cuanto las secuencias expresadas produzcan finalmente la proteina deseada. Una
secuencia de control de expresién operativamente conectada a una secuencia codificante esta ligada tal que la
expresion de la secuencia codificante se consigue en condiciones compatibles con las secuencias de control de
expresion. En la presente memoria, “secuencias de control de expresion” se usa para referirse a secuencias de acido
nucleico que regulan la expresion de una secuencia de 4cido nucleico a la que estan operativamente conectadas. Las
secuencias de control de expresién estan operativamente conectadas a un acido nucleico cuando las secuencias de
control de expresion controlan y regulan la transcripcion, y, cuando es apropiado, la traduccion de la secuencia de acido
nucleico. Por tanto, las secuencias de control de expresion pueden incluir promotores apropiados, potenciadores,
agentes de terminacion de la transcripcion, un codon de inicio (es decir, ATG) en frente de un gen que codifica una
proteina, sefiales de empalme de intrones, mantenimiento del marco de lectura correcto de ese gen para permitir la
traduccion apropiada del mRNA, y codones de parada. Se pretende que la expresién “secuencias de control” incluya,
como minimo, componentes cuya presencia pueda influir en la expresiéon, y también puede incluir componentes
adicionales cuya presencia sea ventajosa, por ejemplo, secuencias lider y secuencias de fusiébn de socios. Las
secuencias de control de expresion pueden incluir un promotor.

En la presente memoria, “paciente”, “sujeto” o “huésped” se usan para referirse a un mamifero humano o no humano.

En la presente memoria, “péptido” se usa para referirse a un polimero de aminoacidos de longitud relativamente corta
(por ejemplo, menos que 50 aminoécidos). El polimero puede ser lineal o ramificado, puede comprender aminoacidos
modificados y puede estar interrumpida por compuestos que no son aminoacidos. El término también abarca un
polimero de aminoacidos que ha sido modificado; por ejemplo, formacién de puentes disulfuro, glicosilacién, lipidacion,
acetilacion, fosforilacion, o cualquier otra manipulacién, tal como conjugacion con un componente marcador.

En la presente memoria, “promotor” se usa para referirse a una secuencia minima suficiente para dirigir la transcripcion.
También estan incluidos en la invencion aquellos elementos promotores que son suficientes para volver controlable la
expresion de los genes dependiente de promotores por elementos reguladores especificos del tipo de células,
especificos de tejidos, o inducible por sefiales o agentes externos; tales elementos pueden estar localizados en las
regiones 5" 6 3" de una secuencia de polinucleétido. Tanto los promotores constituyentes como los inducibles estan
incluidos en la invencién (véase, por ejemplo, Bitter et al., Methods in Enzymology 153: 516-544, 1987). Por ejemplo,
cuando se clonan en sistemas bacterianos, pueden usarse promotores inducibles tales como pL de bacteriéfago, plac,
ptrp, ptac (promotor hibrido ptrp-lac) y semejantes. Cuando se clonan en sistemas celulares de mamiferos, pueden
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usarse promotores derivados del genoma de células de mamiferos (por ejemplo, el promotor metalotioneina) o de virus
de mamiferos (por ejemplo, la repeticion terminal larga de retrovirus; el promotor tardio de adenovirus, el promotor de
7,5K del virus vacuna). También pueden usarse promotores producidos por DNA recombinante o técnicas sintéticas
para proporcionar la transcripcion de las secuencias de &cidos nucleicos de la invencion. Pueden usarse elementos
reguladores especificos de los tejidos. Estan incluidos, por ejemplo, elementos reguladores de genes o virus que son
diferencialmente expresados en diferentes tejidos.

En la presente memoria, “especificamente se une” se usa para referirse a la interaccion entre dos moléculas para formar
un complejo que es relativamente estable en condiciones fisiol6gicas. En la presente memoria, la expresion se usa en
referencia a varias moléculas, que incluyen, por ejemplo, la interaccion de un anticuerpo y un antigeno (por ejemplo, un
péptido). La union especifica puede caracterizarse por una constante de disociacién de al menos aproximadamente 1 x
10° M, en general al menos aproximadamente 1 x 107 M, usualmente al menos aproximadamente 1 X 10% M, y
particularmente al menos aproximadamente 1 x 10°M 61 x10° Mo mayor. Los métodos para determinar si dos
moléculas se unen especificamente son bien conocidos e incluyen, por ejemplo, didlisis de equilibrio, resonancia de
plasmones superficiales y métodos semejantes.

En la presente memoria, “hibridacién en condiciones rigurosas” o “hibrida en condiciones poco rigurosas, de rigurosidad
media, de alta rigurosidad o muy rigurosas” se usa para describir condiciones de hibridacién y lavado. Una guia para
realizar reacciones de hibridacion puede encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6, que se incorpora por referencia. En esa referencia se describen métodos acuosos y no acuosos
y pueden usarse ambos. Las condiciones de hibridacion especifica referidas en la presente memoria son como sigue: 1)
condiciones de hibridacién poco rigurosas en cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) 6X a aproximadamente 45°C,
seguido por dos lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1% al menos a 50°C (la temperatura de los lavados puede aumentarse
a 55°C para condiciones poco rigurosas); 2) condiciones de hibridacion de rigurosidad media en SSC 6X a
aproximadamente 45°C, seguido por uno o mas lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1% a 60°C; 3) condiciones de
hibridacion rigurosas en SSC a aproximadamente 45°C, seguido por uno o mas lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1% a
65°C; y preferiblemente 4) condiciones de hibridacién muy rigurosas son fosfato de sodio 0,5M, SDS al 7% a 65°C,
seguido por uno o més lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1% a 65°C. Las condiciones muy rigurosas (4) son las
condiciones preferidas y las que deben usarse a menos que se especifique otra cosa. Los calculos de homologia o
identidad de secuencias entre secuencias (las expresiones se usan intercambiablemente) se realizan como sigue. Para
determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos, o de dos secuencias de acidos nucleicos, las
secuencias se alinean con fines de comparacién éptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en una o en ambas
de una primera y una segunda secuencia de aminoacidos o de acidos nucleicos para un alineamiento 6ptimo y con fines
comparativos pueden ignorarse las secuencias no homoélogas). En una realizacion preferida, la longitud de una
secuencia de referencia alineada con fines comparativos es al menos 30%, preferiblemente al menos 40%, mas
preferiblemente al menos 50%, 60% e incluso més preferiblemente al menos 70%, 80%, 90%, 100% de la longitud de la
secuencia de referencia. A continuaciéon, se comparan los residuos aminoacidos o los nucledtidos en las
correspondientes posiciones de aminoacidos o de nucleétidos. Cuando una posicion de la primera secuencia esta
ocupada por el mismo residuo aminoacido o nucleétido que la correspondiente posicion de la segunda secuencia,
entonces las moléculas son idénticas en esa posicion.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias es una funcioén del nimero de posiciones idénticas compartidas por las
secuencias y el porcentaje de homologia entre dos secuencias es una funciéon del nimero de posiciones conservadas
por las secuencias, teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada hueco, que se necesitan introducir
para un alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. La comparacion de secuencias y la determinacion del porcentaje de
identidad y/u homologia entre dos secuencias puede conseguirse usando un algoritmo matematico. En una realizacion
preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se determina usando el algoritmo de
Needleman y Wunsch ((1970) J. Mol. Biol. 48: 444-453) que se ha incorporado en el programa GAP en el paquete
informatico GCG (disponible en la web con la extensidon gcg.com) usando una matriz Blossum 62 o una PAM250, y un
peso de huecos de 16, 14, 12, 10, 8, 6 6 4 y un peso de la longitud de 1, 2, 3, 4, 5 6 6. En aun otra realizacion preferida,
el porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleétidos se determina usando el programa GAP en el paquete
informatico GCG (disponible en la web con la extensiéon gcg.com) usando una matriz NWSgapdna CMP y un peso de
huecos de 40, 50, 60, 70 u 80 y un peso de la longitud de 1, 2, 3, 4, 5 6 6. Una serie de parametros particularmente
preferidos (y el que debe usarse a menos que se especifique otra cosa) son una matriz de puntuacion Blossum 62 con
una penalizacion por huecos de 12, una penalizacion por la extensién de huecos de 4 y una penalizacion por huecos en
el marco de lectura de 5.

El porcentaje de identidad y/u homologia entre dos secuencias de aminoacidos o de nucleétidos puede determinarse
usando el algoritmo de E. Meyers y W. Miller ((1989) CABIOS, 4: 11-17) que ha sido incorporado en el programa ALIGN
(version 2.0), usando una tabla PAM120 de peso de residuos, una penalizacién por longitud de huecos de 12 y una
penalizacion por huecos de 4.

En la presente memoria, “tratar” se usa para referirse a cualquier tratamiento de, o prevencion de, o inhibicién de un
trastorno o enfermedad en un sujeto e incluye a modo de ejemplo: (a) prevenir que ocurra la enfermedad o trastorno en
un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad o trastorno, pero al que todavia no se le ha diagnosticado que
lo tiene; (b) inhibir la enfermedad o trastorno, es decir parar su progresion; o (c) aliviar o mejorar la enfermedad o
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trastorno, es decir, provocar regresion. Por tanto, tratar, cuando se usa en la presente memoria, incluye, por ejemplo, la
reparacion y regeneracion del tejido o las células dafiadas o lesionadas en el sitio de la lesibn o tratamientos
profilacticos para prevenir el dafio, por ejemplo, antes de la cirugia.

Cuando se usa en la presente memoria, “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico, la cual es capaz de
transportar otro acido nucleico al cual ha sido operativamente conectada y puede incluir un vector plasmido, cosmido o
virico. Un tipo de vector preferido es un epitoma, es decir, un acido nucleico capaz de realizar replicacion extra-
cromosémica. Los vectores preferidos son aquellos capaces de realizar la replicacion y/o expresion autonoma de los
acidos nucleicos a los que estan unidos. Los vectores pueden ser capaces de dirigir la expresion de los genes a los que
estan operativamente unidos. Un vector también puede ser capaz de integrarse en el DNA huésped. En la presente
memoria descriptiva, “plasmido” y “vector” se usan intercambiablemente ya que un plasmido (una agrupacion circular de
DNA con doble hebra) es la forma de vector mas usualmente usada. Sin embargo, se pretende que la invencion incluya
tales otras formas de vectores que sirven de equivalentes funcionales y que llegaran a ser conocidas en la técnica
después de esto. Los vectores viricos incluyen, por ejemplo, retrovirus, adenovirus y virus adeno-asociados de
replicacion defectuosa.

6.2. Anticuerpos IgM naturales

La presente invencion esta basada, al menos en parte, en la identificacion de inmunoglobulinas (Ig) naturales, en
particular de IgMs naturales. Ciertas IgMs naturales pueden obtenerse del hibridoma que ha sido depositado con la
American Type Culture Collection y al que se de ha dado en namero de acceso PTA-3507.

La secuencia de nucleétidos de la region variable de las cadenas pesadas de la IgM producida por el hibridoma PTA-
3507, IgM“™?? (también denominada IgM 22A5) se muestra en la figura 1A (SEQ ID NO: 1), y la secuencia de
aminoacidos se muestra en la figura 1B (SEQ ID NO: 2). El dominio CDR1 de la region variable de las cadenas pesadas
corresponde a los aminoéacidos 31 a 35 de SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 4), el cual esta codificado por los nucleotidos 91-
105 de SEQ ID NO: 1 (SEQ ID NO: 3), y el dominio CDR2 de la regién variable de las cadenas pesadas corresponde a
los aminoacidos 50 a 66 de SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 6), el cual esta codificado por los nucle6tidos 148-198 de SEQ
ID NO: 1 (SEQ ID NO: 5).

La secuencia de nucledtidos de la region variable de las cadenas ligeras de IgM“"? se muestra en la figura 2A (SEQ ID
NO: 7), y la secuencia de aminoacidos se muestra en la figura 2B (SEQ ID NO: 8). El dominio CDR1 de la region
variable de las cadenas ligeras corresponde a los aminoacidos 23 a 37 de SEQ ID NO: 8 (SEQ ID NO: 10), el cual esta
codificado por los nucleétidos 67-111 de SEQ ID NO: 7 (SEQ ID NO: 9), y el dominio CDR2 de la regién variable de las
cadenas ligeras corresponde a los aminoacidos 53 a 59 de SEQ ID NO: 8 (SEQ ID NO: 12), el cual esta codificado por
los nucleétidos 157-177 de SEQ ID NO: 7 (SEQ ID NO: 11). Debido a la degeneracion del cédigo genético, otras
secuencias de nucledtidos pueden codificar a las secuencias de aminoacidos listadas en la presente memoria.

Las composiciones de acidos nucleicos de la presente invencién, aunque con frecuencia estan en una secuencia natural
(excepto para sitios de restriccion modificados y semejantes), a partir de cDNA, DNA gendmico o mezclas, pueden
mutarse segun técnicas estandar. Para las secuencias codificantes, estas secuencias pueden afectar a la secuencia de
aminoacidos como se desee. En particular, se contemplan secuencias de nucleétidos sustancialmente idénticas a o
derivadas de conmutadores V, D, J, constantes naturales y otras de tales secuencias descritas en la presente memoria.

Por ejemplo, un acido nucleico aislado puede comprender una secuencia de nucledtidos de la regién variable de las
cadenas pesadas de IgMCM"22 (o IgM 22A5) que tiene una secuencia de nucleétidos que se muestra en la figura 1A
(SEQ ID NO: 1), o0 una secuencia, la cual es al menos 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 06 99% idéntica a SEQ ID NO: 1.
Una molécula de acido nucleico puede comprender la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 3 de CDR1 de las
cadenas pesadas, 0 una de sus porciones. Ademas, la molécula de &cido nucleico puede comprender la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID NO: 5 de CDR2 de las cadenas pesadas, 0 una de sus porciones. Una molécula de acido
nucleico puede comprender una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 3 de CDR1 de las cadenas pesadas, 0 una
de sus porciones y una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 5 de CDR2 de las cadenas pesadas, 0 una de sus
porciones. Una molécula de acido nucleico puede comprender secuencias de cadenas pesadas, por ejemplo, SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, o combinaciones de las mismas, o englobar nucleétidos que al menos tengan una
identidad de secuencia de 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99% a SEQ ID NOs: 1, 3 6 5. Ademas, una molécula de
acido nucleico puede comprender secuencias de cadenas pesadas, las cuales se hibridan en condiciones rigurosas, por
ejemplo, en condiciones poco rigurosas, de moderada rigurosidad, rigurosas o muy rigurosas, a SEQ ID NOs: 1, 3 6 5.

En la presente memoria se describen moléculas de acidos nucleicos que al menos tienen una identidad de secuencia de
80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99% con una molécula de acido nucleico que codifica a un polipéptido de cadena
pesada, por ejemplo, a un polipéptido de SEQ ID NOs: 2, 4 6 6 de las cadenas pesadas. También se describen
moléculas de &cidos nucleicos que se hibridan a secuencias de acidos nucleicos que codifican una regién variable de
las cadenas pesadas de un anticuerpo natural o una porcién de la misma, por ejemplo, una region variable de las
cadenas pesadas de SEQ ID NOs: 2,4 6 6.

Una molécula aislada de acido nucleico puede codificar una secuencia de nucleétidos de la regién variable de las
cadenas ligeras de IgMCM'22 (o IgM 22A5) que tiene una secuencia de nucledtidos que se muestra en la figura 2A (SEQ
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ID NO: 7), o una secuencia al menos 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% idéntica a SEQ ID NO: 7. La molécula de
acido nucleico puede comprender la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 9 de CDRL1 de las cadenas ligeras, o una
de sus porciones. En otra realizacion preferida, la molécula de acido nucleico puede comprender la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID NO: 5 de CDR2 de las cadenas ligeras, o una de sus porciones. Una molécula de acido nucleico
puede comprender una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 11 de CDR2 de las cadenas ligeras, o una porcién de
la misma. En una realizacion ejemplo, la molécula de acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos de SEQ
ID NO: 9 de CDR1 de las cadenas ligeras, o una de sus porciones, y una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 11
de CDR2 de las cadenas ligeras, o una de sus porciones. Las moléculas de acidos nucleicos de la presente invencion
pueden comprender secuencias de cadenas ligeras, por ejemplo, SEQ ID NOs: 7, o u 11, o combinaciones de las
mismas, o englobar nucleétidos que al menos tengan una identidad de secuencia de 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% y
99% a SEQ ID NOs: 7, 9 u 11. Otras moléculas de acidos nucleicos pueden comprender secuencias de cadenas ligeras,
las cuales se hibridan en condiciones rigurosas, por ejemplo, en condiciones poco rigurosas, de moderada rigurosidad,
rigurosas o muy rigurosas, a SEQ ID NOs: 7, 9 u 11.

Las moléculas de acidos nucleicos pueden tener al menos una identidad de secuencia de 80%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% 6 99% con una molécula de acido nucleico que codifica a un polipéptido de cadena ligera, por ejemplo, un
polipéptido de SEQ ID NOs: 8, 10 6 12 de las cadenas ligeras. La invencidon también caracteriza moléculas de acidos
nucleicos las cuales se hibridan a una secuencia de acido nucleico que codifica a una region variable de las cadenas
ligeras de un anticuerpo natural o de una de sus porciones, por ejemplo una region variable de las cadenas ligeras de
SEQ ID NOs: 8,10 6 12.

En la presente memoria se describe un acido nucleico aislado que codifica un dominio CDR1 de las cadenas pesadas
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4, o un fragmento o forma modificada de la misma. El
acido nucleico puede codificar solo la region CDR1 o puede codificar una region variable completa de las cadenas
pesadas del anticuerpo o un fragmento de la misma. Por ejemplo, el acido nucleico puede codificar una region variable
de las cadenas pesadas que tenga un dominio CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6.
En la presente memoria también se describe un acido nucleico aislado que codifica un dominio CDR2 de las cadenas
pesadas que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, o un fragmento o forma modificada de la
misma. El acido nucleico puede codificar solo la region CDR2 o puede codificar una regién variable completa de las
cadenas pesadas del anticuerpo o un fragmento de la misma. Por ejemplo, el acido nucleico puede codificar una region
variable de las cadenas pesadas que tenga un dominio CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 4.

La invencion proporciona un &cido nucleico aislado que codifica un dominio CDR1 de las cadenas ligeras que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, o un fragmento o forma modificada de la misma. Este
acido nucleico puede codificar sélo la regibn CDR1 o puede codificar una regién variable completa de las cadenas
ligeras del anticuerpo. Por ejemplo, el &cido nucleico puede codificar una region variable de las cadenas ligeras que
tenga un dominio CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12.

El &cido nucleico aislado también codifica un dominio CDR2 de las cadenas ligeras que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 12, o un fragmento o forma modificada de la misma. El acido nucleico puede codificar s6lo
la region CDR2 o puede codificar una region variable completa de las cadenas ligeras del anticuerpo. Por ejemplo, el
acido nucleico puede codificar una region variable de las cadenas ligeras que tenga un dominio CDR1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

El acido nucleico que codifica la region variable de las cadenas pesadas o ligeras puede ser de origen murina o
humano, o puede comprender una combinacién de secuencias de aminoacidos de origen murina 0 humano. Por
ejemplo, el acido nucleico puede codificar una region variable de las cadenas pesadas que comprenda el CDR1 de SEQ
ID NO: 2 (SEQ ID NO: 4) y/o el CDR2 de SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 6), y una secuencia del marco de ser humano.
Ademas, el &cido nucleico puede codificar una region de las cadenas ligeras que comprende el CDR1 de SEQ ID NO: 8
(SEQ ID NO: 10) y/o el CDR2 de SEQ ID NO: 8 (SEQ ID NO: 12), y una secuencia del marco de ser humano. Ademas,
la invencion engloba vectores que contienen los acidos nucleicos anteriormente descritos y células huésped que
contienen los vectores de expresion.

La invencion también caracteriza polipéptidos y fragmentos de las regiones variables de las cadenas ligeras de IgMCM'zz.
En realizaciones ejemplo, los polipéptidos aislados comprenden, por ejemplo, las secuencias de aminoacidos de SEQ
ID NOs: 8, 10 6 12, o fragmentos o combinaciones de las mismas.

Los polipéptidos de la presente invencion incluyen polipéptidos que al menos tienen, pero no mas que 20, 10, 5, 4, 3, 2
6 1 aminoécido que difiere de SEQ ID NOs: 8, 10 ¢ 12. Los polipéptidos ejemplo son polipéptidos que retienen actividad
biologica, por ejemplo, la capacidad para enlazarse a un antigeno especifico de la isquemia y/o la capacidad de
enlazarse al complemento. En otra realizacion, los polipéptidos comprenden polipéptidos que al menos tienen una
identidad de secuencias de 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99% con una regién variable de las cadenas ligeras, o
una porcion de la misma, por ejemplo un polipéptido de SEQ ID NOs: 8, 10 6 12 de la region variable de las cadenas
ligeras.
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En otra realizacion, la invencién caracteriza a un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 8 y de SEQ ID NO: 2, que ademas comprende una secuencia IRES.

6.3. Agentes inhibidores de anticuerpos IgM
6.3.1. Agentes inhibidores tipo péptidos de anticuerpos IgM naturales

La invencidon ademas caracteriza a agentes inhibidores de IgM. En una realizacion, el agente inhibidor de IgM es un
péptido que se enlaza especificamente a una IgM natural y de esta manera bloquea el enlace al antigeno. Tales
péptidos pueden incluir los péptidos ricos en asparagina descritos en la tabla 1 siguiente, excluyendo SEQ ID NO: 34.

Tabla 1: secuencias de aminoacidos de péptidos que se enlazan a anticuerpos IgM naturales

SEQ ID NO: SECUENCIA Nombre
14 XNNNXNNXNNNN Consenso rico en asparagina
16 YNNNNGNYTYRN P1

18 ANTRNGATNNNM P2

20 CDSSCDSVGNCN P3

22 WNNNGRNACNAN P4

24 HNSTSNGCNDNV P5

26 NSNSRYNSNSNN P6

28 KRNNHNNHNRSN P7

30 NGNNVNGNRNNN P8

32 NVANHNNSNHGN P9

34 SYNNNNHVSNRN P10

Los péptidos también pueden incluir ciertos “auto-péptidos” que se describen a continuacioén en la tabla 2.

Tabla 2: secuencias de aminoéacidos de auto-péptidos

SEQ ID NO: SECUENCIA Nombre
36 LMKNMDPLNDNI Auto-1
38 LMKNMDPLNDNV Auto-2 (“N-27)

Como se describe con mas detalle en la seccién de ejemplos, los auto-péptidos se enlazan a IgM“"? de anticuerpos
IgM naturales.

Ademas, los péptidos descritos anteriormente, la presente invencion engloba péptidos modificados cuya actividad puede
identificarse y/o analizarse usando una variedad de métodos bien conocidos por un experto. Por ejemplo, el enlace del
péptido a la IgM puede detectarse usando ensayos bioldgicos, técnicas de inmunotransferencia, inmunoprecipitacion o
inmunocitoquimicas, tales como las descritas a continuacion. En particular, la actividad biologica (por ejemplo, la
capacidad para enlazarse a un anticuerpo IgM natural) de un péptido modificado puede caracterizarse con relacion a la
de P8 (SEQ ID NO: 30) o N2 (SEQ ID NO: 38).

Cuando se disefian para que retengan al menos una actividad de la forma de la proteina que se encuentra en la
naturaleza, tales péptidos modificados se consideran “equivalentes funcionales” de los péptidos descritos con mas
detalle en la presente memoria. Tales péptidos modificados pueden producirse, por ejemplo, por sustitucion, supresion o
adicion de aminoacidos, sustituciones que pueden consistir en parte 0 en todo por sustituciones de aminoacidos
conservadores.

Por ejemplo, es razonable esperar que una sustitucion aislada por un aminoacido conservador, tal como el
reemplazamiento de una leucina con una isoleucina o valina, un aspartato con un glutamato, o una treonina con una
serina, no tendra un gran efecto sobre la actividad biologica de la molécula resultante. Puede determinarse facilmente si
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un cambio en la secuencia de aminoacidos de un péptido da lugar a un homélogo funcional ensayando la capacidad del
péptido variante (por ejemplo, la capacidad para unirse a anticuerpos IgM naturales) de producir una respuesta similar a
la del péptido silvestre. Los péptidos en los que ha ocurrido mas de un reemplazamiento pueden ensayarse facilmente
de la misma manera.

La mutagénesis del péptido puede dar lugar a homdlogos, los cuales tienen semividas in vivo mayores relativas al
péptido silvestre correspondiente. Por ejemplo, el péptido alterado puede hacerse mas estable a la degradacion
proteolitica 0 a otros procesos celulares que dan lugar a la destruccion o inactivacion de la proteina.

Las secuencias de aminoacidos de una poblacion de péptidos homélogos pueden alinearse, preferiblemente para
promover la mayor homologia posible. Tal poblacién de variantes puede incluir, por ejemplo, homdlogos de una o mas
especies, u homdlogos de las mismas especies pero que difieren debido a la mutacion. Los aminoacidos que aparecen
en cada posicion de las secuencias alineadas se seleccionan para crear una serie degenerada de secuencias
combinatorias. En ciertas realizaciones, la biblioteca combinatoria se produce por medio de una biblioteca degenerada
de genes que codifican una biblioteca de polipéptidos cada uno de los cuales incluyen al menos una porcion de
secuencias potenciales de péptidos. Por ejemplo, una mezcla de oligonuclettidos sintéticos pueden ligarse
enzimaticamente en secuencias de genes tal que la serie degenerada de secuencias potenciales de nuclettidos son
expresables como polipéptidos individuales, o alternativamente, como una serie de proteinas de fusidbn mayores (por
ejemplo, expresién en fagos).

Hay muchas formas mediante las cuales puede generarse la biblioteca de homélogos potenciales a partir de una
secuencia degenerada de oligonucleétido. La sintesis quimica de una secuencia degenerada de un gen puede llevarse
a cabo en un sintetizador automatico de DNA, y los genes sintéticos pueden entonces ligarse a un vector apropiado
para la expresion. Un fin de una serie degenerada de genes es proporcionar, en una mezcla, todas las secuencias que
codifican la serie deseada de secuencias potenciales de péptidos. La sintesis de oligonucleétidos degenerados es bien
conocida en la técnica (véase, por ejemplo, Narang, SA (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura et al., (1981) recombinant
DNA, Proc. 3rd Cleveland Symp. Macromolecules, ed. AG Walton, Amsterdam: Elsevier pp. 273-289; Itakura et al.,
(1984) Annu. Rev. Biochem. 53: 323; Itakura et al., (1984) Science 198: 1056; Ike et al., (1983) Nucleic Acid Res.
11:477). Tales técnicas han sido empleadas en la evolucién dirigida de otras proteinas (véase, por ejemplo, Scott et al.,
(1990) Science 249:386-390; Roberts et al., (1992) PNAS USA 89:2429-2433; Devlin et al., (1990) Science 249: 404-
406; Cwirla et al., (1990) PNAS USA 87: 6378-6382; asi como las patentes de EE.UU. n°s: 5.223.409, 5.198.346 y
5.096.815).

Alternativamente, pueden utilizarse otras formas de mutagénesis para generar una biblioteca combinatoria. Por ejemplo,
pueden generarse péptidos homologos y aislarse de una biblioteca mediante seleccion usando, por ejemplo,
mutagénesis de barrido con alanina y semejantes (Ruf et al., (1994) Biochemistry 33: 1565-1572; Wang et al., (1994) J.
Biol. Chem. 269: 3095-3099; Balint et al., (1993) Gene 137: 109-118; Grodberg et al., (1993) Eur. J. Biochem. 218: 597-
601; Nagashima et al., (1993) J. Biol. Chem. 268: 2888-2892; Lowman et al., (1991) Biochemistry 30: 10832-10838; y
Cunningham et al., (1989) Science 244: 1081-1085), por mutagénesis de barrido con un conector (Gustin et al., (1993)
Virology 193: 653-660; Brown et al., (1992) Mol. Cell Biol. 12: 2644-2652; McKnight et al., (1982) Science 232: 316); por
mutagénesis de saturacion (Meyers et al., (1986) Science 232: 613); por mutagénesis PCR (Leung et al., (1989) Method
Cell Mol. Biol. 1: 11-19); o por mutagénesis al azar (Miller et al., (1992) A Short Course in Bacterial Genetics, CSHL
Press, Cold Spring Harbor, NY; y Greener et al., (1994) Strategies en Mol. Biol. 7: 32-34).

En la técnica se conocen un amplia gama de técnicas para seleccionar productos genéticos de bibliotecas
combinatorias fabricadas por mutaciones y truncamientos puntuales, y para seleccionar en bibliotecas de cDNA
productos genéticos que tienen una cierta propiedad (por ejemplo, la capacidad para enlazarse a un anticuerpo IgM
natural). Tales técnicas se adaptaran en general para una seleccion rapida de las bibliotecas genéticas generadas por
mutagénesis combinatoria de péptidos homdélogos. La mayor parte de las técnicas usadas para explorar grandes
bibliotecas genéticas comprenden el clonado de la biblioteca genética en vectores de expresion replicables, la
transformacion de células apropiadas con la biblioteca de vectores resultante y al expresién de genes combinatorios en
condiciones en las que la deteccidon de una actividad deseada facilita relativamente el facil aislamiento del vector que
codifica al gen cuyo producto fue detectado. Cada uno de los ensayos ilustrativos descritos mas adelante es susceptible
a un analisis de alta productividad que es necesario para seleccionar grandes nimeros de secuencias degeneradas
creadas por técnicas de mutagénesis combinatoria.

En una realizacion ilustrativa de un ensayo de seleccion, los productos candidato de genes combinatorios se pasan por
una columna que contiene bolas a las que esta unida la proteina de unién, tal como una IgM o una porcién de la misma.
Aquellos productos candidatos de genes combinatorios que son retenidos en la columna pueden caracterizarse
adicionalmente respecto a su unién a IgMs de una manera que podria ser Util para bloquear la union a anticuerpos IgM
naturales y tratar las enfermedades inflamatorias.

En otro ejemplo, la biblioteca de genes puede expresarse como una proteina de fusién sobre la superficie de una
particula virica. Por ejemplo, en el sistema de fagos filamentosos pueden expresarse secuencias de péptidos extrafias
sobre la superficie de fagos infecciosos, mediante lo cual se confieren dos beneficios. En primer lugar, debido a que
estos fagos pueden aplicarse a matrices de afinidad en concentraciones muy altas pueden explorarse al mismo tiempo
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un gran nuimero de fagos. En segundo lugar, debido a que cada fago infeccioso muestra el producto del gen
combinatorio sobre su superficie, el fago puede amplificarse mediante otra ronda de infeccién si un fago particular es
recuperado de una matriz de afinidad con un bajo rendimiento. El grupo de fagos filamentosos M13, fd y fl casi idénticos
a E. coli se usa con frecuencia en bibliotecas de expresion en fagos, como pueden usarse proteinas de revestimiento
tanto del fago glll como del gVIII para generar proteinas de fusion sin desorganizar el empaquetamiento Ultimo de la
particula virica (Lander et al., publicacion PCT WO 90/02909; Garrard et al., publicacion PCT WO 92/09690; Marks et
al., (1992) J. Biol. Chem. 267: 16007-16010; Griffiths et al., (1993) EMBO J. 12: 725-734; Clackson et al., (1991) Nature
352: 624-628 y Barbas et al., (1992) PNAS USA 89: 4457-4461). Cuando sea apropiado pueden usar otras proteinas de
revestimiento de fagos.

En la presente memoria también se describen compuestos miméticos (por ejemplo, agentes no peptidicos) que son
capaces de mimetizar el enlace del péptido auténtico a un anticuerpo IgM natural. Por ejemplo, los residuos criticos de
un péptido que estan implicados en el reconocimiento molecular de un anticuerpo IgM natural pueden determinarse y
usarse para generar el compuesto péptido-mimético que se enlaza a un anticuerpo IgM natural. El compuesto péptido-
mimético puede entonces usarse como un agente inhibidor de la proteina silvestre enlazandose a los anticuerpos IgM
naturales y cubriendo los residuos criticos necesarios para la interaccion con la proteina silvestre, mediante lo cual se
impide la interaccion de la proteina y el anticuerpo IgM natural. Pueden generarse compuestos péptido-miméticos que
mimetizan aquellos residuos en el enlace al anticuerpo IgM natural. Por ejemplo, pueden generarse analogos no
hidrolizables de péptidos de tales residuos usando benzodiazepina (por ejemplo, véase Freidinger et al., en Peptides:
Chemistry and Biology, G.R. Marshall ed., ESCOM Publisher: Leiden, Netherlands, 1998), azepina (por ejemplo, véase
Fuman et al., en Peptides: Chemistry and Biology, G.R. Marshall ed., ESCOM Publisher: Leiden, Netherlands, 1998),
anillos de gamma lactama sustituidos (Garvey et al., en Peptides: Chemistry and Biology, G.R. Marshall ed., ESCOM
Publisher: Leiden, Netherlands, 1998), pseudopéptidos de ceto-metileno(Ewenson et al., (1986) J. Med. Chem. 29: 295;
y Ewenson et al., en Peptides: Structure and Function Proceedings of the 9th American Peptide Symposium) Pierce
Chemical Co. Rockland, Il, 1985), nicleos de péptidos con giro B (Nagai et al., (1985) Tetrahedron Lett 26: 647; y Sato
et al., (1986) J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1: 1231), y B-aminoalcoholes (Gordon et al., (1985) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 126: 419; y Dann et al., (1986) Biochem. Biophys. Res. Commun. 134: 71).

6.3.2. Acidos nucleicos que codifican agentes inhibidores

La invencién también caracteriza acidos nucleicos, los cuales codifican los péptidos tratados anteriormente. Acidos
nucleicos ejemplo se proporcionan en la tabla 3, excluyendo SEQ ID NO: 33.
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Tabla 3. Acidos nucleicos que codifican péptidos que se enlazan a anticuerpos IgM naturales

SEQ ID NO: SECUENCIA Nombre

13 NNN AAY AAY AAY NNN AAY AAY NNN AAY AAY | Consenso rico en
AAY AAY asparagina

15 TAY AAY AAY AAY AAY GGN AAY TAY CAN TAY | P1
MGN AAY

17 GCN AAY CAN MGN AAY GGN GCN CAN AAY AAY | P2
AAY ATG

19 TGY GAY WSN WSN TGY GAY WSN GTN GGN | P3
AAY TGY AAY

21 TGG AAY AAY AAY GGN MGN AAY GCN TGY AAY | P4
GCN AAY

23 CAY AAY WSN ACN WSN AAY GGN TGY AAY GAY | P5
AAY GTN

25 AAY WSN AAY WSN MGN TAN AAN WSN AAY | P6
WSN AAY AAY

27 AAR MGN AAY AAY CAY AAY AAY CAY AAY MGN | P7
WSN AAY

29 AAY GGN AAY AAY GTN AAY GGN AAY MGN AAY | P8
AAY AAY

31 AAY GTN GCN AAY CAY AAY AAY WSN AAY CAY | P-9
GGN AAY

33 WSN TAY AAY AAY AAY AAY CAY GTN WSN AAY | P-10
MGN AAY

35 YTN ATG AAR AAY ATG GAY CCN YTN AAY GAY | Auto-1
AAY ATH

37 YTN ATG AAR AAY ATG GAY CCN YTN AAY GAY | Auto-2
AAY GTN

Los acidos nucleicos de la tabla 3 reflejan degeneracién en el codigo genético. En particular, un “R” corresponde a una
base que puede ser una A o una G; una “S” corresponde a una base que puede ser una G o un C; una “V” corresponde
a una base que puede ser una A, C o0 G; una “Y” corresponde a una base que puede ser una C o una T; una “W”
corresponde a una base que puede ser una A o una T; una “D” corresponde a una base que puede ser una A, Go T,
una “M” corresponde a una base que puede ser una A o una C; una “H” corresponde a una base que puede ser una A,
C o T; una “N” corresponde a una base que puede ser una A, C, G o T; una “K” corresponde a una base que puede ser
una G ouna T y una “B” corresponde a una base que puede seruna C, Go T.

Se espera que entre las células de los mamiferos existan polimorfismos de secuencias de DNA que conduzcan a
cambios en las secuencias de aminoacidos de las proteinas objeto. Un experto en la técnica apreciard que estas
variaciones en uno o mas nucleétidos (de menos que 1% hasta aproximadamente 3 6 5% o posiblemente mas de los
nucledtidos) de los acidos nucleicos que codifican a un péptido particular de la invencién pueden existir entre individuos
de una especie dada debido a la variacién alélica natural. Cualquiera y todas de tales variaciones de nucledtidos y
polimorfismos de aminoéacidos resultantes estan dentro del alcance de esta invencion. Los acidos nucleicos preferidos
codifican a un péptido, el cual es al menos aproximadamente 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% homologo o
mas con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 u otro péptido
de la invencion. Los acidos nucleicos que codifican péptidos que tienen una actividad de un péptido de la invencién y
gue al menos tienen una homologia de aproximadamente 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o0 mas con SEQ
ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36, 38 u otro péptido de la invenciéon también estan dentro del alcance de
la invencién.
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La preferencia en la seleccién de codones dentro de una Unica especie parece relacionada con el nivel de expresion de
la proteina codificada por ese gen. Por consiguiente, la invencién engloba secuencias de acidos nucleicos que han sido
optimizadas para mejorar la expresién en una célula huésped alternando la frecuencia del uso de codones en la
secuencia de &cido nucleico para acercarse a la frecuencia de uso preferida de codones de la célula huésped. Debido a
la degeneracién de codones, es posible optimizar la secuencia de nucleétidos sin afectar a la secuencia de aminoacidos
de polipéptido codificado. Por consiguiente, la presente invencion se relaciona con cualquier secuencia de nucleétidos
que codifique los péptidos puestos de manifiesto en SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36, 38 u otros
péptidos de la invencién.

Los acidos nucleicos dentro del alcance de la invencién también pueden contener secuencias de conectores, sitios
modificados de endonucleasas de restriccion y otras secuencias Utiles para la clonacion, expresion o purificacion
molecular de tales polipéptidos recombinantes.

Un acido nucleico que codifica un péptido de la invencién puede obtenerse a partir de mMRNA o DNA gendémico a partir
de cualquier organismo segun protocolos descritos en la presente memoria, asi como con los generalmente conocidos
por los expertos. Por ejemplo, un cDNA que codifica a un péptido de la invencion puede obtenerse aislando mRNA total
de un organismo, por ejemplo una bacteria, un virus, un mamifero, etc. A continuacién, pueden prepararse cDNAs de
doble hebra a partir del mMRNA total, e insertarse subsiguientemente en un vector plasmido o bacteriéfago adecuado
usando una cualquiera de varias técnicas conocidas. También puede clonarse un gen que codifica a un péptido de la
invencién usando técnicas establecidas de reaccion en cadena de la polimerasa segun la informacién de la secuencia
de nucledtidos proporcionada por la invencion.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona el acido nucleico objeto en un vector de expresiéon que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica a un péptido de la invencion y operablemente conectado a al menos una
secuencia reguladora. Debe entenderse que el disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como
la seleccién de la célula huésped a transformar y/o del tipo de proteina que se desea expresar. Por otra parte, también
debe considerase el nimero de copias del vector, la capacidad de controlar ese nimero de copias y la expresion de
cualquier otra proteina codificada por el vector, tales como marcadores antibi6ticos.

Como sera evidente, pueden usarse los constructos del gen objeto para provocar la expresion de un péptido de la
invencién en células propagadas en el cultivo, por ejemplo, para producir proteinas o polipéptidos, incluyendo proteinas
de fusion o polipéptidos, incluyendo proteinas de fusion, para purificar.

Esta invencion también esta relacionada con una célula huésped aislada transfectada con un gen recombinante con el
fin de expresar un péptido de la invencion. La célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por
ejemplo, un polipéptido de la presente invencion puede expresarse en células bacterianas, tales como E. coli, células de
insectos (baculovirus), levaduras o células de mamiferos. Los expertos en la técnica conoce otras células huésped
adecuadas. Adicionalmente, con el fin de optimizar la expresién del péptido, la célula huésped puede estar
suplementada con moléculas de tRNA gue no se encuentran tipicamente en el huésped. Otros métodos adecuados para
maximizar la expresion del péptido seran conocidos por los expertos en la técnica.

6.3.3. Métodos para producir agentes inhibidores de péptidos

Pueden sintetizarse agentes inhibidores de péptidos, por ejemplo, quimicamente, ribosdbicamente en un sistema
exento de células, o ribosdbicamente dentro de una célula. La sintesis quimica de péptidos de la invencion pueden
llevarse a cabo usando una variedad de métodos reconocidos en la técnica, que incluyen la sintesis paso a paso en
fase solida, la semi-sintesis a través de religadura asistida conformacionalmente de fragmentos de péptidos, la ligadura
enzimatica de segmentos clonados o sintéticos de péptidos y la ligadura quimica. Merrifield et al., J. Am. Chem. Soc.,
volumen 85, pagina 2149 (1964), por Houghten et al. en Proc. Natl. Acad. Sci. USA, volumen 82, pagina 5132 (1985), y
por Stewart y Young en Solid Phase Peptide Synthesis, Pierce Chem. Co, Rockford, IIl. (1984). La ligadura quimica
natural emplea una reaccion quimioselectiva de los segmentos de péptidos no protegidos para producir un compuesto
intermedio transitorio conectado por puentes tioéster. EI compuesto intermedio transitorio conectado por puentes
tioéster experimenta a continuacion espontaneamente una transposicion para dar el producto de ligadura de longitud
completa que tiene un enlace peptidico natural en el sitio de ligadura. Los productos de ligadura de longitud completa
son quimicamente idénticos a las proteinas producidas mediante sintesis exenta de células. Los productos de ligadura
de longitud completa pueden replegarse y/u oxidarse, como se permita, para formar moléculas proteicas naturales que
contienen puentes disulfuro. (Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n° 6.184.344 y 6.174.530; y T.W. Muir et
al., Curr. Opin. Biotech. (1993); vol. 4, p. 420; M. Miller et al., Science (1989): vol. 246, p. 1149: A. Wlodawer et al.,
Science (1989): vol. 245, p. 616; L.H. Huang et al., Biochemistry (1991): vol. 30, p. 7402; M. Schnolzer et al., Int. J. Pept.
Prot. Res. (1992): vol. 40, p. 180-193; K. Rajarthnam et al., Science (1994): vol. 264, p. 90; R. E. Offord, “Chemical
Approaches to Protein Engineering”, en Protein Design and the Development of New Therapeutics and Vaccines, J.B.
Hook, G. Poste, Eds., (Plenum Press, Nueva York, 1990) pp. 253-282; C.J.A. Wallace et al., J. Biol. Chem. (1992): vol.
267, p. 3852; L. Abrahmsen et al., Biochemistry (1991): vol. 30, p. 4151; T. K. Chang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(1994) 91: 12544-12548; M. Schnlzer et al., Science (1992): vol., 3256, p. 221; y K. Akaji et al., Chem. Pharm. Bull.
(Tokio) (1985) 33: 184).
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En otra variacion, la produccion de péptidos puede conseguirse usando un sistema de traduccion in vitro. Un sistema de
traduccion in vitro es, en general, un sistema de traduccién que es un extracto exento de células que al menos contiene
los elementos minimos necesarios para la traduccion de una molécula de RNA en una proteina. Un sistema de
traduccion in vitro comprende tipicamente al menos ribosomas, tRNAs, metionil-tRNAMet iniciador, proteinas o
complejos implicados en la traduccion, por ejemplo, elF2, elF3, el complejo ligado a la caperuza (CB), que comprende la
proteina ligada a la caperuza (CBP) y el factor de iniciacién eucariotico 4F (elF4F). En la técnica son conocidos una
variedad de sistemas de traduccion e incluyen kits comercialmente disponibles. Ejemplos de sistemas de traduccién in
vitro incluyen lisados eucariéticos, tales como lisados de reticulocitos de conejo, lisados de oocitos de conejo, lisados de
células de ser humano, lisados de células de insectos y extractos de germen de trigo.

Los lisados estan comercialmente disponibles en fabricantes tales como Promega Corp., Madison Wis.; Stratagene, La
Jolla, Calif.; Amersham, Arlington Heights, Ill; y GIBCO/BRL, Grand Island, N.Y. Los sistemas de traduccion in vitro
comprenden tipicamente macromoléculas, tales como enzimas, factores de traduccién, iniciacion y elongacion, reactivos
quimicos y ribosomas.

Ademas, puede usarse un sistema de transcripcion in vitro. Tipicamente, tales sistemas comprenden al menos una
holoenzima de RNA polimerasa, ribonucleétidos y cualquier factor de iniciacion, elongacion y terminacién de la
transcripcion. La transcripcion y la traduccion in vitro pueden llevarse a cabo dentro de la misma reaccion para producir
péptidos a partir de uno o mas DNAs aislados.

Los acidos nucleicos que codifican agentes inhibidores de péptidos pueden ser expresados in vitro por transferencia de
DNA en una célula huésped adecuada. La expresién de péptidos puede ser facilitada insertando los acidos nucleicos
gue codifican a los péptidos en un vector, tal como un plasmido, virus u otro vehiculo conocido en la técnica que ha sido
manipulado por insercion o incorporacion en las secuencias genéticas naturales de péptidos que se enlazan a
anticuerpos. Tales vectores contienen una secuencia promotora la cual facilita la transcripcion eficiente de la secuencia
genética insertada del huésped. Tipicamente, el vector contiene un origen de replicacién, un promotor, asi como genes
especificos que permiten la seleccion fenotipica de las células transformadas. Los vectores adecuados para usar en la
presente invencion incluyen pero no se limitan a, el vector de expresion basado en T7 para la expresion en bacterias
(Rosenberg et al., Gene, 56: 125, 1987), el vector de expresion pMSXND para la expresion en células de mamiferos
(Lee y Nathans, J. Biol. Chem. 263: 3521, 1988) y vectores derivados de baculovirus para la expresion en células de
insectos. El segmento de DNA puede estar presente en el vector operablemente conectado a elementos reguladores,
por ejemplo, un promotor (por ejemplo, los promotores T7, metalotioneina | o las polihedrinas).

Los acidos nucleicos que codifican agentes inhibidores de péptidos pueden ser expresados bien en procariotas o bien
en eucariotas. Los huéspedes pueden incluir organismos microbianos, levaduras, insectos y mamiferos. Los métodos
para expresar secuencias de DNA que tienen secuencias eucariotas o viricas en procariotas son bien conocidos en la
técnica. Los vectores tipo DNA virico y plasmido biolégicamente funcionales capaces de expresion y replicacién en un
huésped son bien conocidos en la técnica. Tales vectores pueden incorporar secuencias de DNA de la invencion. Para
construir vectores que contienen la secuencia natural que codifica el péptido que se enlaza a anticuerpos y sefiales de
control transcripcionales/traductoras pueden usarse métodos que son bien conocidos por los expertos en la técnica.
Estos métodos incluyen técnicas de DNA recombinante in vitro, técnicas sintéticas y técnicas de
recombinacion/genéticas in vivo. (Véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Maniatis et al., 1989 Molecular Cloning
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y.).

Pueden utilizarse una variedad de sistemas de huésped-vector de expresion. Estos incluyen, pero no se limitan a,
microorganismos tales como bacterias transformadas con vectores de expresién tipo DNA recombinante de
bacteri6fago, DNA plasmido o DNA césmido; levaduras transformadas con vectores de expresion recombinantes de
levaduras; sistemas de células de plantas infectadas con vectores de expresion recombinantes de virus (por ejemplo,
virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformadas con vectores de expresion
recombinantes de plasmidos (por ejemplo, plasmido Ti); sistemas de células de insectos infectadas con vectores de
expresion recombinantes de virus (por ejemplo, baculovirus); o sistemas de células de animales infectadas con vectores
de expresion recombinantes de virus (por ejemplo, retrovirus, adenovirus, virus vacuna), o sistemas transformados de
células de animales disefiados para su expresion estable.

Dependiendo del sistema huésped/vector utilizado, en el vector de expresién puede usarse cualquiera de varios
elementos adecuados de transcripcion y traduccion, que incluyen promotores constitutivos e inducibles, elementos que
potencian la transcripcion, agentes de terminacion de la transcripcién, etc. (véase, por ejemplo, Bitter et al., 1987,
Methods in Enzymology 153: 516-544). Por ejemplo, cuando se clona en sistemas bacterianos, pueden usarse
promotores inducibles como pL de bacterioéfago vy, plac, ptrp, ptac (promotor hibrido ptrp-lac) y semejantes. Cuando se
clona en sistemas de células de mamiferos, pueden usarse promotores derivados del genoma de células de mamiferos
(por ejemplo, promotor de matalotioneina) o virus de mamiferos (por ejemplo, la repeticién terminal larga de retrovirus;
el promotor tardio de adenovirus; el promotor virus vacuna de 7,5K). También pueden usarse promotores producidos
por técnicas de DNA recombinante o sintéticas.

En levaduras pueden usarse varios vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles. Para una revision
véase Current Protocols en Molecular Biology, Vol. 2, 1988, Ed. Ausubel et al., Greene Publish. Assoc. & Wiley
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Interscience, Ch. 13; Grant et al., 1987, Expression and Secretion Vectors for Yeast, en Methods in Enzymology, Eds.
Wu & Grossman, 31987, Acad. Press, N.Y., Vol. 153, pp. 516-544; Glover, 1986, DNA Cloning, Vol. UU, IRL Press,
Wash., D.C., Ch. 3; y Bitter, 1987, Heterologous Gene Expression in Yeast, Methods in Enzymology, Eds. Berger &
Kimmel, Acad. Press, N.Y., Vol. 152, pp. 673-684; y The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces, 1982, Eds.
Strathern et al., Cold Spring Harbor Press, Vols. | y Il. Puede usarse un promotor constitutivo de levaduras tal como
ADH o LEU2 o un promotor inducible tal como GAL (Cloning in Yeast, Ch. 3, R. Rothstein En: DNA Cloning Vol. 11, A
Practical Approach, Ed. DM Glover, 1986, IRL Press, Wash., D.C.). Alternativamente, pueden usarse vectores que
promuevan la integracién de secuencias extrafias de DNA en el cromosoma de levaduras.

Los sistemas eucariotas, y preferiblemente los sistemas de expresion en mamiferos, permiten que ocurran
modificaciones post-traduccidon apropiadas de proteinas expresadas en mamiferos. Como células huésped pueden
usarse células eucariotas que poseen la maquinaria celular para el procesado apropiado del transcripto primario, la
glicosilacion, la fosforilacion y, ventajosamente, la insercion en la membrana plasmatica del producto del gen.

Los sistemas de células de mamiferos que utilizan virus recombinantes o elementos viricos para dirigir la expresion
pueden disefarse genéticamente. Por ejemplo, cuando se usan vectores de expresion de adenovirus una secuencia
natural que codifica un péptido que se enlaza a anticuerpos puede estar ligada a un complejo de control de la
transcripcion/traduccion de adenovirus, por ejemplo, el promotor tardio y la secuencia lider tripartita. Alternativamente,
puede usarse el promotor de 7,5K de virus vacuna (véase, por ejemplo, Mackkett et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 79: 7415-7419; Mackkett et al., 1984, J. Virol. 49: 857-864; Panicali et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:
4927-4931). De particular interés son los vectores basados en el virus del papiloma bovino los cuales tienen la
capacidad para replicarse como elementos extracromosémicos (Sarver et al.,, 1981, Mol. Cell. Biol. 1: 486). Poco
después de la entrada de este DNA en células de ratdn, el plasmido se replica hasta aproximadamente 100 a 200
copias por célula. La transcripcion del cDNA insertado no requiere la integracion del plasmido en el cromosoma del
huésped, mediante lo cual dan un alto nivel de expresion. Estos vectores pueden usarse para la expresion estable
incluyendo un marcador seleccionable en el plasmido tal como, por ejemplo, el gen neo. Alternativamente, el genoma
retrovirico puede modificarse para usarse como un vector capaz de introducir y dirigir la expresién de un gen natural de
un péptido que se enlaza a anticuerpos en células huésped (Cone & Mulligan, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:
6349-6353). También puede conseguirse un alto nivel de expresion usando promotores inducibles, que incluyen, pero
no se limitan a, el promotor metalotionina IIA y promotores de choque térmico.

Para la produccion a largo plazo y de alto rendimiento de proteinas recombinantes, se prefiere la expresion estable. Mas
que usar vectores de expresion que contengan origenes viricos de replicacion, las células huésped pueden
transformarse con un cDNA controlado por elementos apropiados de control de la expresion (por ejemplo, un promotor,
un potenciador, secuencias, agentes de terminacion de la transcripcion, sitios de poliadenilacién, etc.) y un marcador
seleccionable. El marcador seleccionable en el plasmido recombinante confiere resistencia a la seleccién y permite que
las células integren establemente el plasmido en sus cromosomas y crezcan para formar focos los cuales a su vez
pueden clonarse y expandirse en lineas celulares. Por ejemplo, tras la introduccion de DNA extrafio, puede permitirse
gue las células disefiadas genéticamente crezcan 1-2 dias en un medio enriquecido, y luego se cambian a un medio
selectivo. Pueden usarse varios sistemas de seleccion, que incluyen pero no se limitan a, genes de timidina quinasa del
virus del herpes simples (Wigler at al., 1977, Cell 11: 223), hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (Szybalska &
Szybalski, 1962, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48: 2026) y adenina fosforribosiltransferasa (Lowy et al., 1980, Cell 22: 817)
y pueden emplearse en células tk, hgprt o aprt, respectivamente. Asimismo, puede usarse la resistencia
antimetabolitos como la base de seleccién de genes dhfr, el cual confiere resistencia al metotrexato (Wigler at al.,1980,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 3567; O'Hare et al.,, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1527); gpt, que confiere
resistencia al acido micofendlico (Mulligan & Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 2072; neo, el cual confiere
resistencia al aminoglicésido G-418 (Colberre-Garapin et al., 1981, J. Mol. Biol. 150: 1); e hygro, el cual confiere
resistencia a la higromicina (Santerre et al., 1984, Gene 30: 147).

Genes adicionales seleccionables incluyen trpB, el cual permite que las células utilicen indol en lugar de triptéfano; hisD,
el cual permite que las células utilicen histinol en lugar de histidina (Hartman & Mulligan, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85: 8047); y ODC (ornitina descarboxilasa) el cual confiere resistencia al agente inhibidor de la ornitina
descarboxilasa, 2-(difluorometil)-DL-ornitina, DFMO (McConlogue L., 1987, en: Current Communications in Molecular
Biology, Cold Spring Harbor Laboratory ed.).

Para lineas celulares recombinantes estables, los tipos adecuados de células incluyen, pero no se limitan a, células de
los siguientes tipos: NIH 3T3 (murina), C2C12, L6 y P19. Los mioblastos C2C12 y L6 se diferenciaran espontaneamente
en el cultivo y formaran miotubos dependiendo de las condiciones particulares de crecimiento (Yaffe y Saxel, 1977,
Yaffe, 1968). P19 es una linea celular embriénica de carcinoma. Tales células son descritas, por ejemplo, en el Cell Line
Catalog de la American Type Culture Collection (ATCC). Estas células pueden ser establemente transformadas
mediante un método conocido por los expertos. Véase, por ejemplo, Aussubel et al., Introduction of DNA into
Mammalian Cells, en CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, secciones 9.5.1-9.5.6 (John Wiley & Sons
Inc. 1995). En el contexto de la invencién, transformacion “estable” quiere decir que las células son inmortales en la
extensién de haber pasado por al menos 50 divisiones.
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Cuando el huésped es un eucariota, pueden usarse métodos de transfeccion de DNA tales como coprecipitados con
fosfato de calcio, procedimientos mecanicos convencionales tales como microinyeccion, electroporacion, insercion de un
plasmido encerrado en liposomas, o0 virus vectores. Las células eucariotas también pueden cotransformarse con
secuencias de DNA que codifican péptidos naturales que se enlazan a anticuerpos, y una segunda molécula de DNA
extrafio que codifica un fenotipo seleccionable, tal como el gen de la timidina quinasa del herpes simplex. Otro método
es usar un vector virico eucariota, tal como el virus 40 del simio (SV40) o el virus del papiloma bovino, para infectar o
transformar transitoriamente células eucariotas y expresar la proteina (véase, por ejemplo, Eukaryotic Viral Vectors,
Cold Spring Harbor Laboratory, Gluzman et al., 1982).

Para interaccionar con anticuerpos naturales o para aislar y purificar, puede necesitarse que las proteinas naturales que
se enlazan a anticuerpos sean secretadas por la célula huésped. Por consiguiente, puede usarse una secuencia sefal
para dirigir la salida del péptido de la célula huésped cuando se sintetice.

Tipicamente, la secuencia sefial esta posicionada en la region codificante de la secuencia del acido nucleico, o
directamente en el extremo 5" de la region codificante. Se han identificado muchas secuencias sefial y puede usarse
cualquiera que sea funcional en la célula huésped seleccionada. Por consiguiente, la secuencia sefial puede ser
homoéloga o heteréloga al polipéptido. Adicionalmente, la secuencia sefial puede sintetizarse quimicamente usando
técnicas de DNA recombinante bien conocidas en la técnica.

La cantidad de péptido producida en la célula huésped puede evaluarse usando métodos estandar en la técnica. Tales
métodos incluyen, sin limitacién, analisis de inmunotransferencia, electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida,
electroforesis en gel no desnaturalizante, separacion por HPLC, inmunoprecipitacién y/o ensayos de actividad tales
como ensayos de union al DNA por retardo en gel.

Cuando se secretan péptidos naturales de unién a anticuerpos de las células huésped, la mayoria del péptido
probablemente se encontrara en el medio de cultivo celular. Si, sin embargo, el péptido no se secreta, estard presente
en el citoplasma (para eucariotas, bacterias Gram positivas y células huésped de insectos) o en el periplasma (para
células huésped de bacterias Gram negativas).

Si el péptido natural que se une a anticuerpos permanece en el espacio intracelular, tipicamente las células huésped
son en primer lugar rotas mecénica u osméticamente para liberar el contenido citoplasmético en una disolucion
amortiguadora del pH. A continuacién, el péptido se aisla de esta disolucién. Seguidamente, puede conseguirse la
purificacion del péptido de la disolucion usando una variedad de técnicas. Si el péptido ha sido sintetizado tal que
contiene una etiqueta tal como hexahistidina u otros pequefios péptidos tanto en su término carboxilo como en su
término amino, puede purificarse en un procedimiento de una Unica etapa pasando la disoluciéon a través de una
columna de afinidad en la que la matriz de la columna tiene una alta afinidad por la etiqueta o por el péptido
directamente (es decir, un anticuerpo monoclonal). Por ejemplo, la polihistidina se une con gran afinidad y especificidad
al niquel, por tanto puede usarse para la purificacion una columna de afinidad de niquel (tal como las columnas de
niquel Qiagen) (véase, por ejemplo, Aussubel et al., eds., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
Nueva York, 1994).

Por otra parte, cuando el péptido no tiene ninguna etiqueta no es practico usar un anticuerpo para purificar el péptido, y
pueden usarse otros procedimientos bien conocidos para purificar. Tales procedimientos incluyen, sin limitacion,
cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de exclusion molecular, HPLC, electroforesis nativa en gel en
combinacion con elucién por gel y electroforesis isoeléctrica preparativa (maquina/técnica “Isoprime”, Hoefer Scientific).
En algunos casos, pueden combinarse dos 0 mas de estas técnicas para conseguir una mayor pureza.

Si se anticipa que el péptido se encontrara principalmente en el espacio periplasmatico de la bacteria o en el citoplasma
de células eucariotas, puede extraerse el contenido del periplasma o del citoplasma, incluyendo cuerpos de inclusion
(por ejemplo, bacterias Gram negativas) si el péptido procesado ha formado tales complejos, de la célula huésped
usando cualquier técnica estandar conocida por los expertos. Por ejemplo, las células huésped pueden lisarse para
liberar el contenido del periplasma mediante el uso de una prensa francesa, homogeneizacion y/o sonicacion. El
homogeneizado puede entonces centrifugarse.

6.3.4. Agentes inhibidores de anticuerpos IgM naturales

Los agentes inhibidores de IgM también pueden ser anticuerpos que compiten con IgMs naturales en la union al
antigeno. Los métodos para producir anticuerpos son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, puede producirse un
anticuerpo monoclonal frente a una diana (por ejemplo, una inmunoglobulina patégena o un antigeno especifico de la
isquemia en una célula) mediante una variedad de técnicas, que incluyen la metodologia convencional de anticuerpos
monoclonales, por ejemplo la técnica estandar de hibridacion de células somaticas de Kohler y Milstein, Nature 256: 495
(1975). Aunque en principio se prefieren los procedimientos de hibridacion de células somaticas, pueden emplearse
otras técnicas para producir anticuerpos monoclonales, por ejemplo transformacion virica u oncogénica de linfocitos B.
El sistema animal preferido para preparar hibridomas es el sistema murina. La produccién de hibridomas en el raton es
un procedimiento muy bien establecido. En la técnica se conocen protocolos de inmunizaciéon y técnicas para el
aislamiento de esplenocitos inmunizados para la fusion. También son conocidos socios de fusion (por ejemplo, células
de mieloma murino) y procedimientos de fusion.
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Pueden generarse anticuerpos monoclonales de ser humano usando ratones transgénicos que portan los genes de
inmunoglobulinas de ser humano en lugar de los enes de inmunoglobulinas de ratén. Los esplenocitos de estos ratones
transgénicos inmunizados con el antigeno de interés se usan para producir hibridomas que secretan mAbs de ser
humano con afinidades especificas para epitopes de una proteina de ser humano (véase, por ejemplo, Word et al.
Solicitud Internacional WO 91/00906, Kucherlapati et al., publicacion PCT WO 91/10741; Lonberg et al. Solicitud
Internacional WO 92/03918; Kay et al. Solicitud Internacional 92/03917; Lonberg N. et al. 1994 Nature 368: 856-859;
Green L.L. et al. 1994 Nature Genet. 7: 13-21; Morrison S.L. et al. 1994 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851-6855;
Bruggeman et al. 1993 Year Immuno. 17: 33-40; Tuaillon et al. 1993 PNAS 90: 3720-3724; Bruggeman et al. 1991 Eur.
J. Immunol. 21: 1323-1326). En una realizacion, pueden generarse hibridomas de células CD5+, B1 de ser humano.
Alternativamente, pueden usarse hibridomas murinos “humanizados” que reconozcan el “antigeno isquémico” de
reactividad cruzada.

También pueden generarse anticuerpos monoclonales por otros métodos conocidos por los expertos en la técnica de la
tecnologia del DNA recombinante. SE ha desarrollado un método alternativo, referido como el método de “expresion
combinatoria de anticuerpos” para identificar y aislar fragmentos de anticuerpos que tienen una especificidad particular
por el antigeno, y pueden utilizarse para producir anticuerpos monoclonales (para descripciones de la expresion
combinatoria de anticuerpos véase por ejemplo, Sastry et al. 1989 PNAS 86: 5, 728; Huse et al. 1989 Science 246:
1275; y orlando et al. 1989 PNAS 86: 3833). Después de inmunizar a un animal con un inmundgeno como se describio
anteriormente, el repertorio de anticuerpos del conjunto resultante de células B se clona. En general, se conocen
métodos para obtener la secuencia de DNA de las regiones variables de una poblaciéon diversa de moléculas de
inmunoglobulinas usando una mezcla de cebadores oligdmeros y PCR. Por ejemplo, para la amplificacion por PCR de
las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de varios anticuerpos murinos pueden usarse cebadores
oligonucledtidos mixtos que corresponden a las secuencias lider del extremo 5 (péptido sefial) y/o las secuencias
marco 1 (FR1), asi como un cebador para una region constante conservada del extremo 3" (Larrick et al., 1991,
Biotechniques 11: 152-156). También puede usarse una estrategia similar para amplificar las regiones variables de las
cadenas pesadas Y ligeras de ser humano de anticuerpos de ser humano (Larrick et al., 1991, Methods: Companion to
Methods in Enzymology 2: 106-110).

En una realizacion ilustrativa, se aisla RNA de linfocitos B, por ejemplo células de la sangre periférica, médula 6sea o
preparaciones del bazo, usando protocolos estandar (por ejemplo, la patente de EE.UU. n° 4.683.202; Orlando et al.
PNAS (1989) 86: 3833-3837; Sastry et al., PNAS (1989) 86: 5728-5732; y Huse et al. (1989) Science 246: 1275-1281).
Se sintetiza la primera hebra de cDNA usando cebadores especificos para la regién constante de la o las cadenas
pesadas y cada una de las cadenas ligeras « y A, asi como cebadores para secuencia sefial. Usando cebadores PCR
de la region variable se amplifican las regiones variables tanto de las cadenas pesadas como de las ligeras, cada una
sola o en combinacién, y se ligan a vectores apropiados para la posterior manipulaciéon para generar los paquetes de
expresion. Los cebadores oligonucledtidos en protocolos de expresion pueden ser Gnicos o degenerados o incorporar
inosina en posiciones degeneradas. También pueden incorporarse en los cebadores secuencias de reconocimiento de
endonucleasas de restriccion para permitir el clonado del fragmento amplificado en un vector en un marco de lectura
predeterminado para la expresion.

La biblioteca V-gen del repertorio de anticuerpos derivados por inmunizacién puede expresarse mediante una poblacion
de paquetes de expresion, preferiblemente derivados de fagos filamentosos; para formar una biblioteca de expresion en
fagos. Idealmente, el paquete de expresion comprende un sistema que permite el muestreo de bibliotecas de expresion
muy grandes de anticuerpos variegados, la clasificacion rapida después de cada ronda de separacion por afinidad, y el
aislamiento facil del gen del anticuerpo a partir de paquetes de expresion purificados. Ademas de kits comercialmente
disponibles para generar bibliotecas de expresion en fagos (por ejemplo, The Pharmacia Recombinant Phage Antibody
System, n° de catdlogo 27-9400-01; y el kit de expresion en fagos Stratagene SurfZAPTM, n° de catalogo 240612),
ejemplos de métodos y reactivos particularmente susceptibles de usar en la generacion de una biblioteca de expresion
de anticuerpos variegados pueden encontrarse en, por ejemplo, Ladner et al., patente de EE.UU. n°® 5.223.409, Kang et
al., Publicacién Internacional n® WO 92/18619; Dower et al. Publicacién Internacional n® WO 91/17271; Winter et al.,
Publicacion Internacional n® WO 92/20791; Markland et al., Publicacion Internacional n® WO 92/15679; Breitling et al.,
Publicacion Internacional n® WO 93/01288; McCafferty et al., Publicacién Internacional n® WO 92/01047; Garrard et al.,
Publicacion Internacional n® WO 92/09690; Ladner et al., Publicacién Internacional n® WO 90/02809; Fuchs et al. (1991)
Bio/Technology 9: 1370-1372; Hay et al. (1992) Human Antibody Hybridomas 3: 81-85; Huse et al. (1989) Science 246:
1275-1281; Griffths et al. (1993) EMBO J 12: 725-734; Hawkins et al. (1992) J. Mol. Biol. 226: 889-896; Clackson et al.
(1991) Nature 352: 624-628; Gram et al. (1992) PNAS 89: 3576-3580; Garrad et al. (1991) Bio/Technology 9: 1373-
1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc. Acid Res. 19: 4133-4137; y Barbas et al. (1991) PNAS 88: 7978-7982.

En ciertas realizaciones, los dominios de la regiéon V de las cadenas ligeras y pesadas pueden expresarse en el mismo
polipéptido, unido por un conector flexible para formar un fragmento Fv de cadena Unica, y el gen scFV
subsiguientemente clonado en el vector de expresion o genoma de fago deseado. Como se describe en general en
McCafferty et al., Nature (1990) 348: 552-554, los dominios Vy y V. completos de un anticuerpo, unidos por un conector
flexible (Glys-Ser)s pueden usarse para producir un anticuerpo de cadena Unica que puede hacer que el paquete de
expresion sea separable sobre la base de la afinidad por el antigeno. Los anticuerpos scFV aislados inmunorreactivos
con el antigeno pueden subsiguientemente formularse en una preparacion farmacéutica para usar en el método objeto.
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Una vez mostrada en la superficie de un paquete de expresion (por ejemplo, un fago filamentoso), la biblioteca de
anticuerpos se explora con el antigeno, o un fragmento péptido del mismo, diana para identificar y aislar paguetes que
expresen un anticuerpo que tenga especificidad por el antigeno diana. El acido nucleico que codifica el anticuerpo
seleccionado puede recuperarse del paquete de expresion (por ejemplo, del genoma de un fago) y subclonarse en otros
vectores de expresion mediante técnicas de DNA recombinante.

Las moléculas de anticuerpos especificos con altas afinidades por una proteina superficial pueden fabricarse segun
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo,, métodos que implican la exploracion de bibliotecas (Ladner, R.C., et al.,
patente de EE.UU. 5.233,409; Ladner, R.C., et al., patente de EE.UU. 5.403.484). Ademas, estas bibliotecas pueden
usarse en exploraciones para obtener determinantes de unién que son compuestos que mimetizan a los determinantes
estructurales de anticuerpos.

En particular, la superficie de unién de Fv de una molécula de un anticuerpo particular interacciona con su ligando diana
segun los principios de las interacciones proteina-proteina, por lo tanto pueden usarse datos de secuencias de Vy 'y Vi
(el ultimo de los cuales puede ser del tipo cadena k 0 1) en técnicas de disefio de proteinas conocidas por los expertos
en la técnica. Pueden obtenerse detalles de la superficie de la proteina que comprende los determinantes de union a
partir de la informacion de secuencias de anticuerpos, mediante un procedimiento de modelado que usa estructuras
tridimensionales previamente determinadas a partir de otros anticuerpos obtenidos de estudios de RMN o datos
cristalogréaficos. Véase por ejemplo Bajorath, J. y S. Sheriff, 1996, Proteins: Struct., Funct. and Genet. 24(2), 152-157;
Webster, D.M. y A.R. Rees, 1995, “Molecular modeling of antibody-combining sites” en S. Paul, Ed., Methods in
Molecular Biol. 51, Antiboding Engineering Protocols, Humana Press, Totowa, NJ, pp 17-49; y Johnson, G. Wu, T.T. y
E.A. Kabat, 1995, “Seghunt: A program to screen aligned nucleotide and amino acid sequences”, en Methods in
Molecular Biol. 51, op. cit., pp 1-15.

En una realizacién, se expresa un biblioteca de un péptido variegado mediante una poblacion de paquete de expresion
para formar una biblioteca de expresion de péptidos. Idealmente, el paquete de expresion comprende un sistema que
permite el muestreo de bibliotecas muy grandes de expresion de péptidos variegados, la clasificacion rapida después de
cada ronda de separacién por afinidad y el aislamiento facil del gen que codifica al péptido a partir de paquetes de
expresion purificados. Las bibliotecas de expresion de péptidos pueden estar en, por ejemplo, organismos procariotas y
virus, los cuales pueden amplificarse rdpidamente, son relativamente faciles de manipular, y permiten la creacién de un
gran numero de clones. Los paquetes de expresion preferidos incluyen, por ejemplo, células bacterianas vegetativas,
esporas bacterianas, y mas preferiblemente, virus bacterianos (especialmente virus de DNA). Sin embargo, la presente
invencion también contempla el uso de células eucariotas, que incluyen levaduras y sus esporas, como paquetes de
expresion potenciales. Las bibliotecas de expresién en fagos se describieron anteriormente.

Otras técnicas incluyen cromatografia de afinidad con un “receptor” apropiado, por ejemplo, un antigeno diana, seguida
por la identificacion de los agentes o ligandos de unién aislados mediante técnicas convencionales (por ejemplo,
espectrometria de masas y RMN). Preferiblemente, el receptor soluble estd conjugado con un marcador (por ejemplo,
fluoréforos, enzimas colorimétricos, radiois6topos o compuestos luminiscentes) que puede detectarse para indicar la
union al ligando. Alternativamente, pueden liberarse selectivamente compuestos inmovilizados y permitir que difundan a
través de una membrana para que interaccionen con un receptor.

También pueden sintetizarse bibliotecas combinatorias de compuestos con “etiquetas” para codificar la identidad de
cada miembro de la biblioteca (véase, por ejemplo, W.C. Still et al., Solicitud Internacional WO 94/08051). En general,
este método se caracteriza por el uso de etiquetas inertes pero facilmente detectables que estan unidas al soporte
solido o a los compuestos. Cuando se detecta un compuesto activo, la identidad del compuesto se determina por
identificacion de la etiqueta Unica que lo acompafia. Este método de etiquetado permite la sintesis de grandes
bibliotecas de compuestos que pueden identificarse a muy bajas concentraciones entre la serie total de todos los
compuestos de la biblioteca.

Un anticuerpo de la presente invencién puede ser uno en el cual la regién variable, o una porcién de la misma, por
ejemplo, las regiones que determinan la complementariedad (CDR o CDRs), se genera en un organismo no humano,
por ejemplo, una rata 0 un raton. Los anticuerpos quimera, injertados en CDR y humanizados, estan dentro de la
invencion. Los anticuerpos generados en un organismo no humano, por ejemplo, una rata o un ratén, y luego
modificados, por ejemplo, en el marco variable o en la regidon constante, para disminuir la antigenicidad en un ser
humano estan dentro de la invencion. Cualquier modificacion esta dentro del alcance de la invencién en tanto y cuanto
el anticuerpo tenga al menos una porcién de unién al antigeno.

Los anticuerpos quimera (por ejemplo, anticuerpos monoclonales de ratén-ser humano) pueden producirse por técnicas
de DNA recombinante conocidas en la técnica. Por ejemplo, se digiere un gen que codifica la regién constante Fc de
una molécula de anticuerpo monoclonal murino (0 de otra especie) con enzimas de restriccion para separar la region
que codifica la Fc de murino, y se sustituye la porcion equivalente de un gen que codifica una region constante Fc de ser
humano (véase Robinson et al., Publicacion de Patente Internacional PCT/US86/02269; Akira et al., Solicitud de Patente
Europea 173.494; Neuberger et al., Solicitud Internacional WO 86/01533; Cabilly et al., Patente de EE.UU. n° 4.816.567;
Cabilly et al., Solicitud de Patente Europea 125.023; Better et al. (1988 Science 240: 1041-1043); Liu et al. (1987) PNAS
84: 3439-3443; Liu et al., 1987, J. Immunol. 139: 3521-3526; Sun et al. (1987) PNAS 84: 214-218; Nishimura et al.,
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1987, Canc. Res. 47: 999-1005; Word et al. (1985) Nature 314: 446-449; y Shaw et al., 1988, J. Natl. Cancer Inst. 80:
1553-1559).

Ademas, un anticuerpo quimera puede humanizarse reemplazando secuencias de la region variable Fv que no estan
directamente implicadas en la unién al antigeno con secuencias equivalentes de regiones variables Fv de ser humano.
Métodos generales para generar anticuerpos humanizados son dados por Morrison, S.L., 1985, Science 229: 1202-
1207, por Oi et al., 1986, BioTechniques 4: 214, y por Queen et al., documentos US 5.585.089, US 5.693.761 y US
5.693.762.

Esos métodos incluyen aislar, manipular y expresar las secuencias de &acido nucleico que codifican todo o parte de las
regiones variables Fv de inmunoglobulinas a partir de al menos una de una cadena pesada o ligera. Las fuentes de tales
acidos nucleicos son bien conocidas por los expertos en la técnica y, por ejemplo, pueden obtenerse a partir de un
hibridoma que produzca anticuerpos 7E3 y anti-GPllylll,. EI DNA recombinante que codifica al anticuerpo quimera, o un
fragmento del mismo, puede entonces clonarse en un vector de expresion apropiado. Alternativamente, pueden
producirse anticuerpos humanizados adecuados por sustitucion CDR. Patente de EE.UU. 5.225.539; Jones et al. 1986
Nature 321: 552-525; Verhoeyan et al. 1988 Science 239: 1534; y Beidler et al. 1988 J. Immunol. 141: 4053-4060.

Pueden producirse anticuerpos humanizados o injertados en una CDR por injerto en una CDR o sustitucion en una
CDR, en las que pueden reemplazarse una, dos o todas las CDRs de una cadena de inmunoglobulina. Véase, por
ejemplo, la patente de EE.UU. 5.225.539; Jones et al. 1986 Nature 321: 552-525; Verhoeyan et al. 1988 Science 239:
1534; Beidler et al. 1988 J. Immunol. 141: 4053-4060; Winter, documento US 5.225.539.

Winter describe un método de injerto en una CDR que puede usarse para preparar los anticuerpos humanizados de la
presente invencion (solicitud de patente UK GB 2188638A, registrada en 26 de marzo de 1987; Winter, documento US
5.225.539).

Un anticuerpo humanizado o injertado en una CDR al menos tendra una o dos, pero generalmente todas las CDRs
receptoras (o cadenas pesadas y/o ligeras de la inmunoglobulina) reemplazadas por una CDR de un donante.
Preferiblemente, el donante sera un anticuerpo de roedor, por ejemplo, un anticuerpo de rata o de raton, y el receptor
sera un marco de ser humano o un marco consenso de ser humano. Tipicamente, a la inmunoglobulina que proporciona
las CDRs se la llama la “donante” y a la inmunoglobulina que proporciona el marco se la llama la “aceptor(a)”. En una
realizacion, la inmunoglobulina donante no es de ser humano (por ejemplo, es de roedor). El marco aceptor puede ser
un marco que se encuentra en la naturaleza (por ejemplo, un ser humano) 0 un marco consenso, 0 una secuencia que
aproximadamente es 85% o mayor, preferiblemente 90%, 95%, 99% o mayor, idéntica al mismo.

Todas las CDRs de un anticuerpo particular pueden ser reemplazadas por al menos una porcién de una CDR no
humana o so6lo parte de las CDRs pueden ser reemplazadas por CDRs no humanas. Sélo es necesario reemplazar el
nimero de CDRs requerido para la unién del anticuerpo humanizado al receptor Fc.

También estan dentro del alcance de la invencién anticuerpos humanizados y quimera en los cuales se han sustituido,
suprimido o afiadido aminoacidos especificos. En particular, los anticuerpos humanizados especificos tienen
sustituciones de aminoacidos en la regién marco, con el fin de mejorar la unién al antigeno. Por ejemplo, un anticuerpo
humanizado tendra residuos en el marco idénticos al residuo del marco del donante u otro amino&cido diferente del
residuo del marco del receptor. Como otro ejemplo, en un anticuerpo humanizado que tenga CDRs de raton, los
aminoacidos localizados en la regién marco de ser humano pueden ser reemplazados por los aminoacidos localizados
en las correspondientes posiciones del anticuerpo de ratén. Se sabe que en algunos casos tales sustituciones mejoran
la unién de los anticuerpos humanizados al antigeno.

Los fragmentos de anticuerpos de la invencion se obtienen usando procedimientos convencionales conocidos por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, la digestion de un anticuerpo con pepsina da fragmentos F(ab’), y mudltiples
pequefios fragmentos. La reduccion con mercapto-etanol de un anticuerpo da cadenas pesadas Y ligeras individuales.
La digestion de un anticuerpo con papaina da fragmentos Fab individuales y el fragmento Fc.

En otro aspecto, la invencion también caracteriza una inmunoglobulina natural modificada, la cual, por ejemplo, funciona
como un agonista (compuesto mimético) o como un antagonista. Preferiblemente, la inmunoglobulina natural
modificada, por ejemplo, una inmunoglobulina patégena modificada, funciona como un antagonista de la activacion del
complemento. Pueden generarse variantes de la inmunoglobulina patégena por mutagénesis, por ejemplo, mutacion
puntual discreta, la insercién o supresion de secuencias o el truncamiento de una inmunoglobulina patégena. Un
agonista de la inmunoglobulina natural puede sustancialmente retener las mismas, o una subserie de, actividades
bioldgicas de la forma de la proteina que se encuentra en la naturaleza. Un antagonista de una inmunoglobulina natural
puede inhibir una 0 mas actividades de la forma de la inmunoglobulina patégena que se encuentra en la naturaleza
siendo, por ejemplo, capaz de unirse a un antigeno especifico de la isquemia, pero incapaz de activar una ruta del
complemento. Por tanto, pueden provocarse efectos bioldgicos especificos mediante un tratamiento con una variante de
funcion limitada.

En una realizacion, el sitio dentro de la inmunoglobulina natural (por ejemplo, una IgM patégena) que se une a Clq
puede hacerse mutar tal que no sea ya capaz de unirse a C1qg. Por ejemplo, el dominio CH2 de una IgG y el dominio
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CH4 de una IgM, que se sabe que contienen sitios de unién a Clq, pueden hacerse mutar (véase el documento WO
94/29351). Por ejemplo, puede hacerse mutar la mitad carboxilo terminal del dominio CH2 de una IgG (residuos 231 a
239, preferiblemente dentro de 234 a 239), la cual parece que media la unién a Clq y la subsiguiente activacion del
complemento. Como otro ejemplo, Wright et al. han demostrado que un cambio de un solo nucleétido en el dominio de
la region constante de IgM hace que el anticuerpo sea defectuoso para iniciar la citolisis dependiente del complemento.
El cambio de un solo nucleétido da lugar a la codificacién de un residuo de serina, en lugar del residuo normal de
prolina, en la posicién aminoacida 436 en el tercer dominio constante (Wright et al. 1988, J. Biol. Chem. 263: 11221).
Las sustituciones de aminoacidos que pueden hacerse a los anticuerpos con el fin de alterar la union al o la actividad del
complemento son bien conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, Wright et al. 1988, J. Biol. Chem. 263: 11221,
Shulman et al. (1986), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 7678-7682; Arya et al., (1994) J. Immunol. 253: 1206-1212; Poon
et al., (1995) J. Biol. Chem. 270: 8571-8577). Por consiguiente, en una realizacién, los anticuerpos de la presente
invencion tienen una mutacion que altera la unién al o la actividad del complemento. En la presente memoria, a los
anticuerpos en los que se han afiadido, suprimido o sustituido aminoacidos se les denomina anticuerpos modificados o
alterados. Como apreciard un experto en la técnica, los métodos usados para provocar tales cambios en la secuencia
nucledtida o amino&cida variaran dependiendo de los resultados deseados.

Pueden identificarse variantes de una inmunoglobulina natural explorando bibliotecas combinatorias de mutantes, por
ejemplo mutantes de truncamiento, de una inmunoglobulina natural respecto a su actividad agonista o antagonista.

Para generar una poblacion variegada de fragmentos para la exploracion y subsiguiente seleccién de variantes de esta
proteina pueden usarse bibliotecas de fragmentos, por ejemplo, fragmentos N-terminales, C-terminales o internos, de
una secuencia que codifica a una inmunoglobulina natural. Son particularmente preferidas las variantes en las que se
afiade o suprime un residuo de cisteina o en las que se afiade o suprime un residuo que esté glicosilado.

Métodos para seleccionar productos genéticos de bibliotecas combinatorias fabricadas por mutaciones puntuales o por
truncamiento, y para explorar en bibliotecas de cDNA productos genéticos que tengan una propiedad seleccionada.
Para identificar variantes puede usarse, en combinacién con los ensayos de exploracion-seleccion, la mutagénesis de
ensamble recursivo (REM), una técnica que acrecienta la frecuencia de mutantes funcionales en las bibliotecas (Arkin y
Yourvan (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 7811-7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 6(3): 327-331).

Para analizar una biblioteca variegada pueden explotarse ensayos basados en células. Por ejemplo, una biblioteca de
vectores de expresion puede transfectarse en una linea celular, por ejemplo, una linea celular que normalmente a la
proteina de una manera dependiente del sustrato. Puede entonces recuperarse un DNA plasmido de las células que se
califican respecto a la inhibicién, o alternativamente, la potenciacién de la transmision de sefiales mediante el complejo
inmunoglobulina patégena-sustrato, y ademas se caracterizan los clones individuales.

La invencién también caracteriza un método para fabricar una inmunoglobulina natural, por ejemplo, una
inmunoglobulina patégena que tenga una actividad diferente a la de la silvestre, por ejemplo, un antagonista, agonista o
super agonista de una inmunoglobulina patégena que se encuentra en la naturaleza. El método incluye: alterar la
secuencia de una inmunoglobulina natural, por ejemplo, por sustitucién o supresion de uno o mas residuos de una
regién, dominio o residuo no conservados, descritos en la presente memoria, y ensayar el polipéptido alterado respecto
a la actividad deseada.

Ademas, la invencién caracteriza un método para fabricar un fragmento o analogo de una inmunoglobulina natural, por
ejemplo, una inmunoglobulina patégena que tenga una actividad biolégica alterada diferente a la de una
inmunoglobulina patégena que se encuentra en la naturaleza. El método incluye: alterar la secuencia, por ejemplo, por
sustitucion o supresion de uno o mas residuos, de una inmunoglobulina natural, por ejemplo, alterando la secuencia de
una regién, dominio o residuo no conservados, descritos en la presente memoria, y ensayar el polipéptido alterado
respecto a la actividad deseada. En una realizaciéon ejemplo, la inmunoglobulina natural modificada puede tener una
capacidad reducida para activar el complemento. Por ejemplo, pueden haberse mutado uno o mas de los residuos
aminoacidos implicados en la unién al complemento y/o la activacion del complemento.

En cierta realizacién, el anticuerpo natural modificado puede comprender al menos la region CDR1 de SEQ ID NO: 8
(SEQ ID NO: 10), o porciones de la misma que se unan al antigeno, y/o al menos la region CDR2 de SEQ ID NO: 8
(SEQ ID NO: 12), o porciones de la misma que se unan al antigeno. El anticuerpo modificado puede adicionalmente
comprender al menos la region CDR 1 de SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 4), o porciones de la misma que se unan al
antigeno, y/o al menos la region CDR 2 de SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 6), o porciones de la misma que se unan al
antigeno. En una realizacion ejemplo, el anticuerpo modificado comprende la region CDR 1 de SEQ ID NO: 8 (SEQ ID
NO: 10) y la region CDR 2 de SEQ ID NO: 8 (SEQ ID NO: 12), o porciones de las mismas que se unan al antigeno. Los
anticuerpos modificados también pueden comprender la regién CDR 1 de SEQ ID NO: 8 (SEQ ID NO: 10) y la region
CDR 2 de SEQ ID NO: 8 (SEQ ID NO: 12) y la region CDR 1 de SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 4) y la regién CDR 2 de
SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 6), o porciones de las mismas que se unan al antigeno.

El anticuerpo natural modificado puede ser un anticuerpo de ser humano que tenga una afinidad de unién por el
antigeno especifico de la isquemia, similar, por ejemplo, mayor que, menor que o igual que, a la afinidad de unién del
anticuerpo producido por el hibridoma depositado con el ATTC, que tiene el nimero de acceso PTA-3507. En otra
realizacion, el anticuerpo natural puede ser un anticuerpo no humano, por ejemplo, de vaca, cabra, ratén, rata, oveja,
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cerdo o conejo. En una realizacién ejemplo, el anticuerpo no humano es un anticuerpo murino. El anticuerpo natural
también puede ser un anticuerpo recombinante. En una realizaciéon ejemplo, el anticuerpo natural es un anticuerpo
humanizado. El anticuerpo natural modificado puede ser un anticuerpo IgG o IgM. En otra realizacién, la
inmunoglobulina natural aislada posee la misma especificidad antigénica que la inmunoglobulina producida por el
hibridoma depositado con el ATTC, que tiene el nimero de acceso PTA-3507.

6.4. Ensayo de exploracion para identificar agentes inhibidores adicionales

Pueden identificarse otros agentes inhibidores de una interaccién entre un anticuerpo IgM natural y un antigeno o un
componente de la ruta del complemento a partir de uno 0 mas (por ejemplo, una pluralidad de) compuestos de ensayo,
gue comprende: (i) proporcionar una mezcla de reaccion la cual incluya al anticuerpo IgM natural y al antigeno o el
componente de la ruta del complemento en condiciones que permitan que ocurra la unién del anticuerpo IgM natural y
del antigeno o del componente de la ruta del complemento; (ii) poner en contacto el anticuerpo IgM natural y el antigeno
o el componente de la ruta del complemento con uno o mas compuestos de ensayo (por ejemplo, miembros de una
biblioteca combinatoria); y (ii) detectar cualquier cambio en la uniéon del anticuerpo IgM natural y el antigeno o el
componente del complemento en presencia de un compuesto de ensayo dado en relacion con el detectado en ausencia
del compuesto de ensayo. Un cambio (por ejemplo, una disminucién) del nivel de unién entre el anticuerpo IgM natural y
el antigeno o el componente de la ruta del complemento en presencia del compuesto de ensayo en relacion con el
detectado en ausencia del compuesto de ensayo indica que el compuesto de ensayo es un agente inhibidor de la
interaccion entre el anticuerpo IgM natural y el antigeno o el componente de la ruta del complemento.

El método puede ademas incluir el pretratamiento de anticuerpos IgM naturales con uno o mas compuestos de ensayo.
Los anticuerpos IgM naturales pretratados pueden entonces inyectarse en ratones deficientes en inmunoglobulinas
naturales.

En ciertas realizaciones, los métodos se realizan in vitro. En una realizacion ejemplo, la etapa de contacto se efectia in
vivo. En una realizacién ejemplo, el antigeno es miosina. En otras realizaciones, el antigeno es un tejido o lisado
endotelial obtenido de un sujeto, por ejemplo un paciente humano con lesion por reperfusion o isquemia. En otra
realizacion ejemplo, el componente de la ruta del complemento es un componente de la ruta clasica del complemento.
En una realizacion ejemplo adicional, el componente de la ruta del complemento es una molécula C1 o una subunidad
de la misma (C1q).

En realizaciones ejemplo, el anticuerpo IgM natural o el antigeno (o ambos) se marcan con una sefial detectable, por
ejemplo, compuestos fluoroforos, enzimas colorimétricos, radioisétopos, compuestos luminiscentes, y compuestos
semejantes. El método puede ademas incluir la repeticién de al menos una etapa, por ejemplo, la etapa de entrar en
contacto con un segundo o subsiguiente miembro o miembros de la biblioteca.

En una realizacién ejemplo, se ensaya una pluralidad de compuestos de ensayo. La pluralidad de compuestos de
ensayo, por ejemplo, miembros de una biblioteca, puede incluir al menos 10, 10%, 10° 10* 10° 10° 10" ¢ 10°
compuestos. En una realizacién preferida, la pluralidad de compuestos de ensayo, por ejemplo, miembros de una
biblioteca, comparten una caracteristica estructural o funcional. El compuesto de ensayo puede ser un péptido o una
pequefia molécula orgéanica.

En una realizacion, el agente inhibidor es una pequefia molécula organica que puede identificarse en una libreria
combinatoria. En una realizacion, la invencion proporciona bibliotecas de agentes inhibidores. La sintesis de bibliotecas
combinatorias es bien conocida en la técnica y ha sido revisada (véanse, por ejemplo, E.M. Gordon et al., J. Med.
Chem. (1994) 37: 1385-1401; DeWitt, S.H.; Czarnik, AW. Acc. Chem. Res. (1996) 29: 114; Armstrong, R.W.; Combs,
A.P.; Tempest, P.A.; Brown, S.D.; Keating, T.A. Acc. Chem. Res. (1996) 29: 123; Ellman, J.A. Acc. Chem. Res. (1996)
29: 132; Gordon, E.M.; Gallop, M.A.; Patel, D.V. Acc. Chem. Res. (1996) 29: 144; Lowe, G. Chem. Soc. Rev. (1995)
309, Blondelle et al. Trends Anal. Chem. (1995) 14: 83; Chen et al. J. Am. Chem. Soc. (1994) 116: 2661; Patentes de
EE.UU. 5.359.115, 5.362.889 y 5.288.514; Publicaciones PCT n°s WO 92/10092, WO 93/09668, WO 91/07087, WO
93/20242, WO 94/08051).

Pueden prepararse bibliotecas de compuestos segun una variedad de métodos, algunos de los cuales son conocidos en
la técnica. Por ejemplo, puede implantarse una estrategia de “dividir-juntar” de la siguiente forma: se colocan bolas de
un soporte polimero funcionalizado en una pluralidad de depdsitos de reaccién; se conocen una variedad de soportes
polimeros adecuados para la sintesis de péptidos en fase sélida, y algunos estan comercialmente disponibles (para
ejemplos véase, por ejemplo, M. Bodansky “Principles of Peptide Synthesis”, 22 edicidn, Springer-Verlag, Berlin (1993)).
A cada parte alicuota de bolas se afiade una disolucién de un aminoacido activado diferente, y se permite que las
reacciones transcurran para dar una pluralidad de aminoacidos inmovilizados, uno en cada depdsito de reaccion. A
continuacion, las partes alicuotas de bolas derivatizadas se lavan, se “juntan” (es decir, se recombinan) y el conjunto de
bolas se divide de nuevo, colocandose cada parte alicuota en un deposito de reaccion separado. A continuacion, se
afiade otro aminoacido activado a cada parte alicuota de las bolas. El ciclo de sintesis se repite hasta que se obtiene la
longitud deseada del péptido. Los residuos aminoacidos afiadidos en cada ciclo de sintesis pueden seleccionarse
aleatoriamente; alternativamente, pueden seleccionarse aminoacidos para proporcionar una biblioteca “sesgada”, por
ejemplo, una biblioteca en la que ciertas porciones del agente inhibidor se seleccionan no aleatoriamente, por ejemplo,
para dar un agente inhibidor que tenga una similitud u homologia estructural conocida con un péptido conocido capaz de
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interaccionar con un anticuerpo, por ejemplo, el sito de unién antigeno anticuerpo anti-idiotipico. Se apreciara que de
esta forma puede generarse facilmente una amplia variedad de compuestos peptidicos, peptidomiméticos o no
peptidicos.

La estrategia de “dividir-juntar” da lugar a una biblioteca de péptidos, por ejemplo, agentes inhibidores, los cuales
pueden usarse para preparar una biblioteca de compuestos de ensayo. En otra sintesis ilustrativa, se crea una
“biblioteca de diversémeros” por el método de Hobbs DeWitt et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6909 (1993)).
También pueden usarse otros métodos de sintesis, que incluyen la técnica del “saco de té” de Houghten (véase, por
ejemplo, Houghten et al. Nature 354: 84-86 (1991)), para sintetizar bibliotecas de compuestos segun la invencién objeto.
Pueden explorarse bibliotecas de compuestos para determinar si cualquier miembro de la biblioteca tiene una actividad
deseada, u, si la tiene, identificar las especie activa. Se han descrito métodos para explorar bibliotecas combinatorias
(véase, por ejemplo, Gordon et al., J. Med. Chem., supra). Las bibliotecas de compuestos solubles pueden explorarse
por cromatografia de afinidad con un receptor apropiado para aislar ligandos del receptor, seguido por identificacion de
los ligandos aislados por técnicas convencionales (por ejemplo, espectrometria de masas, RMN, y semejantes). Pueden
explorarse compuestos inmovilizados poniendo en contacto los compuestos con un receptor soluble; preferiblemente, el
receptor soluble se conjuga con un marcador (por ejemplo, compuestos fluoréforos, enzimas colorimétricos,
radioisotopos, compuestos luminiscentes, y compuestos semejantes) que puede detectarse para indicar la unién al
ligando. Alternativamente, pueden liberarse selectivamente compuestos inmovilizados y permitir que difundan a través
de una membrana para que interaccionen con un receptor. A continuacién, se describen ensayos ejemplo Utiles para
explorar las bibliotecas.

En una realizacion, pueden seleccionarse compuestos respecto a la capacidad para interaccionar con una
inmunoglobulina natural ensayando la actividad de cada compuesto para unirse directamente a la inmunoglobulina o
para inhibir una interaccién entre la inmunoglobulina y un antigeno isquémico, por ejemplo, incubando el compuesto de
ensayo con una inmunoglobulina y un lisado, por ejemplo, un lisado de células endoteliales, por ejemplo, en un pocillo
de una placa de mdltiples pocillos, tal como una placa estandar de microtitulacion de 96 pocillos. En esta realizacion,
puede determinarse la actividad de cada compuesto individual. Como testigo pueden usarse un o unos pocillos que no
tengan ningn compuesto de ensayo. Después de la incubacion, la actividad de cada compuesto de ensayo puede
determinarse ensayando cada pocillo. Asi, las actividades de una pluralidad de compuestos de ensayo pueden
determinarse en paralelo.

6.5. Agentes inhibidores y preparaciones farmacéuticas y de diagnostico

Los agentes inhibidores IgM pueden modificarse, por ejemplo para aumentar la solubilidad y/o facilitar la purificacion,
identificacion, deteccion y/o caracterizacion estructural. Modificaciones ejemplo, incluyen, por ejemplo, la adicién de:
glutationa S-transferasa (GST), proteina A, proteina G, péptido de unién a la calmodulina, tiorredoxina, proteina de
unién a la maltosa, HA, myc, poliarginina, poli-His, poli-His-Asp o proteinas de fusion FLAG y etiquetas. En varias
realizaciones, un agente inhibidor de IgM puede comprender una o mas fusiones heterélogas. Por ejemplo, los péptidos
pueden contener copias multiples del mismo dominio de fusiéon o pueden contener fusiones de dos o mas dominios
diferentes. Las fusiones pueden ocurrir en el término N del péptido, en el término C del péptido, o en ambos. También
esté dentro del alcance de la invencion incluir secuencias conectoras entre un péptido de la invencién y el dominio de
fusion con el fin de facilitar la construccion de la proteina de fusién o para optimizar la expresion de la proteina o
restricciones estructurales de la proteina de fusién. En otra realizacion, el péptido puede construirse para que contenga
sitios de escisidn con proteasas entre el péptido de fusién y el péptido de la invencién con el fin de separar la etiqueta
después de la expresion de la proteina o posteriormente. Ejemplos de endoproteasas adecuadas incluyen, por ejemplo,
las proteasas Factor Xay TEV.

Las técnicas para fabricar genes de fusion son bien conocidas. Esencialmente, la unién de varios fragmentos de DNA
gue codifican diferentes secuencias de polipéptidos se realiza segln técnicas convencionales, empleando para la
ligadura terminales con extremos truncados o escalonados, digestién con enzimas de restriccion para proporcionar los
terminales apropiados, relleno de extremos cohesivos cuando sea apropiado, tratamiento con fosfatasa alcalina para
evitar una unién indeseable y ligadura enzimética. En otra realizacion, el gen de fusion puede sintetizarse mediante
técnicas convencionales incluyendo sintetizadores automaticos de DNA. Alternativamente, la amplificacion por PCR de
fragmentos de un gen puede llevarse a cabo usando cebadores de sujecion que den lugar a fragmentos
complementarios que sobresalen entre dos fragmentos consecutivos del gen, los cuales pueden subsiguientemente
templarse para generar una secuencia quimera del gen (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology,
eds. Aussubel et al., John Wiley & Sons: 1992).

Los agentes inhibidores de IgM pueden modificarse quimicamente sobre la base de una unién a un polimero. El
polimero es tipicamente soluble en agua para que el agente inhibidor al que esta unido no precipite en un entorno
acuoso, tal como un entorno fisiol6gico. El polimero puede tener un Unico grupo reactivo, tal como un éster activo para
acilar o un aldehido para alquilar, de modo que puede controlarse el grado de polimerizacién. Un aldehido reactivo
preferido es polietilenglicol propionaldehido, el cual es estable en agua, o sus derivados mono-C1-C10-alcoxi o ariloxi
(véase la patente de EE.UU. n° 5.252.714). El polimero puede estar ramificado o no. Preferiblemente, para el uso
terapéutico de la preparacion del producto final, el polimero serd farmacéuticamente aceptable. El polimero soluble en
agua, o una mezcla del mismo si se desea, puede seleccionarse del grupo que consiste en, por ejemplo, polietilenglicol
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(PEG), monometoxi-polietilenglicol, dextrano, celulosa o polimeros basados en otros carbohidratos, poli-(N-vinil
pirrolidona) polietilenglicol, homopolimeros de propilenglicol, un copolimero 6xido de propileno/6xido de etileno, polioles
polietoxilados (por ejemplo, glicerol, y poli(alcohol vinilico).

Los agentes inhibidores de IgM pueden estar marcados, por ejemplo con un marcador isotopico para facilitar su
deteccién usando resonancia magnética nuclear u otra técnica aplicable. Los marcadores isotopicos ejemplo incluyen
marcadores_radioisotopicos tales como, por ejemplo, potasio-40 (*°K), carbono-14 (*C), tritio (*H), azufre-35 (*°S),
fosforo-32 (**P), tecnecio-99m (*°"Tc), talio-201 (*°*Tl), galio-67 (®’Ga), indio-111 (**!In), yodo-123 (**°1), yodo-131 (**1),
itrio-90 (*°Y), samario-153 (**3*Sm), renio-186 (**°Re), renio-188 (**®Re), disprosio-165 (“°°Dy) y holmio-166 (**°*Ho). EI
marcador isotdpico también puede ser un atomo con un spin nuclear diferente de cero, que inclu¥en, por ejemplo,
hidrégeno-1 (*H), hidrégeno-2 (H), hidrégeno-3 (°H), fosforo-31 (3'P), sodio-23 (**Na), nitrégeno-14 (**N), nitrégeno-15
(**N), carbono-13 (*3C) y fltior-19 (*°F). En ciertas realizaciones, el agente inhibidor es uniformemente marcado con un
marcador isotépico, por ejemplo, en el que al menos estd marcado 50%, 70%, 80%, 90%, 95% 6 98% del agente
inhibidor. En otras realizaciones, el marcador isotopico esta localizado en una o mas localizaciones especificas dentro
del agente inhibidor, por ejemplo, el marcador puede estar especificamente incorporado en uno o mas de los residuos
de leucina de un péptido. Un agente inhibidor individual puede comprender dos o mas marcadores isotépicos diferentes,
por ejemplo, un péptido puede comprender tanto marcaje con *>N como con **C.

Los agentes inhibidores pueden marcarse con un marcador fluorescente. En una realizacion ejemplo, un agente
inhibidor se fusiona con una secuencia homoéloga de un polipéptido la cual produce una sefial fluorescente detectable,
incluyendo, por ejemplo, la proteina verde fluorescente (GPF), la proteina verde fluorescente reforzada (EGPF), la
proteina verde fluorescente de Renilla reniformis, GFPmut2, GFPuv4, la proteina amarilla fluorescente reforzada
(EYFP), la proteina cian fluorescente reforzada (ECPF), la proteina azul fluorescente reforzada (ECPF), citrina y la
proteina roja fluorescente de discosoma (dsRED).

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los agentes inhibidores de anticuerpos naturales que incluyen péptidos que se
unen a anticuerpos IgM naturales o anticuerpos IgM naturales modificados puede determinarse mediante
procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o en animales experimentales, por ejemplo, para
determinar el LDso (la dosis letal para el 50% de la poblacion) y el EDso (la dosis terapéuticamente efectiva en el 50% de
la poblacidn). La relacion de dosis entre efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como
la relacion LDso/EDso. Se prefieren agentes inhibidores de anticuerpos naturales que exhiben grandes efectos
terapéuticos. Aunque pueden usarse agentes inhibidores de anticuerpos naturales o péptidos que se unen a anticuerpos
naturales que exhiben efectos secundarios toxicos, debe tenerse cuidado para disefiar un sistema de administracion
gue tenga como objetivo tales péptidos o anticuerpos modificados en el sitio de tejido afectado con el fin de minimizar el
dafio potencial a las células no infectadas y, de este modo, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos de los ensayos con cultivos celulares y estudios de animales pueden usarse para formular un
intervalo de dosificacion para usar en seres humanos. La dosificacién de un agente inhibidor de anticuerpos naturales o
de péptidos que se unen a anticuerpos naturales cae preferiblemente dentro del intervalo de las concentraciones
circulantes que incluyen el EDsp con poca o ninguna toxicidad. La dosificacién puede variar dentro de este intervalo
dependiendo de la forma de dosificacion empleada y de la ruta de administracion utilizada. Para cualquier agente
inhibidor o péptido usado en la invencion, la dosis terapéuticamente efectiva puede inicialmente estimarse a partir de
ensayos de cultivos celulares. Puede formularse una dosis en modelos de animales para conseguir un intervalo de
concentraciones circulantes en el plasma que incluye el ICso (es decir, la concentracion del compuesto de ensayo que
consigue una inhibicion de los sintomas mitad de la maxima) que se determina en el cultivo celular. Tal informacion
puede usarse para determinar mas exactamente las dosis Utiles en seres humanos. Las concentraciones en el plasma
pueden medirse, por ejemplo, por cromatografia de liquidos de alta resolucion.

En otra realizacién, se administra un Unico bolo de un agente inhibidor de anticuerpos naturales, que incluye un péptido
gue se une a anticuerpos IgM naturales y anticuerpos IgM naturales modificados, antes de, a la vez que, o después de
la lesion del tejido. Tipicamente, una inyeccion de una Unica dosis se dara unas pocas horas, unos pocos dias o unas
pocas semanas después de la lesion del tejido. La presente invencion esté en parte basada en el descubrimiento de que
un agente inhibidor de anticuerpos IgM naturales previene la lesién por reperfusion. Una Gnica administracion de una
dosificacién unitaria puede ser inmediatamente adyacente al sitio de la lesion o puede ser, por ejemplo, en una vena
gue drene o fluya por el sitio de la lesion.

Un agente inhibidor de anticuerpos IgM naturales, tal como un péptido que se une a anticuerpos IgM naturales o un
anticuerpo IgM natural modificado se administra inicialmente en un momento de tiempo anterior al tiempo del dafio del
organo o tejido diana. Este puede ser un enfoque Util en sujetos en los que se ha determinado que estan en riesgo de
sufrir una lesion por reperfusion, tales como aquellos con un historial de lesion por reperfusion o aquellos intervenidos
quirdrgicamente.

En adn otra realizacién, un Unico bolo de un agente inhibidor de anticuerpos IgM naturales puede ser seguido por
administraciones secuenciales de un agente inhibidor de anticuerpos IgM naturales como infusiones continuas o
administraciones adicionales de un unico bolo. El agente inhibidor puede administrarse en exposiciones secuenciales
durante un periodo de horas, dias, semanas, meses o afios. Ademas, se contempla que agentes terapéuticos
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adicionales pueden combinarse con, administrarse antes de o después de la administracion de un péptido que se une a
anticuerpos naturales u otro agente inhibidor de anticuerpos naturales. Otros agentes terapéuticos que pueden
administrarse con un agente inhibidor de anticuerpos IgM naturales incluyen, pero no se limitan a, agentes anti-
coagulacion y agentes inhibidores del complemento.

Los agentes inhibidores objeto pueden proporcionarse en vehiculos farmacéuticamente aceptables o formularse para
una variedad de modos de administracion, que incluyen la administracién sistémica y topica o localizada. En general, las
técnicas y las formulaciones pueden encontrarse en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Meade Publishing Co.,
Easton PA. En ciertas realizaciones, el agente inhibidor se proporciona para la administracion transmucosal o
transdérmica. Para tal administracion, en la formulacién con el polipéptido se usan agentes de penetracién apropiados
para la barrera a permear. Tales agentes de penetracién son en general conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo,
sales biliares y derivados de acido fusidico para la administracion transmucosal. Ademas, para facilitar la permeacion
pueden usarse detergentes. La administracion transmucosal puede ser por medio de pulverizadores nasales o usando
supositorios. Para la administracion topica, los agentes inhibidores de la invencion se formulan en unguentos, balsamos,
geles o cremas como en general se conoce en la técnica.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencion se preparan produciendo agentes inhibidores de anticuerpos IgM
naturales en una forma para administracion adecuada para un sujeto usando vehiculos, excipientes y aditivos o
compuestos auxiliares. Los vehiculos o compuestos auxiliares frecuentemente usados incluyen carbonato de magnesio,
diéxido de titanio, lactosa, manitol y otros azlcares, talco, proteinas de la leche, gelatina, almidén, vitaminas, celulosa y
sus derivados, aceites vegetales y animales, polietilenglicoles y disolventes, tales como agua estéril, alcoholes, glicerol y
alcoholes polihidricos. Los vehiculos intravenosos incluyen fluidos y reforzadores de nutrientes. Los agentes
conservantes incluyen agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes. Otros vehiculos
farmacéuticamente aceptables incluyen disoluciones acuosas, excipientes no toxicos, incluyendo sales, agentes
conservantes, disoluciones amortiguadoras del pH y semejantes, como, por ejemplo, se describe en Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 15ava edicion Easton: Mack Publishing Co., 1405-1412, 1461-1487 (1975) y The National
Formulary XIV, 14ava ed. Washington: American Pharmaceutical Association (1975).

El pH y la concentracion exacta de los diversos componentes de la composicion farmacéutica se ajustan segun
procedimientos rutinarios en la técnica. Véase Goodman and Gilman’s The Pharmacological Basis for Therapeutics (72
Ed.).

Las composiciones farmacéuticas se preparan y administran preferiblemente en dosis unitarias. Las dosis unitarias
sélidas son comprimidos, cdpsulas y supositorios e incluyen, por ejemplo, capsulas de geles de liberacion dependiente
del pH basadas en alginatos. Para el tratamiento de un sujeto son necesarias diferentes dosis diarias dependiendo de la
actividad del compuesto, la manera de administracion, la naturaleza y gravedad del trastorno, la edad y el peso corporal
del sujeto. Sin embargo, en ciertas circunstancias pueden ser apropiadas dosis diarias mayores 0 menores. La
administracion de la dosis diaria puede llevarse a cabo tanto mediante una Unica administracion en forma de una dosis
unitaria individual o mediante varias dosis unitarias mas pequefias y también por administracion multiple de dosis
subdivididas a intervalos especificos.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencidon pueden administrarse local o sistémicamente en una dosis
terapéuticamente efectiva. Desde luego, las cantidades efectivas para este uso dependeran de la gravedad de la
enfermedad y del peso y estado general del sujeto. Como se tratdé anteriormente, las dosificaciones usadas in vitro
pueden proporcionar una guia Util en las cantidades (tiles para la administracion in situ de la composicion farmacéutica,
y pueden usarse modelos animales para determinar las dosificaciones efectivas para el tratamiento de trastornos
particulares. Varias consideraciones se describen en, por ejemplo, Larger, Science, 249: 1527 (1990); Gilman et al.
(Eds.) (1990).

En una realizacion, la invencién proporciona una composicién farmacéutica (til para administrar a un sujeto que
necesite de tal tratamiento un péptido que se une a anticuerpos naturales. La “administracion” de la composicion
farmacéutica de la invencion puede conseguirse por cualquier medio conocido por un experto. Preferiblemente, un
“sujeto” se refiere a un mamifero, mucho mas preferiblemente un ser humano.

Los agentes inhibidores de anticuerpos IgM naturales pueden administrarse parenteralmente, entéricamente, por
inyeccion, infusién rapida, absorcién nasofaringea, absorcién dérmica, rectal y oralmente. Las preparaciones de
vehiculos farmacéuticamente aceptables para la administracién parenteral incluyen disoluciones, suspensiones y
emulsiones estériles o acuosas o no acuosas. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol,
aceites vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Pueden usarse
vehiculos para apdsitos oclusivos para aumentar la permeabilidad de la piel y reforzar la absorcién del antigeno. Las
formas liquidas de dosificacion para la administracion oral pueden en general comprender una disolucién de liposomas
que contenga la forma liquida de dosificacion. Formas adecuadas de preparaciones farmacéuticas soélidas o liquidas
son, por ejemplo, granulos, polvos, comprimidos, comprimidos revestidos, (micro)capsulas, supositorios, jarabes,
emulsiones, suspensiones, cremas, aerosoles, gotas o disoluciones inyectables en forma de ampollas y también
preparaciones con liberacion prolongada de compuestos activos, en cuya preparacion se usan excipientes y aditivos y/o
compuestos auxiliares tales como agentes desintegrantes, agentes ligantes, agentes de revestimiento, agentes de
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hinchamiento, lubricantes, saborizantes, edulcorantes y elixires que contienen diluyentes inertes cominmente usados
en la técnica, tales como agua purificada. Cuando la enfermedad o el trastorno es un trastorno gastrointestinal se
prefieren formulaciones orales o en forma de supositorios.

Pueden prepararse disoluciones inyectables estériles incorporando un péptido que se une a anticuerpos naturales en la
cantidad requerida (por ejemplo, aproximadamente 10 pg a aproximadamente 10 mg/kg) en un disolvente apropiado y a
continuacion esterilizando, tal como mediante filtracion estéril. Ademas, pueden prepararse polvos por técnicas estandar
tales como liofilizaciéon o secado a vacio.

En otra realizacién, se prepara un agente inhibidor de anticuerpos IgM naturales con un vehiculo biodegradable de
caracteristicas de liberacion sostenida para la liberacién sostenida en el tracto gastrointestinal o para implantar el
organo diana con caracteristicas de liberacion a largo plazo del agente activo en el sitio de actividad pretendido. Los
polimeros biodegradables incluyen, por ejemplo, copolimeros de etileno-acetato de vinilo, polianhidridos, poli(acido
glicdlico) poli(acido lactico), colageno, poliortoésteres y poli(acido acético). También puede usarse una formulacion
liposomal.

Otro medio de administrar un agente inhibidor de anticuerpos IgM naturales (por ejemplo, un péptido que se une a
anticuerpos IgM naturales) es administrando a un sitio o tejido que necesita reparacion células huésped que expresan
péptidos que se unen a anticuerpos naturales. Alternativamente, las células pueden administrarse en unién de varios
vehiculos de administracién, que incluyen esponjas biocompatibles biodegradables o no biodegradables (por ejemplo,
colageno u otros materiales de matrices extracelulares), algodén, poli(acido glicdlico), suturas para cortes intestinales,
celulosa, gelatina, dextrano, poliamidas, un poliéster, un poliestireno, un polipropileno, un poliacrilato, un polivinilo, un
policarbonato, un politetrafluoroetileno, o un compuesto de nitrocelulosa formado en una estructura tridimensional
(véase, por ejemplo, la patente de EE.UU: n°® 5.858.721 de Naughton et al.).

Puede usarse cualquier ruta de administracion compatible con el principio activo. La preferida es la administracion
parenteral, tal como por inyeccién subcutanea, intramuscular o intravenosa. La dosis del ingrediente activo a administrar
depende de la base de las prescripciones médicas segin la edad, el peso y la respuesta individual del paciente.

La dosificacion diaria no ponderada para el paciente puede estar entre aproximadamente 2,5-5,0 mg/kg, por ejemplo
aproximadamente 2,5-3,0 mg/kg, aproximadamente 3,0-3,5 mg/kg, aproximadamente 3,5-4,0 mg/kg, aproximadamente
4,0-4,5 mg/kg y aproximadamente 4,5-5,0 mg/kg.

La composicién farmacéutica para administracion parenteral puede prepararse en una forma inyectable que comprenda
el principio activo y un vehiculo adecuado. Los vehiculos para la administracién parenteral son bien conocidos en la
técnica y comprenden, por ejemplo, agua, disolucion salina, disolucién de Ringer y/o dextrosa.

El vehiculo puede contener pequefias cantidades de excipientes con el fin de mantener la estabilidad e isotonicidad de
la preparacion farmacéutica.

La preparacion de las citadas disoluciones puede llevarse a cabo segln las modalidades ordinarias.

La presente invencién se ha descrito con referencia a las realizaciones especificas, pero el contenido de la descripcion
comprende todas las modificaciones y sustituciones que puede llevar a cabo una persona experta en la técnica sin
extender mas alla del significado y el fin de las reivindicaciones. Si se desea, las composiciones pueden presentarse en
un envase o dispositivo dispensador que puede contener una o mas formas de dosificacion unitaria que contienen el
ingrediente activo. El envase puede, por ejemplo, comprender una lamina metalica o de plastico, tal como un envase
tipo ampolla. El envase o dispositivo dispensador puede estar acompafiado de instrucciones para la administracion.

6.6. Enfermedades y afecciones que pueden tratarse con agentes inhibidores de anticuerpos IgM naturales

Los agentes de inhibidores de IgM, tales como los péptidos que se unen a anticuerpos IgM naturales o los anticuerpos
IgM naturales modificados, pueden usarse para tratar varias enfermedades y afecciones inflamatorias que son
desencadenadas por la unién de anticuerpos IgM naturales. Por ejemplo, los agentes inhibidores pueden usarse para
tratar enfermedades o afecciones inflamatorias tales como lesién por reperfusion, lesioén por isquemia, apoplejia, anemia
hemolitica autoinmune, purpura trombocitopénica idiopatica, artritis reumatoide, enfermedad celiaca, inmunodeficiencia
hiper-IgM, arteriosclerosis, enfermedad de las arterias coronarias, sepsis, miocarditis, encefalitis, rechazo a los
transplantes, hepatitis, tiroiditis (por ejemplo, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Graves), osteoporosis, polimiositis,
dermatomiositis, diabetes tipo |, gota, dermatitis, alopecia areata, lupus sistémico eritematoso, liquen esclerosis, colitis
ulcerosa, retinopatia diabética, enfermedad inflamatoria pélvica, enfermedad periodontal, artritis, artritis juvenil crénica
(por ejemplo, iridociclitis crénica), psoriasis, osteoporosis, nefropatia en diabetes mellitus, enfermedad inflamatoria
pélvica, enfermedad inflamatoria crénica del higado, enfermedad inflamatoria crénica del pulmén, fibrosis pulmonar,
fibrosis hepatica, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria cronica del higado, enfermedad inflamatoria cronica del
pulmén, fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, quemaduras (o lesiones térmicas), y
otras enfermedades inflamatorias agudas y crénicas del sistema nervioso central (SNC; por ejemplo, esclerosis
multiple), el sistema gastrointestinal, la piel y estructuras asociadas, el sistema inmune, el sistema hepato-biliar o
cualquier sitio del cuerpo en el que pueda ocurrir una patologia con un componente inflamatorio.
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Puede producirse una afeccion inflamatoria tal como una lesién por reperfusion o isquemia tras un episodio que ocurre
de manera natural, por ejemplo una apoplejia o un infarto de miocardio. La lesién por reperfusién o isquemia también
puede ocurrir durante y/o tras una intervencion quirdrgica. Intervenciones quirirgicas ejemplo que pueden provocar
lesiones incluyen una técnica correctora de los vasos sanguineos seleccionada del grupo que consiste en angioplastia,
intervencién para colocar un stent, aterectomia y cirugia de derivacion (“bypass”). En una realizacién ejemplo, la lesion
por reperfusién o isquemia ocurre en un tejido cardiovascular, tal como el corazén.

Ademas, las enfermedades o afecciones inflamatorias que son desencadenadas por union de anticuerpos IgM naturales
pueden tratarse o prevenirse en un sujeto eliminando del sujeto o inactivando una IgM natural o patégena y/o las células
B que producen la inmunoglobulina patégena (por ejemplo, las células B-1 que se describen en la presente memoria),
reduciendo de este modo la cantidad de la inmunoglobulina patégena y/o de células B presentes en el sujeto.

Los métodos descritos en la presente memoria pueden comprender eliminar del sujeto o inactivar una inmunoglobulina
patégena, por ejemplo una IgM patégena que se describe en la presente memoria y/o células B que producen la IgM
patogena (por ejemplo, las células B-1 que se describen en la presente memoria), reduciendo de este modo la cantidad
de la inmunoglobulina patégena y/o de células B presentes en el sujeto.

En una realizacion, la etapa de eliminacion o inactivacion se realiza ex vivo. Las inmunoglobulinas patégenas y/o las
células B pueden eliminarse por hemoperfusion. Alternativamente, las células B pueden eliminarse usando un
anticuerpo especifico de células B (por ejemplo, un anticuerpo anti-B-1 o un anticuerpo anti-CD5 o anti-CD11 G/CD 18).
La inmunoglobulina patégena, por ejemplo una IgM, puede eliminarse poniendo en contacto sangre de un sujeto con un
antigeno inmovilizado (por ejemplo, un antigeno especifico de la isquemia) o un anticuerpo anti-idiotipico inmovilizado.
La etapa de eliminaciéon o inactivacion de la inmunoglobulina patégena puede realizarse administrando al sujeto un
anticuerpo anti-idiotipico. En otra realizacién, la etapa de eliminacién o inactivacién de las células B se realiza
administrando al sujeto un resto (por ejemplo, un anticuerpo o un fragmento del mismo que se una al antigeno) que
tenga como objetivo a las células B acoplado con una toxina, por ejemplo, la ricina o la toxina de la difteria. El sujeto es
un mamifero, por ejemplo, un roedor (por ejemplo, un ratén) o un primate (por ejemplo, un ser humano). En una
realizacion ejemplo, el sujeto ha mantenido una lesion isquémica o por reperfusion tras un episodio que ocurre de
manera natural como, por ejemplo, una apoplejia, y la etapa de inactivacion se lleva a cabo en unos minutos, una a
cinco horas, cinco a diez horas, diez a veinte horas, uno a cinco dias, después del episodio que ocurre de manera
natural. En otra realizacién ejemplo, la lesién isquémica o por reperfusién se produce en un tejido cardiovascular, por
ejemplo, el corazdn, y la lesién isquémica o por reperfusion se previene y/o minimiza eliminando del sujeto la
inmunoglobulina patégena, y/o las células B, antes de, durante y/o tras la intervencion quirdrgica. Por ejemplo, la etapa
de eliminacién puede llevarse a cabo al menos una a cinco horas, cinco a diez horas, diez a veinte horas, o uno, dos o
tres dias antes de la intervencién quirdrgica. La etapa de eliminacion también puede continuarse durante intervalos de
tiempo apropiados durante y después de la intervencion quirdargica.

6.7. Ensayos de diagnoéstico

En la presente memoria se describe un método para detectar la presencia de un anticuerpo IgM natural en una muestra
bioldgica. La deteccién de un anticuerpo IgM natural en un sujeto, particularmente en un mamifero, y especialmente en
un ser humano, proporcionara un método de diagnostico para el diagndstico en un sujeto de una enfermedad o afeccion
inflamatoria en el sujeto. En general, el método implica poner en contacto a la muestra bioldgica con un compuesto o un
agente capaz de detectar en la muestra al anticuerpo IgM natural de la invencién o a un acido nucleico de la invencién.
Cuando la expresién “muestra bioldgica” se usa con referencia a un ensayo de diagnéstico se pretende que incluya
tejidos, células o fluidos bioldgicos aislados en el sujeto, asi como tejidos, células y fluidos presentes dentro del sujeto.

El método de deteccién puede usarse para detectar la presencia de un anticuerpo IgM natural o un &cido nucleico de la
invencién en una muestra bioldgica in vitro asi como in vivo. Por ejemplo, las técnicas in vitro para la deteccion de un
acido nucleico de la invencion incluyen hibridaciones Northern e hibridaciones in situ. Las técnicas in vitro para la
deteccion de polipéptidos de la invencion incluyen ensayos con inmunoadsorbentes ligados a enzimas (ELISAS),
ensayos de inmunotransferencia, ensayos de inmunoprecipitacion, de inmunofluorescencia, radioinmunoensayos y
ensayos de union competitiva.

Los acidos nucleicos para diagnostico pueden obtenerse a partir de células y tejidos de individuos infectados, tales
como huesos, sangre, musculos, cartilagos y piel. Los acidos nucleicos, por ejemplo el DNA y el RNA, pueden usarse
directamente para la deteccién o pueden amplificarse, por ejemplo, enzimaticamente usando PCR u otra técnica de
amplificacion, antes del analisis. Usando la amplificacion, la caracterizacion de las especies y la cepa de procariota
presentes en un individuo puede hacerse mediante un analisis del genotipo del gen procariota. Pueden detectarse
supresiones e inserciones mediante un cambio del tamafio del producto amplificado en comparacién con el genotipo de
una secuencia de referencia. Pueden identificarse mutaciones puntuales hibridando un acido nucleico, por ejemplo DNA
amplificado, con un &cido nucleico de la invencion, acido nucleico que puede estar marcado. Las secuencias que
concuerdan perfectamente pueden distinguirse de dobles no coincidentes por digestion con RNasa o por diferencias en
las temperaturas de fusion. Las diferencias entre las secuencias de DNA también pueden detectarse por alteraciones en
la movilidad electroforética de los fragmentos de DNA en geles, con o sin agentes desnaturalizantes, o por
secuenciacion directa de DNA. Véase, por ejemplo, Myers et al., Science, 230: 1242 (1985). También pueden revelarse
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cambios en las secuencias en localizaciones especificas mediante ensayos de proteccidon de nucleasas, tales como
proteccién de RNasa y S1 o un método de escision quimica. Véase, por ejemplo, Cotton et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA, 85: 4397-4401 (1985).

Los agentes para detectar un acido nucleico de la invencién, por ejemplo, que comprende la secuencia puesta de
manifiesto en una secuencia de acido nucleico objeto, incluyen sondas de acidos nucleicos marcadas capaces de
hibridarse con un acido nucleico de la invencion. La sonda de acido nucleico puede comprender, por ejemplo, la
secuencia de longitud completa de un acido nucleico de la invencion, o un equivalente de la misma, o una porcion de la
misma, tal como un oligonucleétido de al menos 15, 30, 50, 100, 250 6 500 nucleétidos de longitud y suficiente para
hibridarse especificamente en condiciones rigurosas a una secuencia de &cido nucleico objeto, 0 a su complemento.
Los agentes para detectar un polipéptido de la invencién, por ejemplo, que comprende una secuencia de aminoacidos
de una secuencia de aminoacidos objeto, incluyen anticuerpos marcados capaces de unirse a un anticuerpo IgM natural
de la invencion. Los anticuerpos anti-idiotipicos pueden ser policlonales o, alternativamente, monoclonales. Puede
usarse un anticuerpo anti-idiotipico intacto, o un fragmento del mismo. El marcaje de la sonda o del anticuerpo también
engloba el marcaje directo de la sonda o del anticuerpo acoplando (por ejemplo, fisicamente unido) una sustancia
detectable a la sonda o al anticuerpo, asi como por marcaje indirecto de la sonda o el anticuerpo por reaccién con otro
reactivo que esta directamente marcado. Ejemplos de marcaje indirecto incluyen la deteccion de un anticuerpo primario
usando un anticuerpo secundario marcado fluorescentemente y el marcaje terminal de una sonda de DNA con biotina tal
gue pueda detectarse con estreptavidina marcada fluorescentemente.

La deteccién de un acido nucleico de la invencion en una muestra bioldgica puede implicar el uso de una sonda/cebador
en una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n° 4.683.195 y
4.683.202), tal como PCR o RASCE PCR de anclaje o PCR RACE, o, alternativamente, en una reaccion en cadena por
ligadura (LCR) (véase, por ejemplo, Landegran et al. (1988) Science 241: 1077-1080; y Nakazawa et al. (1994) PNAS
91: 360-364), la Ultima de las cuales puede ser particularmente (til para distinguir entre ortélogos de polinucleétidos de
la invencién (véase Abravaya et al. (1995) Nucleic Acids Res. 23: 675-682). Este método puede incluir las etapas de
recoger una muestra de células de un paciente, aislar el &cido nucleico (por ejemplo, gendmico, MRNA, o ambos) de las
células de la muestra, poner en contacto la muestra de &cido nucleico con uno o més cebadores que se hibridan
especificamente con un &cido nucleico de la invencion en condiciones tales que se produzca la hibridacién y la
amplificacion del polinucleétido (si esta presente), y detectar la presencia o ausencia de un producto de amplificacion, o
detectar el tamafio del producto de amplificacién y comparar la longitud con una muestra testigo.

Un método para detectar la presencia de un anticuerpo IgM natural en una muestra puede comprender: (a) proporcionar
una muestra a ensayar respecto a la presencia de un anticuerpo IgM natural; (b) poner en contacto la muestra con un
reactivo tipo anticuerpo anti-idiotipico frente a aproximadamente ocho residuos de aminoéacidos consecutivos de una
secuencia de aminoacidos objeto de tal especie en condiciones que permitan la asociacion entre el anticuerpo anti-
idiotipico y su ligando; y (c) detectar la interaccion del anticuerpo anti-idiotipico con su ligando, mediante lo cual se
detecta la presencia de un anticuerpo IgM natural en la muestra.

Otro método para detectar la presencia de un anticuerpo IgM natural en una muestra puede comprender: (a)
proporcionar una muestra a ensayar respecto a la presencia de un anticuerpo IgM natural; (b) poner en contacto la
muestra con un anticuerpo anti-idiotipico que se une especificamente a un polipéptido de la invencion de tal especie en
condiciones que permitan la asociacion entre el anticuerpo anti-idiotipico y su ligando, y (c) detectar la interaccion del
anticuerpo anti-idiotipico con su ligando, mediante lo cual se detecta la presencia de tal especie en la muestra.

Un método para diagnosticar que un paciente padece una enfermedad o afeccion inflamatoria relacionada con la
presencia de un anticuerpo IgM natural puede comprender: (a) obtener una muestra biolégica del paciente; (b) detectar
en la muestra la presencia o ausencia de un polipéptido de la invencién, por ejemplo un anticuerpo IgM natural, o un
acido nucleico que codifica un polipéptido de la invencioén; y (c) diagnosticar que un paciente padece de tal enfermedad
o afeccion inflamatoria basandose en la presencia en la muestra del paciente de un polipéptido de la invencion o de un
acido nucleico que codifica un polipéptido de la invencion.

Tales ensayos de diagndstico también pueden usarse para monitorizar la efectividad de un tratamiento en un individuo
que padece una enfermedad o afeccién inflamatoria relacionada con un anticuerpo IgM natural. Por ejemplo, la
presencia y/o una cantidad de un &cido nucleico de la invencion o de un polipéptido de la invencién puede detectarse en
un individuo que padece una enfermedad o afeccién inflamatoria relacionada con un anticuerpo IgM natural antes y
después del tratamiento con un agente terapéutico del anticuerpo IgM natural. Cualquier cambio en la concentracion de
un polinucleétido o polipéptido de la invencion después del tratamiento del individuo con el agente terapéutico
proporciona informacién acerca de la efectividad del curso del tratamiento. En particular, ningin cambio, o una
disminucion, en la concentracion de un polinucleétido o polipéptido de la invencion presente en la muestra bioldgica
indicaran que el agente terapéutico esta combatiendo exitosamente tal enfermedad o trastorno.

Alternativamente, los polipéptidos de la invencion, por ejemplo, anticuerpos IgM naturales, puede detectarse in vivo en
un sujeto introduciendo en el sujeto un anticuerpo marcado especifico para un polipéptido de la invencién, por ejemplo,
un anticuerpo anti-idiotipico para detectar anticuerpos IgM naturales. Por ejemplo, el anticuerpo anti-idiotipico puede
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marcarse con un marcador radionucleido cuya presencia y localizacion en un sujeto puede detectarse por técnicas de
imagenes estandar.

Un “radionucleido” se refiere a una molécula que es capaz de generar una imagen detectable que puede detectarse
visualmente o usando un instrumento apropiado, por ejemplo tomografia de emision de positrones (PET) y tomografia
de emisién de fotones (SPECT). Los radionucleidos (tiles dentro de la presente descripcion incluyen emisores de
fotones penetrantes que incluyen emisores de rayos gamma y rayos X. Estos rayos acompafian a transformaciones
nucleares tales como la captura de electrones, la emision beta y la transiciéon isomérica. Los radionucleidos Utiles
incluyen aquellos con fotones entre 80 y 400 keV y productores de positrones, fotones de aniquilacién de 511 keV y
dosis aceptables de radiacion debidas a fotones absorbidos, partlculassy semivida. Los radlonucleldos mcluyen isétopos
radioactivos de un elemento. Ejemplos de radionucleidos incluyen 125 9mrce 18F, %8Ga, *?cu, *In, ¥, *°Re,
188Re Y 21ZBI 211 SQSI, 66HO 15. Sm CU 64Cu 100Pd 212Pb 109Pd 67Ga 94TC 105Rh QSRU 177L 170 lle7GBr

En una realizacién, puede marcarse un anticuerpo anti-idiotipico que reconoce a un anticuerpo IgM natural de la
presente invencion con omre, 9ngc, un radionucleido normalmente usado en medicina nuclear, combina unas
propiedades fisicas deseables con una semivida de 6 h y una energia gamma de 140 keV (85% como fotones gamma) y

una amplia disponibilidad ya que puede eluirse facilmente de generadores de molibdeno.

Los agentes de generacion de imagenes de la descripcién pueden usarse de la siguiente manera. Puede combinarse
una cantidad efectiva del agente de generacion de imagenes (de 1 a 50 mCi) con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable para usar en los estudios de generacién de imagenes. Segun la descripcién, “una cantidad efectiva” del
agente de generacién de imagenes de la descripcion se define como una cantidad suficiente para dar una imagen
aceptable usando equipamiento que esta disponible para uso clinico. Una cantidad efectiva del agente de generacién de
imagenes de la descripcion puede administrarse en mas de una inyeccion. Las cantidades efectivas del agente de
generacion de imagenes de la descripcion también variaran segin el instrumento y factores relacionados con la pelicula.
La optimizacién de tales factores esta dentro del nivel de competencia de una persona experta en la técnica.

La cantidad de agente de generacion de imagenes usada con fines de diagnostico y la duracion del estudio de
imagenes dependerd de la naturaleza y de la gravedad de la afeccion a tratar, de la naturaleza de los tratamientos
terapéuticos que tienen que recibir los pacientes y de las respuestas idiosincrasicas del paciente. En Ultima instancia, el
médico decidira la cantidad de agente de generacion de imagenes a administrar a cada paciente individual y la duracion
del estudio de imagenes.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable para un agente de generacion de imagenes de la descripcion puede incluir
cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y antifingicos,
agentes isoténicos, agentes que retardan la absorcién, y semejantes. El uso de tales medios y agentes para sustancias
farmacéuticamente activas es buen conocido en la técnica. El agente de generacion de imagenes de la descripcion
puede ademdas administrarse a un individuo en un diluyente o compuesto auxiliar apropiado, coadministrarse con
agentes inhibidores de enzimas o en un vehiculo apropiado tal como albumina de suero humano o liposomas. También
pueden incorporarse en el agente de generacion de imagenes de la descripcion compuestos activos suplementarios.
Los diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen disolucién salina y disoluciones acuosas amortiguadoras del pH.
Los compuestos auxiliares contemplados en la presente memoria incluyen resorcinoles, tensioactivos no iénicos tales
como polioxietileno oleil éter y n-hexadecil polietileno éter. Los agentes inhibidores de enzimas incluyen agentes
inhibidores de la tripsina pancreatica, pirocarbonato de dietilo y trasilol. Los liposomas incluyen emulsiones de CGF
agua en aceite en agua asi como liposomas convencionales (Strejan et al. (1984) J. Neuroimmunol. 7, 27).

En una realizacién, el agente de generacion de imagenes de la descripcion se administra parenteralmente como
inyecciones (intravenosa, intramuscular o subcutanea). El agente de generacion de imagenes puede formularse como
una disolucién acuosa parenteralmente aceptable estéril y exenta de pir6genos. La preparacion de tales disoluciones
parenteralmente aceptables en lo que se refiere al pH, isotonicidad, estabilidad y semejantes, esta dentro de lo conocido
en la técnica. Ciertas composiciones farmacéuticas de esta descripcion adecuadas para la administracion parenteral
comprenden uno o mas agentes de generacion de imagenes en combinacidon con uno o mas polvos estériles
farmacéuticamente aceptables que pueden reconstituirse en disoluciones o dispersiones inyectables estériles justo
antes de su uso, las cuales pueden contener antioxidantes, agentes amortiguadores del PH, agentes bacteriostaticos,
solutos que hacen que la disolucion sea isoténica con la sangre del pretendido receptor o agentes de suspensién o de
espesamiento. Una formulaciéon para inyectar debe contener, ademas del agente de generacion de imagenes
cardiovasculares, un vehiculo isoténico tal como una disolucion de cloruro de sodio, disolucion de Ringer, disolucion de
dextrosa, disolucién de dextrosa y de cloruro de sodio, disolucion de Ringer con lactato, disolucién de dextrano,
disolucion de sorbitol, una disolucion que contiene poli(alcohol vinilico), o una disolucion osméticamente equilibrada que
comprende un tensioactivo y un agente reforzante de la viscosidad, u otro vehiculo que se conozca en la técnica. La
formulacion usada en la presente descripcion también puede contener agentes estabilizantes, agentes conservantes,
agentes amortiguadores del pH, antioxidantes u otros aditivos conocidos por los expertos en la técnica.

En la presente memoria también se describen kits para detectar la presencia de un anticuerpo IgM natural en una
muestra biolégica. Por ejemplo, el kit puede comprender un compuesto marcado o un agente capaz de detectar un
polinucledtido o un polipéptido de la invencion en una muestra bioldgica; medios para determinar la cantidad de un
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anticuerpo IgM natural en la muestra; y medios para comparar la cantidad de un anticuerpo IgM natural en la muestra
con un patrén. También puede proporcionarse un compuesto no marcado con instrucciones para marcar el compuesto.
El compuesto o agente puede envasarse en un recipiente adecuado. El kit puede ademas comprender instrucciones
para usar el kit para detectar un polinucleétido o un polipéptido de la invencién.

Ejemplos

La invencién, que ha sido descrita en general, puede entenderse mas facilmente con referencia a los siguientes
ejemplos, los cuales se incluyen meramente con fines de ilustracion de ciertos aspectos y realizaciones de la presente
invencioén, y no se pretende que limiten la invencién de ninguna manera.

Ejemplo 1: mecanismos de lesion por isquemia-reperfusion

Este ejemplo muestra que los ratones deficientes en el sistema del complemento fueron resistentes a la lesién por
isquemia-reperfusion.

Para examinar el mecanismo de la lesién por isquemia-reperfusion se trataron ratones deficientes en el complemento
C3 en el modelo de los miembros posteriores. Se protegio parcialmente a los ratones C3-/- de lesiones basandose en
una reduccion aproximada del 50% del indice de permeabilidad (véase Weiser et al. (1996) J. Exp. Med. 1857-1864).
Asi, el complemento C3 es esencial para inducir una lesién completa en este modelo murino.

Los experimentos descritos por Weiser et al. no identificaron como era activado el complemento. El sistema del
complemento del suero puede activarse mediante al menos tres rutas distintas, la clsica, la de las lectinas o una
alternativa. Saber qué ruta esta implicada es importante ya que sugiere un mecanismo para la lesion. Por ejemplo, la
ruta clasica es activada muy eficientemente por isotipos IgM e IgG de inmunoglobulina o por la proteina C-reactiva de
reconocimiento del suero. Mientras que la ruta de las lectinas es activada tras el reconocimiento de carbohidratos
especificos, tales como manano, por la lectina que se une al manano (MBL) (Epstein et al., (1996) Immnunol 8, 29-35).
En ambas rutas se requiere el complemento C4 para formar un complejo enzimatico con C2 que cataliza la escision del
componente C3 central. En contraste, la ruta alternativa se activa espontdneamente conduciendo a la conversion de C3
en su forma activa (C3b) y a la union a los tejidos extrafios o propios. La ruta esta estrechamente regulada ya que todas
las células huésped expresan agentes inhibidores de la amplificacion de la ruta del complemento inactivando, o
desplazando, la C3 convertasa (Muller-Eberhard, H.J., (1988) Ann. Rev. Biochem. 57, 321-347). Un enfoque para
determinar la ruta implicada es el uso de ratones deficientes en C4, es decir que no pueden formar la C3 convertasa via
las rutas clasica o de la lectina. La comparacién de ratones deficientes en C3 6 C4 con testigos tipo silvestre (WT) en el
modelo de los miembros posteriores revelé que también se requeria C4 para inducir una lesién completa (Weiser et al.,
supra). Este hallazgo fue importante ya que sugirié que podrian estar implicados un anticuerpo o MBL.

Ejemplo 2: IgM natural media la lesion por isquemia-reperfusion (I/R)

Este ejemplo muestra que los ratones deficientes en inmunoglobulina fueron resistentes a la lesién por isquemia-
reperfusion.

Para determinar si un anticuerpo estaba implicado en la mediacion de la lesion I/R se caracterizaron ratones totalmente
deficientes en inmunoglobulina, RAG2-/- (deficiente en el gen-2 que activa a la recombinasa) junto con animales
deficientes en el complemento en el modelo intestinal. Significativamente, los ratones RAG2-/- fueron protegidos en una
extension similar a la observado en animales deficientes en el complemento (Weiser et al., supra). Puesto que los
animales RAG2-/- también estaban perdiendo linfocitos maduros, fue importante determinar que el efecto patégeno
dependia del anticuerpo (Shinkai et al. (1992) Cell 68, 855-867). Para confirmar que la lesién estaba mediada por el
anticuerpo del suero, a los animales deficientes se les reconstituyd con suero normal o de ratén (Weiser et al., supra) o
con IgM purificada (Williams et al. (1999) J. Appl. Physiol. 86; 938-42). En ambos casos, los ratones RAG2-/- no
estuvieron ya protegidos y la lesién se restaurd. En los ultimos experimentos se usé un modelo de lesion intestinal ya
gue en este modelo se piensa que la lesion estd mediada principalmente por el complemento.

La interpretacién de estos resultados es que durante el periodo de isquemia en la superficie de la célula endotelial estan
expuestos 0 se expresan neoantigenos. Las IgMs circulantes parecen reconocer al nuevo determinante, se unen y
activan la ruta clasica del complemento. Aunque no se conoce la naturaleza del antigeno, parece ser que IgM en lugar
de IgG es principalmente responsable de la activacion del complemento ya que la reconstitucion de ratones deficientes
con IgG no restaur6 significativamente la lesion en ratones. Una hipétesis alternativa es que hay otro suceso inicial tal
como la ruta MBL que reconoce la superficie endotelial alterada, induce un nivel bajo de activaciéon del complemento, lo
cual a su vez expone nuevos sitios antigénicos y la ruta se amplifica mediante la unién de IgM.

Ejemplo 3: la IgM patdégena es un producto de las células B-1

Puesto que se piensa que una fraccion grande de IgM circulante representa a un anticuerpo natural, es decir producto
de genes reagrupados de lineas germinales, es posible que los ratones que porten deficiencias en la fraccion B-1 de
linfocitos también pudieran estar protegidos. Las células B-1 tienen un fenotipo distinto de las células B-2 mas
convencionales porque expresan bajas concentraciones de IgD y CD23 y una gran fraccion expresa la proteina CD5 de
la superficie celular (Hardy et al., (1994) Immunol. Rev.: 137, 91; Cantor et al. (1993) Annu. Rev. Immunol. 11, 501-538,
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1993. Las células B-1 también se distinguen por una circulacion reducida en ratones, una frecuencia limitada en los
nédulos linfaticos periféricos y el bazo y estan principalmente localizadas dentro de la cavidad peritoneal. Para examinar
el papel de las células B-1 como fuente de IgM patdgena, se reconstituyeron ratones deficientes en anticuerpos (RAG-2-
/-) con 5 x 10° células B-1 peritoneales y se dejaron descansar aproximadamente 30 dias antes del tratamiento. Las
concentraciones de IgM circulante alcanzan un intervalo cercano al normal antes de un mes después de la transferencia
adoptiva. La caracterizacion de los ratones reconstituidos con células B-1 en el modelo de isquemia intestinal confirmé
que las células B-1 eran una fuente principal de IgM patogena (véase Williams et al. (1999) supra). Esta fue una
importante observacion porque el repertorio de anticuerpos naturales de células B-1 es considerablemente mas limitado
de lo que se esperaria para células B-2 convencionales. Por lo tanto, es posible que el anticuerpo patégeno represente
un producto de linea germinal.

Ejemplo 4: los ratones Cr2-/- estan protegidos contra la lesion por isquemia-reperfusion

La caracterizacion inicial de ratones sin Cr2-/- revelé una reduccion aproximada del 50% en la frecuencia de células B-
la o CD5+ B1 (Aheam et al. (1996) Immunity 4: 251-262). Aunque la caracterizacion de otra cepa de ratones deficientes
en Cr2 no identificd una reduccion similar (Molina et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 3357-3361). No se sabe si
la diferencia de la frecuencia de células CD5+ fue debida a una variaciéon del historial de la cepa o a diferencias
medioambientales. A pesar de la frecuencia reducida de células B-1 en ratones Cr2-/-, las concentraciones de IgM
circulante estuvieron dentro del intervalo normal. Estos hallazgos sugirieron que el repertorio de IgM podria ser diferente
en los animales deficientes en Cr2. Para ensayar esta hipétesis, se caracterizaron ratones en el modelo I/R intestinal.
Sorprendentemente, los ratones Cr2-/- estuvieron igualmente protegidos que los ratones deficientes en anticuerpos
completos (figura 3). La comparacion de la supervivencia en un periodo de 5 dias tras el tratamiento en el modelo
intestinal demostré6 un aumento significativo en la mortalidad de los ratones WT en comparacion con los animales
deficientes en Cr2. En consistencia con una mortalidad acrecentada se observo una reduccion drastica en secciones de
tejidos cosechadas de ratones deficientes en Cr2-/- o WT tratados.

Se observo una lesién amplia en la capa mucosal del intestino en ratones WT o en ratones Cr2-/- reconstituidos con IgM
agrupada o células B-1. En contraste, las secciones de tejidos aisladas de ratones Cr2-/- tratados fueron similares a la
de los falsos testigos. Asi, a pesar de las concentraciones circulantes normales de IgM, los ratones deficientes en Cr2-/-
estuvieron protegidos de la lesion. Estos resultados no so6lo confirman la importancia de las células B-1 como fuente de
anticuerpos patdégenos sino que sugieren que el sistema del complemento estd de algin modo implicado en la
formacion o el mantenimiento del repertorio de anticuerpos naturales. Por ejemplo, el complemento puede estar
implicado en la seleccidn positiva de células B-1.

Ejemplo 5: identificacion de IgMs patdgenas

Este ejemplo describe la generacién de un clon especifico de hibridoma de células B-1 normales y la identificacién de un
clon que produce una IgM patdégena. Se demostré que la IgM patdgena restauraba la lesién in vivo en ratones
deficientes en el anticuerpo.

Estudios en ratones que portaban una deficiencia en los receptores CD21/CD35 del complemento revelaron que los
ratones habian perdido el anticuerpo patégeno. Este hallazgo fue inesperado porque tenian una concentracion normal
de IgM en la sangre. Estos hallazgos condujeron a la hipotesis de que una poblacion especial de células B denominada
células B-1 son las responsables de la secrecion de la IgM patdgena. Por ejemplo, el injerto en ratones deficientes en
los receptores (Cr2-/-) de células B-1 de ratones normales restauré la lesion, confirmando la importancia de las células
B-1. Para identificar el anticuerpo o anticuerpos especificos responsables de la lesién, se construy6é un panel de clones
de hibridoma a partir de un conjunto enriquecido de células B-1 peritoneales cosechadas de ratones normales. El
enfoque general para preparar hibridomas a partir de la fraccion enriquecida de células peritoneales incluye cosechar
células peritoneales de ratones tratados 7 dias antes con IL-10 y subsiguientemente enriquecidas respecto a células B
CD23 negativas mediante seleccién negativa con bolas magnéticas. Las células B enriquecidas se analizan mediante
FACS tras tincion con IgM, Mac-1 y Mab CD23 especificos. La poblacion enriquecida se activa adicionalmente
cultivando con LPS durante 24 horas. Las células activadas se hibridan con células de mieloma socios de fusion en
presencia de PEG y se hacen crecer en medio HAT-selectivo. Los hibridomas se exploran buscando clones que
secreten IgM mediante ensayo ELISA, y las células positivas se expanden para la purificacion de IgM.

Se analizaron veintidés clones de hibridoma que secretaban IgM mezclando una cantidad igual de IgM producto de cada
uno de los clones. El tratamiento de ratones deficientes en anticuerpos con la IgM mezclada restaurd una lesion similar
a la vista con IgM mezclada de suero. Este hallazgo confirmé que la IgM patdgena estaba entre los veintidds hibridomas
producidos. Dividiendo las mezclas en dos fracciones, es decir, 1-11 y 12-22, y tratando los ratones con las dos
fracciones, se encontré que el anticuerpo patégeno se fracciond con la mezcla que incluia el clon n° 22. Finalmente, los
ratones fueron reconstituidos con el clon 17 6 22. El clon 22 restauré la lesién mientras que los otros clones no lo
hicieron (véase la figura 4).

Ejemplo 6: implicacion del complemento en la seleccién de células B-1

Para explicar el desarrollo de células B-1 se han propuesto dos modelos diferentes. La hipétesis del linaje propone que
las células B-1 se desarrollan en la vida fetal inicial como una poblacion distinta (Kantor et al. (1993) supra).
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Alternativamente, las células B-1 se desarrollan a partir de los mismos progenitores que las células B convencionales
pero dependiendo de su medio ambiente, es decir, se encuentran con el antigeno, se desarrollan en B-1 o retienen el
fenotipo de células B-2 (Wortis, H.H. (1992) Int. Rev. Immunol. 8, 235; Clarke, J. (1998) Exp. Med. 187, 1325-1334).
Independientemente de su origen, se sabe que las células B-1 no son repuestas desde la médula 6sea de adultos con la
misma frecuencia que las células B-2 y que su fenotipo es mas similar al de las células B de higado fetal precoz o al de
células neonatales de médula ésea (BM). En consistencia con un origen precoz, su repertorio tiende a inclinarse hacia la
expresion de mas genes Vy proximales y la adicion N-nucleétido esta limitada (Gu et al. (1990) EMBO J 9, 2133;
Feeney, J. (1990) Exp. Med. 172, 1377). Parece razonable que dada la reducida reposicion mediante células madre de
BM de adulto, las células B-1 se auto-renuevan y que la estimulacién por antigenos podria ser importante en su
renovacion, expansion o incluso seleccion inicial (Hayakawa et al., (1986) Eur. J. Immunol. 16, 1313). De hecho, que las
células B-1 tengan que ser seleccionadas por antigenos es intrinseco al modelo convencional.

Una evidencia que soporta la existencia de un requisito de transmision de sefiales de los receptores de células B (BCR)
para una seleccion positiva de células B-1 viene de ratones que portan mutaciones que alteran la transmision de
sefiales de los BCR. Por ejemplo, el deterioro de la transmision de sefiales de los BCR por medio de CD19, vav o Btk
afecta drasticamente al desarrollo de las células B-1. En contraste, la pérdida de seleccion negativa tal como en ratones
deficientes en CD22- o SHIP-1 puede conducir a un aumento en la frecuencia de células B-1 (O’Keefe et al. (1996)
Science 274, 798-801; Shultz et al. (1993) Cell 73, 1445). Recientemente, elegantes estudios con ratones que portan
dos transgenes Ig distintos, V12 (fenotipo de células B-1) o VyB1-8 (fenotipo de células B-2) soportan la vision de que
las células B-1 son positivamente seleccionadas por auto-antigenos. Por ejemplo, las células B que expresan Vy12 solo
0 junto con B1-8 desarrollaron un fenotipo de células B-1, mientras que se identificaron pocas, si algunas, células B que
expresaran solo el transgén B1-8. Por tanto, estos resultados sugieren que el encuentro de células B transgénicas con
auto-PtC dio lugar a una expansion de las que expresan Vy12. Recientemente, Hardy et al. ((1994) Immunol. Rev. 137,
91). En su modelo, las células B que expresaban un transgén de inmunoglobulina especifico de Thy 1.1 se
seleccionaron y expandieron en ratones que expresaban al antigeno afin. En contraste, el transgén + las células B-1 no
fueron encontrados en ratones que expresaban el alotipo alternativo Thy 1.2.

¢ Cuando encaja el complemento en el desarrollo de células B-1? La reduccion global en la frecuencia de células B-1la 'y
la pérdida mas especifica de células B-1 que expresan IgM implicada en la lesion I/R sugiere un papel para CD21/CD35
en la seleccidon positiva o en el mantenimiento de células B-1a. Un posible papel del complemento es que refuerza la
transmision de sefales de los BCR para el encuentro con el antigeno afin. Estudios bioquimicos y el andlisis de ratones
deficientes en CD21/CD35 demuestran la importancia de la transmisién de sefiales del co-receptor en la activacion y
supervivencia de las células B convencionales (Carroll, M.C., (1998) Annu. Rev. Immunol. 16, 545-568; Fearon et al.
(1995) Annu. Rev. Immunol. 13, 127-149). Es muy probable que las células B-1 utilicen asimismo la transmision de
sefales del co-receptor para reforzar la transmision de sefales del BCR. Por ejemplo, las bacterias expresan antigenos
tipicos de células B-1 tales como fosforil-colina y no es irrazonable pensar que revestir bacterias con el ligando C3d del
complemento reforzaria la reticulacién del co-receptor con el BCR y reforzaria la transmision global de sefales. Por
tanto, los antigenos expresados en bajas concentraciones podrian requerir el refuerzo del complemento con el fin de
que los reconocieran las células B afines y se expandieran o seleccionaran positivamente. Otro papel de los receptores
del complemento esta en localizar al antigeno sobre células dendriticas foliculares (FDC) dentro del compartimento
linfatico. Sin embargo, puesto que la poblacién principal de células B-1 ocupa los tejidos peritoneales no esta claro si
encontrarian FDC dentro de las estructuras linfaticas. No se conoce el sitio o los sitios reales en los que las células B-1
experimentan seleccién positiva. Es posible que tengan que encontrar al antigeno afin en el desarrollo fetal temprano o
en BM neonatal. Si este es el caso, podria esperarse que los receptores del complemento en células estromales sitas
dentro de estos compartimentos se unan al antigeno para presentarse a las células B. es posible que los receptores del
complemento pudieran participar en ambas etapas de desarrollo. En primer lugar, podrian reforzar a los antigenos que
transmiten la sefial en la seleccion positiva. En segundo lugar, cuando las células B-1 seleccionadas sean repuestas en
los sitios periféricos, los receptores del complemento podrian otra vez estar implicados en el reforzamiento de la
transmision de sefiales de los BCR.

La figura 5 es un diagrama esquematico del papel propuesto para el complemento y los receptores del complemento en
la seleccion positiva de linfocitos B-1 peritoneales. La interaccién de complemento-antigenos revestidos de ligando (auto
y no auto) da lugar a la coligadura del co-receptor CD21/CD19 y del BCR sobre la superficie celular lo que conduce a la
transmision reforzada de la sefial y a la seleccion positiva.

Ejemplo 7: materiales y métodos para los ejemplos 8-11

Biblioteca de péptidos de expresién en fagos y sintesis de péptidos

Se exploré una biblioteca 12-mer de expresion en el fago M-13 (New England Biolab, MA) mediante 4 rondas con bolas
MBL revestidas con IgM“™?? y 2 rondas con IgM*™ 7 segtin las recomendaciones del fabricante. Los clones de fagos se
seleccionaron del conjunto enriquecido y la secuencia de nucleétidos del gen relevante del fago se determino para al
menos diez clones. Los péptidos seleccionados fueron sintetizados con una pureza > 95% en Harvard Proteomic Core o
en New England Peptide, Inc. (Gardner, MA).
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Ensayos de unién

Se realizaron ensayos ELISA como se describié antes (Zhang et al. (2004) PNAS USA 101: 3886-91). Brevemente, la
unién de IgM a péptidos de fagos o especificos de fagos se determind revistiendo una placa de 96 pocillos con
cantidades saturantes de antigeno. Tras el bloqueo se afiadi6 IgM (1 6 10 pg/mL) durante 2 h a 37°C. Las placas se
lavaron y a continuacion se desarrollaron con IgM de cabra anti-ratdbn marcada con fosfatasa alcalina (Sigma, MO). La
unién de IgM a NMHC-II se determind cultivando placas de 96 pocillos previamente revestidas con anticuerpo especifico
de conejo (NMHC-II A & B; Covance Research Products; NMHC-II C un regalo del Dr. Adelstein, NHLBI, NIH, Bethesda,
MD) o Hc de pan-miosina (Sigma, MO) con lisados intestinales preparados a partir de ratones RAG-1" reconstituidos
M2 tratados falsamente o tratados contra la isquemia como se ha descrito (Zhang et al. (2004) PNAS USA
101: 3886-91). Los lisados se prepararon como se describe para la inmunoprecipitacion (véase mas adelante). A
continuacion, se us6 IgM de cabra anti-raton marcada con fosfatasa alcalina (Sigma, MO) para detectar la IgM unida.

Modelo intestinal de RI

El protocolo quirtrgico para RI se realizé como se describi6 previamente (Zhang et al. (2004) PNAS USA 101: 3886-91).
Brevemente, se realizé una laparotomia y se aplicd un micro-clip (presion 125 g, Roboz, MD) a la arteria mesentérica
superior y se limitd la circulacién bilateral con suturas de seda que flanqueaban un segmento de 20 cm del yeyuno.
Después de 40 minutos de isquemia se separ6 el micro-clip y se confirmé la reperfusion de la vasculatura mesentérica
mediante el retorno de la pulsacion a la arcada vascular y un cambio a color rosa. La incision se cerré y todos los
animales se mantuvieron calientes durante 3 horas. 30 min antes de la laparotomia inicial los animales RAG-1"
recibieron intravenosamente IgM mezclada con péptido o disolucién salina en un volumen de 0,2 mL. Los animales WT
se trataron con disolucién salina o péptido i.v. 5 min antes de la reperfusion. Al final de la reperfusién, el segmento
isquémico del yeyuno se coseché y se cortaron 4 cm centrales para su analisis patologico.

Andlisis histopatoldgico e inmuno-histoguimico

Se tifieron secciones criostaticas de tejidos intestinales mediante hematoxilina y eosina (H&E) y se examinaron por
microscopia de luz respecto al dafio de la mucosa. La puntuacién patologica se evalué basandose en un procedimiento
de Chiu (Chiu et al., Arch Surg 101: 484-488, 1970; Chiu et al., Arch Surg 101: 478-483, 1970) que incluia la inspeccion
directa de todas las microvellosidades en una tira de 4 cm de yeyuno como se ha descrito (Zhang et al. (2004) PNAS
USA 101: 3886-91). Para el ensayo de inmunofluorescencia, se incubaron durante periodos variables criosecciones
fijadas con paraformaldehido al 4% (p/v) con IgM anti-raton marcada con biotina (Becton Dickinson, CA) seguido por 1
hora con estreptavidina-Alexa-568 (dilucion 1:500, Molecular Probes, OR). La deposicion de C4 se detecto tifiendo con
anti-huC4c de conejo marcada con FITC (DAKO, CO), seguida por anti-conejo-Alexa 488 (Molecular Probes, OR). La
especificidad de la tincion de anti-C4c se confirmoé tifilendo secciones en serie con C4 anti-ratbn marcada con biotina
durante 1 hora seguido por estreptavidina-FITC (Becton Dickinson, CA). La deposicion de C3 se detecté tratando anti-
C3 marcado con FITC (DAKO, CO). Se montaron secciones en medio de montaje anti-decolorante con DAPI (Molecular
Probes, OR).

Analisis SPR de la unién del péptido al anticuerpo

CM-22 CM-31

Se inmovilizé un anticuerpo IgM (IgM o IgM ) por condensaciéon con un grupo amina en una celda de flujo del
chip BiaCore SPR cM5™ a una densidad de 33.400 unidades de respuesta (RU) ~ 33 ng/mm2 como se ha descrito
(Vorup-Jensen et al., PNAS USA 100: 1873-1878, 2003). Brevemente, se prepara una celda de flujo de referencia por
condensacion de etanolamina-HCI. Los péptidos, diluidos en una disolucion de elucion amortiguadora del pH de PBS, se
hicieron fluir separadamente sobre la superficie condensada con IgM y la referencia, a un caudal de 10 puL/min a 25°C y
con una velocidad de recogida de datos a 10 Hz. La fase de inyeccion tuvo una duracion de 240 s (los finales de las
fases de inyeccion estan marcados por puntas de flecha en las figuras 9A, B y D). Las isotermas de union se derivaron
sustrayendo la respuesta en la celda de referencia de la respuesta de la superficie condensada con IgM. Tras cada
ensayo, la superficie se regenero inyectando 40 uL de monolaurato de polioxietilensorbitan al 0,05% (v/v)/PBS.

Inmunoprecipitacién

Se homogeneizaron tejidos congelados en una disolucién amortiguadora del pH de lisis que contenia un detergente y un
coctel de agentes inhibidores enziméticos. Se analiz6 una muestra de lisado respecto al contenido total de proteinas (kit
BioRad) para asegurar concentraciones similares de proteinas para analizar. Los lisados se mezclaron con bolas de
sefarosa revestidas con IgM anti-ratdbn de rata durante 1 h a 4°C. Subsiguientemente, las bolas se peletizaron
suavemente, se lavaron en disolucién amortiguadora del pH de lisis y luego se hirvieron en disolucién amortiguadora del
pH muestra-SDS en condiciones reductoras para eluir los complejos enlazados. Las muestras se fraccionaron en geles
SDS de poliacrilamida al 6% (p/v) y subsiguientemente se fijaron y luego se tifieron con azul de coomassie o tinte de
plata para identificar las bandas de proteinas.
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Identificacion de proteinas por espectrometria de masas en tdndem

Se cortaron bandas individuales tefiidas con azul de coomassie de los geles SDS, se destifieron y se sometieron a
digestion enzimatica como se describié previamente (Borodovsky et al., Chem Biol 9: 1149-1159, 2002). Los péptidos se
separaron usando un sistema acoplado de cromatografia de liquidos con nanoflujo (Waters Cap LC) y las secuencias de
aminoacidos se determinaron por espectrometria de masas en tandem (Q-TOF micro, Waters, MA). Los datos MS/MS
se procesaron y se sometieron a blsquedas en bases de datos usando la base de datos Mascot (matrixscience) frente a
la base de datos Swissprot, TREMBLI/New o la base de datos no redundante NCBY.

Ejemplo 8: identificacion de péptidos ricos en asparagina que se unen al anticuerpo IgM natural

Los presentes inventores han identificado previamente un clon de hibridoma de un anticuerpo IgM natural (IgMCM'Zz) que

se une a tejido isquémico en el modelo de RI intestinal, lo cual soporta la hip6tesis de dichos inventores de que el tejido
isquémico era alterado en relacion al tejido normal y que los neo-epitopes expresados durante la isquemia eran dianas
para una respuesta innata a la misma. Para caracterizar el ligando enlazado por IgMCM'22 patdgena se exploré una
biblioteca de expresion en el fago M13 de 12-mer secuencias de aminoacidos usando bolas revestidas con la IgM
especifica.

Después de cuatro rondas de exploracion especifica y dos rondas con una IgM testigo (clon IgMCM'75), se aislaron 10

clones de fago y se secuenci6 la secuencia de nucleétidos del gen relevante de M-13. Notablemente, todos los diez
clones contuvieron secuencias ricas en asparagina. Cinco de los clones se seleccionaron para un ensayo de union
relativa con IgMCM'22 y uno de estos clones, P8, que se unié con la mayor eficiencia, se selecciond para un estudio
posterior (Tabla 4 y figura 6A).

Tabla 4: péptidos expresados en fago se unen a IgM*™#

Clon del fago Secuencia SEQ ID NO:
P1 YNNNNGNYTYRN 16

P2 ANTRNGATNNNM 18

P3 CDSSCDSVGNCN 20

P4 WNNNGRNACNAN 22

P5 HNSTSNGCNDNV 24

P6 NSNSRYNSNSNN 26

P7 KRNNHNNHNRSN 28

P8 NGNNVNGNRNNN 30

P9 NVANHNNSNHGN 32

P10 SYNNNNHVSNRN 34 (no dentro de la invencion)
Consenso rico en asparagina XNNNXNNXNNNN 14

Se sintetizé un péptido de 12 aminoacidos (P8) basado en la secuencia del fago y se ensayé respecto a la inhibicion de
la unién del P8 del fago a IgM“?? (figura 6B). La titulacion de cantidades crecientes del péptido P8 dio una inhibicion
del 50% a una concentracion estimada de 10 umol. Este ensayo indica una avidez global de unién razonable basada en
los mudltiples sitios de union expresados en la superficie del fago. Este resultado sugiere que la unién de IgMCM'22 al P8
de fago fue especifica para la region del péptido y que el péptido sintético podria usarse como un mimotopo del
antigeno real. Para caracterizar mas la unién del péptido P8 a IgM“™??, se revistieron placas ELISA con el péptido y se
ensayaron con IgM“*%? o IgM“™7® testigo respecto a la unién (figura 6C). A la menor concentracion de 1 pg/mL, nada
de IgM se uni6é por encima del ruido de fondo. Sin embargo, los tres resultados sugieren que el péptido P8 se une
especificamente a IgM“™?? y puede usarse para la identificacion del antigeno real.

Ejemplo 9: el péptido P8 rico en asparagina bloquea la Rl intestinal

CM-22
M

Estudios previos han demostrado que la Rl intestinal en ratones RAG-1"" era dependiente de IgM y qCuMezzlg sola

fue suficiente para restaurar la lesién. Como se esperaba, la reconstitucién de ratones RAG-1" con IgM pero no con
disolucién salina antes de la reperfusion dio lugar a RI (figura 7A(i) y figura 7B). En contraste, la mezcla de IgM“*? con

P8 antes de la inyeccion en ratones isquémicos bloqued significativamente la lesion aparente (puntuacion patologica
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media 6 + 3 frente a 31 + 13; p < 0,001) (figura 7A(ii) y figura 7B). La titulacién previa del péptido con IgM“™#

gue una concentracién éptima de 10 uM de P8 era suficiente para bloguear 50-100 pg de IgM“"# (0,1-0,2 pM).

sugirié

Los andlisis inmunohistolégicos de secciones seriales de tejido intestinal sometido a reperfusion (yeyuno) tras RI
identificaron la co- Iocahzauon de IgM y el complemento C4 y C3 dentro de las microvellosidades en ratones RAG-1"
reconstituidos con IgM (flgura 7Ci-iv). En contraste, las secciones preparadas a partir de ratones que recibieron P8
no mostraron ninguna evidencia de unlon de IgM o del complemento (figura 7Cv-viii). No se observé ninguna union de
IgM o del complemento con IgM testlgo o ratones RAG-1" reconstituidos s6lo con disolucion salina (Zhang et al.
(2004) PNAS USA 101: 3886-91). Por tanto, P8 bloguea la unién de IgM cM-22 y la induccién de lesion in vivo.

La identificacion de un Unico anticuerpo IgM natural que podria iniciar la Rl en ratones RAG-1" condujo a la cuestion
general del nimero de posibles neo-epitopes expresados en tejidos isquémicos y el correspondiente nimero de clones
patégenos de IgM en el repertorio de ratones de tipo silvestre (WT). Podria predecirse que el nimero de anticuerpos es
limitado basandose en la comprension actual de que el repertorio de IgMs naturales es relativamente pequefio.
Herzenberg et al, Immunol Today 14: 79-83, discusion 88-90, 1993; Arnold et al., J Exp Med 179: 1585-1595, 1994. Por
otra parte, los ligandos de anticuerpos IgM naturales son considerados estructuras muy conservadas y también
probablemente son de nimero limitado. Para ensayar si P8 representaba un mimotopo de un auto-antigeno principal se
pretrataron ratones WT con P8 (aproximadamente 10 uM) cinco minutos antes de la reperfusion en el modelo intestinal.
Los andlisis de tejidos de yeyuno de ratones tratados con disolucion salina o con un péptido testigo antes de la
reperfusion identificaron, como se esperaba, una lesion significativa de las microvellosidades (figura 7Aiii). En contraste,
el pretratamiento de ratones WT con P8 cinco minutos antes de la reperfusion bloqueé la lesiéon aparente (puntuacion
patologica media 5 + 3 frente a 24 + 16 y 23 + 19; p < 0,005 y 0,027, respectivamente) (figura 7A(iv) y figura 7B). Como
se esperaba, IgM, C4 y C3 se co-localizaron dentro de las microvellosidades de ratones WT tratados contra RI (figura
7Cix-xii). En contraste, no se observd ningin depdsito aparente de IgM o del complemento en tejidos sometidos a
reperfusién de ratones a los que se administrd6 P8 (figura 7Cxiii-xvi). Estos resultados sugieren que el niumero de
epitopes clave requerido para iniciar la Rl es limitado ya que un Unico péptido bloquea la lesién y la deposicion de IgM y
del complemento.

Ejemplo 10: inmunoprecipitacion de auto-péptidos con IgM*?#

Usando la secuencia de aminoacidos de P8, una bisqueda de homologia de la base de datos genémica no revelo
ninguna identidad exacta. Por lo tanto, se us6 un enfoque de inmunoprecipitacion para identificar el o los antigenos de la
isquemia en ratones RAG- 17 reconstituidos con IgM

Los ratones RAG-1" se reconstituyeron con una cantidad 6ptima de IgMCM"zz, se trataron contra la isquemia intestinal y

se sometieron a reperfusion durante periodos de tiempo variables, es decir, 0 minutos 6 15 minutos antes de cosechar
los tejidos. Se aislaron inmunocomplejos de antigeno IgM de lisados de yeyuno en los momentos variables y se
fraccionaron por SDS-PAGE en condiciones reductoras. Los analisis de los geles tefiidos indicaron bandas comunes de
bajo peso molecular en todos los momentos (figura 8a). Sin embargo, a los 15 minutos se identific6 una banda de alto
peso molecular (> 200 kD) (figura 8A).

Se cortaron bandas de proteinas de los geles tefiidos, se digirieron enzimaticamente y los péptidos se analizaron por
espectrometria de masas en tdndem como se describe en Cox et al., Mol Cell Proteomics 2: 1188-1197, 2003. Los
andlisis de los péptidos eluidos indicaron que las bandas comunes a aproximadamente 25, 50 y 75 kDa representaban
la cadena ligera (Lc) de la inmunoglobulina, la cadena pesada (Hc) de IgG y Hc de IgM, respectivamente. Los anélisis
de la banda de alto peso molecular dieron secuencias de péptidos homdélogas a los isomorfos A y C del tipo Il de la
cadena pesada de miosina no muscular (tabla 5).
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Tabla 5: resultados de la espectrometria de masas

Proteinas emparejadas Espectrometria de masas de los péptidos
secuenciados

Cadena pesada II-A de miosina no muscular de | VVFQEFR (MS-1; SEQ ID NO: 39)
raton (gi/20137006; n° de Acceso al GenBank™:

NP_071855) CNGVLEGIR (MS-2; SEQ ID NO: 40)
Puntuacién total = 130; péptidos iguales = 6 KFDQLLAEEK (MS-3; SEQ ID NO: 41)
KFDQLLAEEK

EQADFAIEALAK (MS-4; SEQ ID NO: 42)
QLLQANPILEAFGNAK (MS-5; SEQ ID NO: 43)

Cadena pesada IlI-c de miosina no muscular de | CNGVLEGIR
ratén (gi/33638127; n° de Acceso al GenBank™:

AAQ24173) VKPLLQVTR (MS-6; SEQ ID NO: 44)
Puntuacion total = 133; péptidos iguales = 7 KFDQLLAEEK

KFDQLLAEEK

EQADFALEALAK

LAQAEEQLEQESR (MS-7; SEQ ID NO: 45)
QLLQANPILEAFGNAK (MS-8; SEQ ID NO: 46)

* La puntuacion es -10XLog(P), en la que P es la probabilidad de que el emparejamiento sea un suceso al azar. Las
puntuaciones de los iones individuales > 53 indican identidad u homologia extensa (p < 0,05).

En experimentos similares usando lisados preparados a partir de ratones WT tratados durante 3 horas en RI intestinal,
también se observé una banda de tamafio similar a 200 kD y el analisis de la secuencia identifico péptidos de NMHC-A
y C.

Se han identificado tres formas (A, By C) de NMHC tipo Il en el genoma de ratén y de ser humano (Golomb et al., J Biol
Chem 279: 2800-2808, 2004; Kelley et al., J Cell Biol 134: 675-687, 1996). Todas las células eucariotas expresan
NMHC tipo Il pero la distribucién de las tres formas varia. NMHC-II A y B son aproximadamente 85% homodlogas;
mientras que NMHC-II C es aproximadamente 65% similar (Golomb et al., J Biol Chem 279: 2800-2808, 2004). Los tres
isotipos estan muy conservados entre ratones y seres humanos.

Para confirmar la unién de IgMCM'22 a NMHC tipo Il se us6 un enfoque ELISA. Se revistieron placas con anticuerpo

especifico de cada una de las tres formas de NMHC o con anticuerpo pan-miosina para capturar el antl’gﬂeno relevante
en lisados preparados a partir de yeyuno de ratones RAG-17. Subsiguientemente, se afiadieron IgM“™?? 0 IgM“**! y luego se
desarrollaron con un anticuerpo IgM anti-ratén marcado. Se observé union de IgMCM'22 por encima del ruido de fondo,
pero no de IgMCM'31, a las tres formas de los isomorfos de NMHC-II (figura 8B). El andlisis de la secuencia combinada y
los resultados ELISA muestran que IgMCM'22 reconoce una region conservada de la NMHC tipo II.

Para determinar si la miosina esta expuesta a anticuerpo circulante tras la isquemia se reconstituyeron ratones RAG-1"
con una fraccion de IgG purificada de la cadena pesada de conejo anti-pan miosina. Los andlisis de tejidos de ratones
RAG-1" falsamente tratados tras la reconstitucion con IgG de conejo no mostré ninguna evidencia de lesion o
deposicion de IgG. En contraste, los ratones RAG-1" isquémicos reconstituidos con la IgG pan-miosina antes de la
reperfusion desarrollaron una RI significativa en comparacion con los testigos reconstituidos con disolucion salina (33 +
11 frente a 11 +8, p < 0,028) (figura 8C). Por consiguiente, la miosina esta expuesta a anticuerpos en circulacion tras la
isquemia.

La comparacion de las secuencias de los tres isomorfos NMHC-II con la secuencia del péptido P8 identificd una region
de evidente homologia (tabla 6). Las tres formas incluyen un resto de NxxxxNxNx que tiene similitud con la secuencia
de P8. Se prepard una secuencia de auto-péptido de 12 aminoéacidos (N2) (isomorfo de NMHC-II C) para un estudio
adicional.
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Tabla 6: secuencia homéloga conservada en NMHC-II A-C

Clon de fago Secuencia

P8 NGNNVNGNRNNN (SEQ ID NO: 30)
Consenso XNNNx(N/D)NxN(N/D)N(N/V) (SEQ ID NO: 14)
NMHC-II Secuencia

Raton-11A (542-556) LMKNMDPLNDI (SEQ ID NO: 36)

Ser humano-IIA (585-596) LMKNMDPLNDI

Raton-1IB (592-603) LMKNMDPLNDNV (N2; SEQ ID NO: 38)

Ser humano-IIB (592-603) LMKNMDPLNDNV

Raton-IIC (607-619) LMKNMDPLNDNYV (N2; SEQ ID NO: 38)

Ser humano-IIC (611-622) LMKNMDPLNDNV

Para ensayar que esta region se une a IgMCM'22 se us0 andlisis por resonancia de plasmones superficiales (figura 9). Se

inyectd el péptido N2 sobre una superficie condensada con IgMCM'22 (figura 9A) y se generd una respuesta robusta, la
cual correspondi6 a una Kp de 123 + 61 uM (media + SD, n = 2) que se calculé a partir de las concentraciones respuesta
en estado estacionario (figura 9C). En contraste, no se observé ninguna unién cuando se inyecté un péptido testigo
sobre la superficie esBIecifica condensada con IgM (figura 9B) o cuando el péptido N2 se inyectd sobre una superficie
condensada con IgM“*** testigo (figura 9D).

Ejemplo 11: el auto-péptido N2 bloquea la Rl intestinal

Para ensayar la union funcional de N2 con IgM patégena se mezclaron aproximadamente 100 nmoles del péptido (o de
disolucién salina testigo) con IgMCM'22 antes de la reconstitucion de ratones RAG-1"" y del tratamiento en el modelo RI.
Los andlisis de histologia de secciones de tejidos preparadas a partir de yeyuno sometido a reperfusion de ratones
tratados con IgMCM'22 y disolucién salina identificaron lesién y deposicién de IgM y del complemento tal y como se
esperaba (figura 5Ai y 5B). En contraste, la mezcla del péptido N2 con IgMCM'22 antes de la reperfusién protegio de la
lesién (puntuacion patolégica media 13 + 8 frente a 31 + 10; p < 0,049) (figura 10Aii y 10B). Ademas, no se observé
ninguna deposicion de IgM y del complemento en yeyuno sometido a reperfusién cuando IgMCM'22 se mezclo con el
péptido N2 antes de la inyeccion en ratones RAG-17 (figura 10Ci-viii). Por tanto, como se observd con el péptido
sintético P8, el auto-péptido N2 bloqued la union funcional de IgM“?# in vivo.

Para ensayar si el auto-péptido N2 representa el principal auto-epitope en la Rl intestinal, se trataron ratones WT con
aproximadamente 40 uM del péptido sintético P8 antes de la reperfusion en el modelo intestinal. Los analisis
histolégicos de secciones de tejidos de ratones WT tratados con disolucion salina identificaron lesiéon y deposicion de
IgM y del complemento tal y como se esperaba (figura 10Aiii y 10Cix-xii). En contraste, el tratamiento de ratones WT con
el auto-péptido N2 blogued tanto la lesién (puntuacién patoldgica media 8 + 5 frente a 22 + 17) como la deposicién de
IgM y del complemento (figura 10Aiv; figura 10B; figura 10Cxiii-xvi). Estos resultados sugieren que una region
conservada dentro de las proteinas NMHC tipo Il representa el epitope principal para la unién de IgM natural tras la
isquemia en el modelo intestinal.

Equivalentes

Los expertos en la técnica reconoceran, o seran capaces de averiguar usando no mas que la experimentacion rutinaria,
muchos equivalentes de las realizaciones especificas de la invencion descrita en la presente memoria.
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REIVINDICACIONES

1. Un acido nucleico aislado, el cual codifica un péptido que consiste en una secuencia de aminodcidos la cual es al
menos 90% idéntica a SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 6 38.

2. El &cido nucleico aislado segun la reivindicacion 1, el cual codifica un péptido el cual consiste en una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 0 38.

3. El acido nucleico aislado segun la reivindicacion 2, en la que el acido nucleico es SEQ ID NO: 13, 15, 17, 19, 21, 23,
25,27, 29, 31,350 37.

4. El acido nucleico aislado segun cualquier reivindicacion precedente operablemente conectado a un promotor.
5. Una molécula de acido nucleico aislada, seleccionada del grupo que consiste en:

a) Una molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos la cual es al menos 96% idéntica a la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, 0 SEQ ID NO: 11;

b) Una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nuclettidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 7, SEQ
ID NO: 9, 0 SEQ ID NO: 11;

¢) Una molécula de acido nucleico que se hibrida con el complemento de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1
6 SEQ ID NO: 7 en condiciones rigurosas;

d) Una molécula de &cido nucleico que codifica un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 2, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10 6 SEQ ID NO: 12.

6. Un vector, que comprende el acido nucleico de cualquier reivindicacion precedente.
7. Una célula huésped aislada, que comprende el vector segun la reivindicacion 6.

8. Una composicién que comprende un péptido, el cual consiste en una secuencia de aminoacidos la cual es al menos
90% idéntica a SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 ¢ 38.

9. La composicion segln la reivindicacion 8, en la que el péptido consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 6 38.

10. La composicién segun la reivindicacion 8 6 9, en la que el péptido esta pegilado.
11. La composicién segun la reivindicacion 8 6 9, en la que el péptido esta marcado con un marcador detectable.

12. La composicion (a) que comprende un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14, 16, 18,
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 36 6 38, o (b) segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 para tratar una enfermedad
o trastorno inflamatorio en un sujeto.

13. La composiciéon segun la reivindicacion 12, en la que la enfermedad o trastorno inflamatorio es una lesion por
reperfusion.

14. La composicién segun la reivindicacion 12 6 13, en la que el sujeto es un mamifero.
15. La composicién segun la reivindicacion 14, en la que el mamifero es un ser humano.

16. El uso de una composicién segin una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 15, en la fabricacion de un
medicamento para tratar una enfermedad o trastorno inflamatorio en un sujeto.

17. Un polipéptido aislado, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, o SEQ ID
NO: 12.

18. Una inmunoglobulina natural aislada, la cual es producida por una célula que tiene el nimero de deposito ATCC
PTA-3507.
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FIGURA 1A
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FIGURA 2B

IVMTQSAASLAVSLGQRATISY RASKSVSTSGYSYMH WNQQKPGQPPRLLIY

<-CDR2-> g===---cwwm-nom---- FWR3~~cvvww--- >
LVSNLES GVPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYC QHIRE

<mmm=J--=>
LTRSEGGPSWK* (SEQ ID NO:8)
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FIGURA 2A
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FIGURA 2B

———————— FHRl---=-=--=-=2 gea==CDRl-====z =
IVMTOSAASLAVELGORATISY RRSKSVESTSGYSYMH WHOQKPGOFFRLLIY

<~CDR2=> g========m-=-=c=-= FHR3==v==un===>
LVSNLES  GVPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYC QHIRE

Py ™

LTRSEGGPESWK* (SEQ ID NO:d)
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5

Bacterias entéricas recubiertas del complemento Expansion de células B-1
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 11
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gcagagctca
tcagggctta
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ccaccccaca
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gtcatccagt
ttggagcgge
gtgaagaatg
ggctacattg
caagccaaag
cacctgaaga
cacgtcacca
agaattatgg
cttcagcecttg
gacaacacag
agaggcatcc
aaagagcagg
cgctggctgg
tttatcggga
ctgtgcatca
ctggagcagyg
gacctgcagce
ctgctagatg
gtgcaggagc
gatttctgca
aagaacatgg
tttgtctetg
atgtccgaga
ggacagctgt
aacttcgtgc
ttggtgctgg
ggctttcecca
aactccatcc
ttggagcttg
gtgctagccce
caggcctget
accgccatga
tggtggaggce
ctgttagcca
aggctgacag
gagcagctge
acagcgaaga
gaggaggagce
gaacttgagg
gtgaccaccg
aactgcaaac
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acggaaggct
cgcgccgccce
gacccaggtt
tctatgtgga
agttggtatg
tgggagaaga
acgacatcca
cgtgcctcaa
tctacaccta
actcagagga
tctacgecat
tcectgtgcecac
acctggcaca
agctgctaca
acaactcctce
ttggtgccaa
aggagcggac
ctgatctcct
tccectgggea
gtatcccaga
gcaacattgc
ctgctcaaaa
tcaccccacg
ctgactttgce
tgcttcgeat
tecctggacat
actacaccaa
aggagtacca
cctgcatega
aggagtgctg
agggcaccca
ttatccacta
accccttgaa
agctgtggaa
cagcactacc
acaaggagca
gctgcatcat
accagctgcg
acagggtggt
cgaagggcett
acagcaacct
acctggagga
gcaggggcta
aggtcctaca
tcttcaccaa
aggaggcgga
agatggagac
aggcggagac
agcaggagcect
gctgccecagta
agcagttgga
aggccaagct
tggccaagga

caagaacctg
gagcgctcga
caggtcctgg
taaaaacttc
ggtgccttec
ggccattgta
gaagatgaac
cgaagcttcg
ttcaggccectg
gatcgtggag
cacagatact
gggggagtct
tgtggcctcecce
ggccaaccct
tcgattcggt
cattgagact
cttccacatc
gttggagcca
gcaggacaag
ggatgagcag
cttcaagaag
ggtgtcccac
catcaaggtg
cattgaggcc
caacaaagct
cgctggettt
cgagaagctg
gcgagaggge
cctecattgag
gtttcctaag
ccccaagttce
tgcecggcaag
cgacaacatc
ggatgtggat
tggtgccttce
gctggccaag
tcccaaccat
ctgcaatggce
cttccaggag
catggatgge
gtaccgcate
agagcgggac
cctggccagyg
gaggaactgt
ggtcaagccc
actgacaaag
gatgcagtct
agagctgtgt
ggaggagatc
cctgcaggcee
ggaggaggag
gaagaaactg
gaagaaactg
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acctgctgca
gaaagtccac
ccgcaagtca
atcaataacc
agcaagaatg
gagctggtag
ccacccaagt
gtgctgcaca
ttctgtgtgg
atgtacaagg
gcctaccgga
ggagcaggga
tcacacaaga
atcctagagg
aaattcattc
tatcttctgg
ttctactacc
tacaacaaat
gacatgttcc
atgggcttgce
gagcggaaca
ctectgggga
ggcagagact
ttggccaagg
ctggacaaga
gagatctttg
cagcagctgt
atcgagtgga
aagccggcegg
gccactgaca
cagaagccca
gtggactata
gccacgetgce
cggatcattg
aagacccgga
ctcatggecca
gagaagaagg
gtccttgagg
ttccggcaga
aagcaagcgt
ggccagagca
ctgaagatca
aaggcctttg
gctgegtacce
ctgttgaact
gttcgagaga
cagctcatgg
gccgaggetg
tgccatgacc
gagaagaaga
agcgeccggce
gaggaggacc
ctggaagaca

gcttccagte
tcggaagaac
ccatggctca
cgctggccca
gctttgaacc
agaatgggaa
tctcecaaggt
acctcaagga
tcatcaaccc
gcaagaagag
gcatgatgca
agacagagaa
gcaagaagga
cctttggaaa
gtatcaactt
agaaatctcg
tgctgtectgg
accgcttcect
aggagacaat
tgcgggtceat
ctgaccaggce
tcaatgtgac
atgtgcagaa
ctacctatga
ccaagaggca
atctgaactce
tcaaccacac
acttcatcga
gtccecccagg
agagcttcegt
agcaactgaa
aagctgacga
ttcaccagtc
gcttggacca
agggcatgtt
cgttgaggaa
ccggcaaact
gcatccggat
ggtatgagat
gtgtgctcat
aagtgttctt
ccgatgtcat
ccaagaggca
tcaggctgcg
caataagaca
aacatctggce
cagagaagct
aggagctccg
tggaggccag
agatgcagca
agaagctgca
agatcatcat
gagtagctga

tcgegttege
cagcgcectgt
gcaggctgca
agctgactgg
agctagecte
gaaggtgaag
ggaggacatg
gcgatactac
ttataagaac
gcacgagatg
ggaccgggaa
caccaagaaa
ccagggggag
cgccaagacg
tgatgtcaat
tgctateccge
ggccggagaa
gtccaacggg
ggaggccatg
ctctggggtc
gtcecatgcecg
cgacttcacc
ggcgcagact
gcggatgttce
gggcegcectca
cttcgagcag
catgttcatce
cttecggectg
catcectggec
ggagaaggtg
ggacaaggct
gtggctgatg
ctcagacaag
agtggctgga
ccgtactgte
taccaacccc
ggacccgcac
ctgecegecag
cctcacccce
gatcaaagcc
ccgggeagga
cattggcttc
gcaacagctg
caactggcag
tgaggatgag
tgcagagaac
gcagcttcag
ggccecgtetg
ggtggaggag
gaacatccag
gcttgagaag
ggaggaccag
attcactacc
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5641
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6121
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6241
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6361
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aacctcatgg
gcaatgatca
gagaagaccc
ctccaggege
gctgecttgg
cgagaactgg
aggaataaag
gagctggagg
caggaggtga
atccaggaga
cagacgaagc
ggagagctgg
cgcaagaagg
gtgcgaaccg
ggtctectta
gagtcccage
ctgagcacca
gaggaggagg
accgacatga
aagcggaggce
gcctacgata
gttgacctgg
gaccagctcce
gctgaggctg
gaggccatgg
gaggacctca
aagecgggcect
gagctgcagg
gcecagtttg
ctggtcagac
atggccatgg
gacacagcca
atgaaggact
caggccaagg
gaggaactgg
gctgatgaga
ctggaggecce
ctgatcaacg
aacctggaac
aacaaggagce
gcctececateg
accaaggagc
gtgctgetge
aaggcgteca
cagcgggeca
gctgatgcta
ccatttgtcg
gtegacggta
cccaggcgga
agactgctct
gctgecagecce
gctecaggecg
aagaagggcg
taaagatttt
gtcececcegte
ccectteect
actctgggaa

aagaggagga
ccgacctgga
gtcgcaagcet
agatagcaga
ccagagtgga
aaactcagat
ccgagaagca
acacgctgga
gcatcctgaa
tgaggcagaa
gggtaaaagc
ccaatgaggt
tggaggcgcea
aactggccga
gccagtctga
ttcaggacac
agctcaagca
aggccaagcg
agaagaagat
ttcagaagga
agctggagaa
accaccagcg
tagccgagga
aggcccgtga
agcagaaggc
tgagctccaa
tggagcagca
ccacggagga
agcgggatct
aggtgcggga
ccgcacgcaa
ataagaaccg
gcatgcggga
agaatgagaa
cagctgctga
tcgccaacag
gecattgecect
atcggctgaa
gcagccacgc
tcaagaccaa
cggccttgga
gccaggcecagce
aggtggagga
cccgectgaa
atgcctcacg
tgaaccgcga
tgactcgcecg
aagcagatgg
tggacaaacg
gaccatgtcc
tteccagtect
gatgacccac
gccattggag
gatagctcag
ccceetgetg
gggccctatt
tccecececcact
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gaagtccaag
agagcgcctc
ggagggagac
gctcaagatg
agaagaagct
ctctgagcete
gaaacgggat
ctccacggcet
gaagactctg
gcactcacag
tacccttgag
gaaggccctg
gctgcaagaa
caaggtcacc
cagcaagtce
acaggagttg
gatggaggat
caacttggag
ggaggacggt
cttggaaggce
gaccaagaca
gcagagcgte
gaagaccate
gaaggagaca
agagctggag
ggatgacgtg
ggtggaggag
tgccaagctc
gcagggcecegg
gatggaggcg
gaaactggag
ggaagaggcec
gctggacgac
gaagctgaag
gcgtgetaag
cagtggcaaa
gctggaggag
gaaggccaac
acagaagaat
gctgeaggaa
ggccaaaatt
ctccaagcag
cgageggagg
gcagcttaaa
ccggaagctg
ggtcagctcee
aattgttcgg
ggccgatgec
getetgecte
ccctecteee
ccataccctt
agggtcttgt
taggcacaag
gcctctagta
ttggcaatceca
ggtccagaag
cccttetgag
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agcctggcececa
cgtagggagg
t ccacagacc
cagctggcca
gctcagaaga
caggaggacc
ctgggagagg
gcccagcagg
gaggacgagg
gctgtggagg
aaggcgaagce
ctgcaaggca
ctgcaggtca
aagctgcagg
agcaagcetta
ctccaggagg
gagaaaaact
aagcagatcg
gtagggtgcce
ctgagccagc
cggctgcage
tccaacctgg
t cggccaagt
aaggcgctat
cggctcaaca
ggcaagagtg
atgaagaccc
cgcctggagyg
gatgaacaga
gagctggagg
atggatctga
atcaaacagc
acgcgcgect
agcatggagg
cgtcaggccce
ggggccectag
gagctggagg
ctgcagatcg
gagaatgcgce
atggagagtg
gcacagctgg
gtgcgccgga
aacgcggaac
cggcagctag
cagcgtgage
ctgaagaaca
aaaggcactg
aaggcagctg
cctccececaa
aaggccttcce
tgagaatctg
ccteecttgec
agttttctat
gtgttaccct
cacacggtaa
gagcctctgt
cagcactggt

agctcaagaa
agaagcagag
tcagtgacca
agaaggagga
atatggccct
tggagtcgga
agctggaggce
agctgaggtc
ccaagaccca
agctggcaga
agaccctgga
agggcgactce
agttcagcga
ttgaactgga
cgaaggactt
agaaccggca
ccttcaggga
ccacgctcceca
tggagactgc
ggcttgagga
aggagctgga
aaaagaagca
atgcagagga
cactggcccg
agcagttccg
tccacgagcet
agctggagga
tgaacctgca
gcgaggagaa
atgagaggaa
aggacctgga
tgcggaagct
cccgggagga
ccgagatgat
aacaggaacg
cattagagga
aggaacaggg
accaaataaa
gacagcagct
ctgtcaagtce
aggaacagct
cggagaagaa
agttcaagga
aggaggctga
tggaagatgc
aactgaggcg
gcgactgcete
aataggagct
ccectecacac
cgagggcatt
ataccaaaga
tgaaagcacg
gaatctattt
cceccgacctce
ccteatacet
ctgggtgcag
gcctctgete

caagcacgag
gcaggagttg
gattgctgag
ggagttgcag
gaagaagatc
gcgagectece
gctgaagaca
gaagcgtgag
tgaggcccag
tcagttggag
gaatgagcgg
agagcacaag
gggagagcge
cagtgtgacc
ctctgegetg
gaagctgagce
gcagctggag
tgcccaggtg
agaggaggcg
gaaggtggct
cgacctgcetg
gaagaagttc
gcgtgaccga
ggcgettgag
cacggagatg
ggagaagtcc
gctggaggat
ggccatgaag
gaagaagcag
gcagcgctcce
ggcacacatt
tcaggeccag
gatcctggcg
tcagctgecag
ggacgagctg .
gaagcggcga
caacacggag
caccgacctg
ggaacgccag
caaatacaag
ggacaacgag
gctgaaggac
ccaggctgac
agaggaggcc
cacagagacc
tggggacctg
agacgaggag
tctcectgcag
ccctgeettg
ggcttcectcet
gtccaggctg
ggtggtggge
tgtcttcaga
ggctgtcccec
gecectatgge
aacatggggc
ctecgactgt



(B)

6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141

.1201

1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

aaaccgtcectc
ggggcaaacc
tctceccagea
agccagaata
gccaagggtg
tgcttttgaa
tgggtgtctt
tgtctacact
ttaggttcce
ttttttaaag
gtcccaaagg
caagtgcctt
ccactgageg

maggaadkyl
ngkkvkvnkd
inpyknlpiy
tentkkviqy
infdvngyiv
rflsnghvti
dgasmpdnta
tyermfrwlv
nhtmfilege
sfvekvvqgeq
hgssdkfvse
lrntnpnfvr
yeiltpnsip
dviigfqacc
irhedellak
elrarltakk
klglekvtte
lknkheamit
keeelgaala
lealkteled
ladgleqgtkr
fsegervrte
nrgklslstk
etaeeakrril
kkgkk£fdqll
gfrtemedlm
nlgamkagfe
dleahidtan
emiglgeela
eqgntelind
vkskykasia
fkdgadkast
lrrgdlpfvv

aagtgcaatg
agacagggca
ctctagggga
tccaagggct
gtcgagctgt
agaaaaaaaa
cactgccttg
ggtcgctgag
ttatggcagg
gaaaaccagt
cgctgtcata
agcatgtgtc
tcacaataaa

yvdknfinnp
digkmnppkf
seeivemykg
lahvasshks
ganietylle
pgggdkdmfq
agkvshllgi
lrinkaldkt
eygregiewn
gthpkfgkpk
lwkdvdriig
ciipnhekka
kgfmdgkgac
rgylarkafa
eaeltkvrek
geleeichdl
aklkkleedq
dleerlrree
rveeeaagkn
tldstaaqge
vkatlekakqg
ladkvtklqgqv
lkgmedekns
gkdleglsqr
aeektisaky
sskddvgksv
rdlggrdeqs
knreeaikql
aaerakrqgaq
rlkkanlgid
aleakiaqgle
rlkglkrqgle
trrivrkgtg
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ccecteecect
tcagggccac
ccaaatatat
ggagcccact
gccacccact
aggttttatt
ccctggaact
ttececectgege
aaggcttttt
caaatcatga
aaggagcaag
gcagctgtca
gagtaccatg

lagadwaakk
skvedmaelt
kkrhempphi
kkdggelerg
ksrairqgake
etmeamrimg
nvtdftrgil
krqggasfigi
fidfgldlqgp
glkdkadfci
ldgvagmset
gkldphlvld
vlimikaleld
krgggltamk
hlaaenrlte
earveeeeer
iimedgnckl
kqgrgelektr
malkkirele
lrskreqgevs
tlenergela
eldsvtglls
freqleceece
leekvaaydk
aeerdraeae
helekskral
eekkkglvrg
rklgagmkdc
gerdeladei
gintdlnler
eqldnetker
eaeeeagqran
dcsdeevdgk
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cccttgceccaa
tctagaaagg
ttaatggtta
gtgecgctetg
ctatagcttce
tttceccttet
gtgtttagaa
actgcacctc
ttttcttttt
agccacatac
tgggacccgc
ccactacagt
t-ccta

lvwvpsskng
clneasvlhn
yaitdtayrs
llganpilea
ertfhifyyl
ipedeqmgll
tprikvgrdy
ldiagfeifd
cidliekpag
ihyagkvdyk
alpgafktrk
glrcngvleg
snlyriggsk
vlgrncaayl
metmgsglma
cgylgaekkk
akekklledr
rklegdstdl
tgiselgedl
ilkktledea
nevkallqgk
gsdskssklt
akrnlekqia
lektktrlqgg
areketkals
eqgveemktg
vremeaeled
mrelddtras
anssgkgala
shagknenar
gqaaskqgvrrt
asrrklgrel
adgadakaae

(SEQ ID NO:

ggacagaccg
ccaacagcct
agggacttgce
gtgcctctee
aagtctgcct
tgtagtaagt
gagagtagct
actgtttgta
ttttttettt
gctagagaag
accccttttt
aagctggttt

fepaslkeev
lkeryysgli
mmgdredgsi
fgnaktvknd
lsgagehlkt
rvisgvlqlg
vgkagtkeqa
lnsfeqlecin
ppgilallde
adewlmknmd
gmfrtvgqly
iricrqggfpn
vEfragvliah
rlrnwgwwrl
eklglgeglqg
mggnigelee
vaefttnlme
sdgiaelgag
eserasrnka
ktheagigem
gdsehkrkkv
kdfsalesql
tlhagvtdmk
elddlivdld
laraleeame
leeledelga
erkgrsmama
reeilagake
leekrrlear
gglergnkel
ekklkdvllg
edatetadam

(SEQ ID NO:

47)

tcctggcecacc
tccggtggcet
agggcctgge
taggactggg
tccacaagga
gctctagttc
tgccctacaa
aatgctgtga
tctttttttt
ctgaatccag
ttatataata
acagatgttt

geeaivelve
ytysglfcvv
lctgesgagk
nssrfgkfir
dlllepynky
niafkkernt
dfaiealaka
ytneklqqlf
ecwfpkatdk
plndniatll
keqlaklmat
rvvigefrqr
leeerdlkit
ftkvkpllns
aetelcaeae
gleeeesarq
eeekskslak
iaelkmglak
ekgkrdlgee
rgkhsgavee
eaglgelqgvk
gdtgellgee
kkmedgvgcel
hqrgsvsnle
gkaelerlnk
tedaklrlev
arkklemdlk
nekklksmea
lalleeelee
kaklgemesa
vederrnaeq
nrevsslknk
48)



FIGURA 12

(A)
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601
661
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901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121

atacgactca
gcagcteceg
tctcgggaga
caccatggca
tcegetggee
tggctttgag
ggagaatggg
gttctccaag
caacctcaag
ggtcatcaat
gggcaagaag
gagtatgatg
caagacggag
gagcaagaag
ggcctteggg
tcgeatcecaac
ggagaaatct
tctecctgtet
ataccgcttce
ccaggagacc
gctgcgggtce
cactgaccag
tatcaatgtg
ttacgtccag
ggcgacctat
gaccaagagg
tgatctgaac
cttecaaccac
gaacttcatc
aggccecceeg
caagagcttce
caagcagctg
caaagctgac
gctececaccag
cggecectggac
gaagggcatg
tacgctgagg
ggccggcaag
gggcatccgt
gagatatgag
gtgcgtgetce
caaagtcttc
caccgacgte
tgccaagegg
cctgaagctg
ggtgagccgg
gaagcagctg
ggcagagaaa
tgaggagctc
cctagaggec
gaagatgcag
gcagaagctg
gcagatcatc
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ctatagggcg
cctegtgege
agcagcgcct
cagcaagctg
caggccgact
ccagccagcce
aagaaggtga
gtggaggaca
gagcgttact
ccttacaaga
aggcacgaga
caagaccgag
aacaccaaga
gaccagggceg
aacgccaaga
tttgatgtca
cgtgctatcce
ggggctggag
ctgtccaatg
atggaggcca
atctcagggg
gcgtccatgce
accgatttca
aaggcgcaga
gagcggatgt
cagggcgcct
tegtttgage
accatgttca
gactttggcc
ggcattetgg
gtggagaagg
aaggacaaag
gagtggctga
tccetetgaca
caggtggcecg
ttccgcactg
aacacgaacc
ctggacccge
atctgccgcece
atcctgactce
atgataaaag
ttccgtgecg
atcatagggt
cagcagcagc
cggaactggc
caggaggagyg
gctgcggaga
ttgcagctgce
cgggcccgece
agggtggagg
cagaacatcc
cagctggaga
ctggaggacce

atcaggtgct
tecgecccacc
gttcccgggg
ccgataagta
gggctgccaa
tcaaggagga
aggtgaacaa
tggcagagct
actcagggct
acctgcccat
tgcccecectcea
aagatcaatc
aggtcatcca
agctggagcg
ccgtgaagaa
atggctacat
gccaagccaa
agcacctgaa
gacacgtcac
tgaggattat
ttettcaget
ccgacaacac
ccagaggaat
ctaaagagca
tcecgetgget
ccttcatcgg
agctgtgcat
tcetggagea
tcgacctgceca
ccectgetgga
tgatgcagga
ctgatttctyg
tgaagaacat
agtttgtctc
gcatgtcgga
tggggcagct
ccaactttgt
atctcgtgcet
agggcttccce
caaactccat
ccctggagcet
gtgtgctggce
tccaggectg
ttaccgececat
agtggtggcg
agatgatggce
acaggctcac
aggagcagct
tgaccgccaa
aggaggagga
aggagcttga
aggtgaccac
agaactgcaa
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ggaaagaagg
cggcecgeege
cagatccagyg
tctctatgtg
gaagctggta
ggtgggcgaa
ggatgacatc
cacgtgectce
catctacacc
ctactctgaa
catctatgcce
catcttgtgce
gtatctggcg
gcagctgetg
tgacaactcc
tgttggagcc
ggaagaacgg
gaccgatctce
catcceeggg
gggcatccca
cggcaacatce
agctgcccaa
cctcaccccg
ggctgacttt
ggtgctgege
gatcctggac
caattacacc
ggaggagtac
gcectgecatce
cgaggagtgce
gcagggcacc
cattatccac
ggatccecctg
ggagctgtgg
gaccgcactg
ttacaaggag
ccgetgeate
ggaccagctg
caacagggtg
tcccaagggt
cgacagcaat
ccacctggag
ctgcaggggce
gaaggtcctc
gctcttcacc
caaggaggag
ggagatggag
ccaggcagaa
gaagcaggaa
gcgetgccag
ggagcagctg
cgaggcgaag
gctggccaag

ctaagcaagg
ccgagegcte
ttcaggtcct
gataaaaact
tgggtgcecett
gaggccatcg
cagaagatga
aacgaagcct
tattcaggcc
gagattgtgg
atcacagaca
actggtgaat
tacgtggcgt
caggccaacc
tcecegetteg
aacattgaga
accttccaca
ctgttggagce
cagcaggaca
gaagaggagce
gtcttcaaga
aaggtgtccc
cgcatcaagyg
gccatecgagyg
atcaacaagg
attgccggcet
aatgagaagc
cagcgcgagg
gacctcattg
tggttcececca
caccccaagt
tatgccggca
aatgacaaca
aaggatgtgg
ccecggggect
cagctggcca
atccccaacce
cgctgcaacg
gtcttccagg
ttcatggacg
ctgtaccgeca
gaggagcgag
tacctggcca
cagcggaact
aaggtcaagc
gagctggtga
acgctgecagt
accgagctgt
ttagaagaga
cacctgcagg
gaggaggagg
ctgaaaaagc
gaaaagaaac

ctgacctgct
gagaaagtcc
ggctataagt
tcatcaacaa
ccgacaagag
tggagctggt
acccgcccaa
cggtgctgea
tgttctgtgt
aaatgtacaa
ccgcctacag
ctggagctgg
cctcgcacaa
ccatcectgga
gcaaattcat
cttatctttt
tcttctatta
cgtacaacaa
aggacatgtt
aaatgggcct
aggagcggaa
atctcttggg
tgggacggga
ccttggecaa
ctctggacaa
tcgagatctt
tgcagcagcet
gcatcgagtg
agaagccagc
aagccaccga
tccagaagece
aggtggatta
tcgccacact
accgecatecat
tcaagacgcg
agctgatggc
acgagaagaa
gtgttctega
agtttcggca
ggaagcaggce
ttggccagag
acctgaagat
ggaaagcatt
gcgcetgecta
cgctgectgea
aggtcagaga
ctcagctcat
gtgccgaggce
tctgccatga
cggagaagaa
agagcgcccg
tggaggagga
tgctggaaga



3181
1241
1340l
3341
3421
lg8l
1541
I601
igsl
1721
3781
141
3501
ER-Ly!
4021
4081
414l
42401
43161
4321
43181
444l
1501
4561
482l
46581
4T41
101
4561
4321
4381
5041
£1401
516l
221
5181
5341
53401
54581
£521
5581
=641
E7ol
STH1
5821
SEEL
G541
0ol
G081
Blzl
G181
6241
g3o0l
GiGL
6421
G481
B541

cagaatagct
caageboaag
ggagaagcag
cocbcagogac
caagaaagag
gaacakbggos
cotggaghat
agagctagag
ggagotoagg
ggoCcaagacc
ggagetggeg
goagactatyg
caaaggggac
caagttoaac
ggtgaagety
CACCaaggac
ggagaaccoyg
ttocktoogg
cgooacoctbe
cotggaaact
Foggtacgag
gcaggagoctg
ggagaagaag
gtatgeagag
gregebgges
caagoaghbeo
tgtoocacgag
goagobggan
ggtocaacotg
gagogasgag
ggatgagagy
gaaggacctg
getgeggaag
ctoctoegtgag
ggcegasaty
coagoaggag
ggcgbbagag
ggaggageag
cgacocagates
teggcagoag
cactgbocaag
goaggagcag
gaccgagaag
goagtacaag
goaggaggcc
gctggaggac
caagotocagg
cggggatgge
cgaatamgoo
cbLaccagac
cboctgoock
ggotteootet
gacagggece
aagcacaaga
aatoctakttt
cocbgacgbo
cgkggtgace

gagttcacca
amcpageoatg
cgacaggage
cagatogocd
gaggagctoc
ckcaagaaga
gagogegote
gogotgaaaa
tcaaamcgtg
Cacgaggoos
gagcagotgg
GAGAACIATE
boggagoaca
gagggagago
gacaacgtga
cbobocogege
cagaagotbga
gagcagotgg
CAtgoooagg
gotgaggagg
Gagaagaryy
gacgaccktgc
cagaagaagt
gagcgcgace
caggccekgy
cgcacggags
ctggagaaght
gagotggagg
caggToatga
dagaagaago
Aagragogel
gaggcgoaca
chgraggoes
gagatootog
acccaglbge
cgggatgage
Hagaagoyyc
OgTAdCaTgg
Aacaccgaco
ctggaacgco
Locaagtaca
ctggaoaasg
aagctgaagy
gaccaggoog
gaagaggagd
gecacbgaga
cgocggggaco
Ecogacgaag
Ecktocbeckg
ceogoagcac
cegooooghs
getgoatoog
gggscdaggs
tgttgaggog
tottcagack
Egocascags
Ccacacacet
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CCRACCE cac
aggcaat gat
togagaagac
agotocagge
aggoogo eck
Eecgggaget
coaggaataa
cagagke gga
agcaggaggt
dgatcocagga
agoagacgas
Fggoagagot
agcgcaagaa
gegtgeg ean
cogogot Lot
toggagtocoa
gootgagcac
aggagqgagga
tggocgacak
toaagaggaas
cogoctacga
tggtggacct
Ebtgacoaget
gogctgaggoe
AGEARYC CAL
togaggacot
aCaAg O gge
asgagcEgea
AZgoCoRgLT
agctagk cag
coatggo agt
togactogge
agakgaagga
cooaggSoaa
AQgaggAaact
togcbgacga
gtoctggagge
agotgakt caa
tgaaccEgga
Agaacaagga
aggeoctocat
aJaccaagga
akgkgoiEegot
acagogoato
cecagegage
cggecgatgc
tgocgtbtgt
aggtacatgg
cagootgaga
gectato oo
cococacoog
cttocageke
agagagcgan
agocagogcayg
gaggectbet
goooooRoko
ctgooceateg
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agaagaggag
cactgacttg
cogonggaidd
coagategog
ggccagagtg
ggaatoctoag
Agctgagaag
ggacacgctg
gaacatcctg
gatgaggoag
gogggbgaaa
ggocaacgag
agtggaggeg
agagotggec
cagooagtoc
gcitgoaggac
caagotoaag
ggaggccaag
gadgaagaag
gotecagaag
caagctggag
ggaccaccag
cotggoggag
ggaggecega
GEagcagaagy
titﬂigﬂtﬂﬁ
Gntﬂg&gﬂﬂg
goocacogaa
cgagoggoac
acaggtgcag
ggccgecegg

gaACAAGQAAC
ctgeaktgege
agagaacgag
ggcagoogog
gatcgocaac
cegeakoges
cgacoggotg
gegcagocas
goktaagglbe
cacogooote
gogccaggoa
goaggtggak
Eaccogootg
caacgootas
catgaaccge
cgtgeccage
caaagoggak
tggatggaca
accktettgyg
gkttcocteo
ceEaEsEEge
cagoaggcke
QeLRCeOugyg
ggtagtcgga
ctoctootER
ggooteceas

gagaaatcta
gaagagogoeo
ctggagggag
gagotcaaga
gaagaggaag
atototgaac
cagaaacggy
gatbecacayg
adgaagaccc
aagcackcac
goaaacckog
gtgaaggtgc
cagctgocagyg
gacaaggteca
gacagcaagt
actocaggago
caggtggags
cacaacckgg
atggaggaca
gaccrggagyg
adagaccanga
cHocagagocyg
gagaagacca
gagaaggaga
gcggagegyg
aaggatgatyg
caggtggagg
gatgoccaageo
ctocaggges
gagatggagyg
aagaagckgg
coggacgaag
gagotggatg
aagaagckga
gagogtgoca
agcagoggoca
cagetggagg
ddgaaggooa
gocoagaAga
aagoLgoagg
gaggccaaga
goctgoaaac
gacgagegga
aagoagetoa
cgooggaaac
gaagtoaget
ogaatggeas
ggggctoagg
gacagacAcE
gackgotgtg
aggtgttgtt
Ecagastobyg
cooagoocte
aggggceaga
gooooogoag
cttbgotgtt
Ecocakgaot

agagocboge
toogoaggga
actecacaga
cQocagotage
ctgoocagaa
tocaggaaga
acckbgggga
ctgoccagoa
toggaggagga
aggocgtgga
AgaaggCaan
toctgeaggg
agekgeaggk
cocaagokgoa
coagoaagoh
toobgoagga
acgagangaa
agaagoagakt
gtgtggagtyg
gectgagoca
cgcggobgoa
ogkgoaaack
tocoeotgooaa
coaaggobet
agoggoboaa
togggcaagay
agatgasgac
tgoggttgga
gogacgagca
cagagcbgga
agatbtggacck
SCAECARACH
Acacoogoge
agagoatggoe
AgogoCaggc
aaggagcocock
aggagctgga
acctgoagak
acgagaatge
agatggaggg
ttgoacagck
aggtgegheg
goaacgooga
agoggoaget
Lgeagegega
coctaaagan
ggaaaggogc
coaaaccbos
acagoctccc
aacaktgooto
gagggoaktt
abaccaaaga
cottgooasa
gettkotatyg
tegtcagost
tgoaatcaca
ctgggoggte



(B)

6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
le681
1741
1801
1861
1921

cagaaggagc
gaggagtgga
gattctaaaa
ctgccacagc
cccaacactc
gccagagcegt
ggcccgaggg
acaggtattt
aaaattccga
tacactggtt
tacggcaaga
taaaagctge
tgagtgaaac
cagctgtcac
gagaaccatg

maggaadkyl
ngkkvkvnkd
inpyknlpiy
tentkkviqgy
infdvngyiv
rflsnghvti
dgasmpdnta
tyermfrwlv
nhtmfileqge
sfvekvmgeq
hgssdkfvse
lrntnpnfvr
yeiltpnsip
dviigfqgacc
srgeeemmak
elrarltakk
klglekvtte
lknkheamit
keeelgaala
lealkteled
laeqleqgqtkr
fnegervrte
nrgklslstk
etaeevkrkl
kkagkkfdqgll
gfrtemedlm
nlgamkagfe
dleahidsan
emiglgeela
eggntelind
vkskykasit
vkdgadkast
lrrgdlpfvv
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aggccctggg
ttcectcecca
tgtctcaagt
aaggctgtcg
ttggggacca
tagaggggcc
tggtttacct
ttgaaagcaa
gtctttctca
gccgaattta
aggcattttt
atatgcctac
tcccacccta
cactacagta
tgctaaaaaa

yvdknfinnp
digkmnppk £
seeivemykg
layvasshks
ganietylle
pgggdkdmfqg
agkvshllgi
lrinkaldkt
eyqregiewn
gthpkifgkpk
lwkdvdriig
ciipnhekka
kgfmdgkgac
rgylarkafa
eeelvkvrek
geleeichdl
aklkkleeeq
dleerlrree
rveeeaagkn
tldstaaqge
vkanlekakqg
ladkvtklqgwv
lkgvedekns
gkdleglsgr
aeektisaky
sskddvgksv
rdlggrdegs
knrdeaikql
aaerakrqgag
rlkkanlqgid
aleakiaqle
rlkglkrgle
prrmarkgadg

cctccacctce
cecctgtccea
gcaatgcccece
gggtcaagct
aatatattta
agcggccctc
gcaccgttga
aataaggttt
ctgecctttgt
cttgtattcc
tttttttaaa
aaagctctga
ccccettttet
agctggttta
aaaaaaaaaa

lagadwaakk
skvedmaelt
kkrhempphi
kkdggelerqg
ksrairqgake
etmeamrimg
nvtdftrgil
krggasfigi
fidfgldlgp
glkdkadfci
ldgvagmset
gkldphlvld
vimikaleld
krgqgltamk
glaaenrlte
earveeeeer
iiledgnckl
kgrgelektr
malkkirele
lrskregevn
tlenergela
eldnvtglls
freqleeceee
heekvaaydk
aeerdraeae
helekskral
eekkkqglvrg
rklgaqmkdc
gerdeladei
gintdlnler
egldnetker
eaeeeadgran
dgsdeevdgk
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tgtgcagggce
ggcagecgccea
ctccectect
ggaaaggcca
atggttaagg
ccaggcgatc
ctcagtatag
tcttttttec
ttagaagaga
taactgtttt
ggaaacaaac
attcaggtcc
tatataataa
cagatgtttt
aaaa (SEQ

lvwvpsdksg
clneasvlhn
yaitdtayrs
llganpilea
ertfhifyyl
ipeeeqmgll
tprikvgrdy
ldiagfeifd
cidliekpag
ihyagkvdyk
alpgafktrk
glrcngvleg
snlyriggsk
vlgrncaayl
metlgsglma
cghlgaekkk
akekklledr
rklegdstdl
sgiselqgedl
ilkktleeea
nevkvllggk
gsdskssklt
akhnlekqgia
lektktrlqgg
areketkals
eqggveemktqg
vremeaeled
mrelddtras
anssgkgala
shagknenar
qaackgvrrt
asrrklgrel
adgaeakpae

acagaaggct
ctgtccgetg
ttaccgagga
gcagccttcc
gacttgtccc
ttgtgtctac
tttaaaaatc
cctttettgt
gtagctcgte
gtatatgctg
tctcaaatca
cagttgctgt
aagtgcctta
ccactgagca
ID NO: 49)

fepaslkeev
lkeryysgli
mmgdredgsi
fgnaktvknd
lsgagehlkt
rvisgvlqglg
vgkaqgtkeqga
lnsfeqlcin
ppgilallde
adewlmknmd
gmfrtvggly
iricrggfpn
vifragvlah
klrnwgwwrl
eklglqeqlg
mggnigelee
iaefttnlte
sdgiaelqaq
eserasrnka
ktheagigem
gdsehkrkkv
kdfsalesql
tlhagvadmk
elddllvdld
laraleeame
leeledelqga
erkgrsmava
reeilagake
leekrrlear
gglergnkel
ekklkdvllqg
edatetadam

g999tggggg
tctcectect

cagcctgcect
agtggcttct
aagtctgaca
tctaggactg
tgccacctge
aataaatgat
ctcactggtc
cattgagact
tgaagtgata
cacaaaggag
gcatgtgttg
tcacaataaa

geeaivelve
ytysglfcvv
lctgesgagk
nssrfgkfir
dlllepynky
nivfkkernt
dfaiealaka
ytneklgqlf
ecwfpkatdk
plndniatll
keglaklmat
rvviqgefrqr
leeerdlkit
ftkvkpllqv
aetelcaeae
gleeeesarq
eeekskslak
iaelkmglak
ekgkrdlgee
rgkhsgavee
eaqlgelqgvk
gdtgellgee
kkmedsvgcl
hgrgsacnle
gkaelerlnk
tedaklrlev
arkklemdlk
nekklksmea
iagleeelee
kvklgemegt
vdderrnaeq
nrevsslknk

(SEQ ID NO: 50)
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3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3301
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541

taaaat caag
caaagaaaag
ggaagaaaag
cttagaagaa
gaagctggat
cgatgagctce
aggagatgat
ccaaatcgca
gaaacaaaaa
cctagacacc
gctgaagaag
acagaggeat
caaagccaac
tgaggbtgaag
tgccecaggte
ggccgagaaa
agctgagaag
ggacacacag
ccggcagcetg
caggaagaac
gaaagtggac
caaggatgtg
ggagaagacc
ccagcgccag
agaagaaaag
cagagagaaa
gaaggaggaa
ctctaaagac
gcagcaggtg
tgaggatgcec
ggacctgcaa
gcgggagctc
aaagaagaag
agccecgggat
gcgtgaacta
tgaaaagaaa
atccgagcga
caacagecgcec
cgcacagetg
cttecgcaag
cgctgcccag
ggccaagctyg
cctggaagece
agctgccaac
tgaagacgag
gatgaagcag
atctcggegt
ccgegaggtce
aagccgatct
cgacacagaa
acaggaggtc
gagccctgeca
tgtgtecttaa
cceecttttta
catctatttt
tttttgaaac
accgtgcectca

aagatggaag
aaactcatgg
gcaaaaaact
cgcttgaaga
ggggaaacaa
aaagtccagt
gagacactgc
gagctccagg
cgggacttga
acagcagctc
gctcttgagg
gccacagcegce
ctggagaaga
gtgctgcagc
caggagctcc
gcaaacaagc
aaaggtatta
gagctcctte
gaggaggaga
ctggagaagc
gatgacctgg
gaggcgctga
aagaaccggc
ategtctcea
ggcatctctg
gaaaccaaag
ttcgagagge
gatgtgggga
gaggagatgc
aagctcegcece
acccgagatg
gaggcagagc
atggagatag
gaagtgatca
gaagaggctc
ctgaagagtc
gceccgecgac
tctggaaagt
gaagaggagce
accacgctge
aagagtgaca
caggagctgg
aagattgggc
aaactagtcc
cgteggeatyg
cttaaacgac
aaactccaaa
agcactctca
ggccggcegec
agtaagacca
agaggtgatg
ctcactgcte
ggctttgcgg
tatatacacc
ccatgtattec
aaactccagyg
getgetetge
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aggaggttct
aagaccgaat
tggccaaaat
aggaggagaa
ccgatctgea
tgaccaagaa
acaagaataa
aagactttga
gtgaggaget
agcaggaact
atgaaactaa
tggaggagct
acaaacaggg
aggtgaaggce
atgccaaggt
tacagaatga
agtttgcgaa
aggaagagac
agaacagcct
aggtgttggce
ggacaatcga
gccageggcet
tgcaacaaga
acttggagaa
ctcgectatge
cgctcteect
agaacaagea
agaacgtcca
ggacccagct
tggaagtcaa
agcagaatga
tggaggatga
acctgaagga
agcagcttcg
gagcatctag
tagaagcaga
acgcagagca
ctgcgctgtt
tggaggagga
aggtggacac
atgcccgceca
agggggcagt
agctggagga
gtcgaacaga
cggatcagta
agttggaaga
gggagctgga
agaaccggcet
agctgcacat
gtgatgtcaa
ctgaggacag
gggaatggca
cctgcgcaga
tccacaagac
atcaagagac
ccctttgttg
atgccctgte
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gcttctcgaa
tgctgagtgt
caggaataag
aactcgacag
ggaccagatc
ggaggaggag
tgcacttaaa
gtctgaaaag
ggaagctctg
ccgcacaaaa
gaaccacgaa
ttccgagcag
cctggagaca
ggagtcagag
gtcagagggt
gctggataat
ggatgcagct
acggcagaaa
tcaggagcag
tctgcagtcc
gagtttggag
ggaggagaag
actggatgac
gaaacagaag
agaagagcgg
ggcgcegggcec
gcttcgagea
cgagcttgag
ggaggagctg
catgcaggcc
agaaaagaag
gcggaaacag
cctggagget
caaacttcag
agatgagatt
aattcttcag
ggagcgagac
ggatgagaag
gcagagcaac
actgaacaca
gcagctggag
caagtccaag
gcagcttgag
gaagaaactg
taaggagcag
ggctgaggaa
cgacgccact
caggcggggce

tgagggggca
tgacacacag

gccagaactce
agctcccaga
ctatatcctg
atgcgtatta
cattttatga
ccagtggectg
ctactgacag

gaccagaatt
tcctctcage
caagaagtga
gaactggaaa
gctgagctgce
cttcaggggg
gttgcacggy
gcttcaagga
aagacagagc
cgtgagcagg
gctcagatcce
ctggagcaag
gacaacaagg
cacaagaggda
gacaggctca
gtgtcaaccc
ggtctcgagt
ctgaacctga
caggaggagg
cagctggctg
gaagccaaaa
gtcctggegt
ctgacggtgg
aagttegace
gaccgggetg
cttgaggagg
gacatggaag
aaatccaagc
gaggacgagc
atgaaggccece
cggctgetgce
cgggcactgg
cagatcgagg
gcacagatga
tttgctcaat
ctgcaagagg
gagctggctg
cggcgcctgg
atggagcetge
gagctggcag
cgacaaaaca
ttcaaggcta
caggaagcca
aaagaaatct
atggagaagg
gaggccacac
gaggccaatg
ggtccaatca
tcgctagage
ccaccccaat
atcccagcac
ttcecttecag
cttcagacta
aacagattgt
cacattaaga

ggcctaaggg
gtaccttagt

ccaaatttat
tggctgaaga
tgatctcgga
aggccaaacg
aggcacaggt
cgctggccag
agctgcaggce
acaaggctga
tggaggacac
aagtggcaga
aggacatgag
cgaaaaggtt
agctggegtg
agaagctgga
gggtagagcet
tgctggaaga
ctcaactaca
gcagtecggat
aggaggaggc
acaccaagaa
agaaactgct
atgacaagct
acctggacca
agctgttggce
aagctgaggce
ccttggagge
acctgatgag
gagccttgga
tgcaggccac
agtttgagag
ttaagcaggt
ctgtggcgtce
ctgcgaacaa
aggattacca
ccaaagaaag
agctggecte
atgagatcgc
aagcgcggat
tecaatgaccyg
cagagcgcag
aggagctgaa
ccatctcage
aggagcgage
tcatgcaggt
ctaatgecag
gtgccaacgce
aaggcctgag
gcttttette
tgtcagatga
cagaataggc
cagtctgctt
gaaagtcaac
gatacaattg
ctcategttg
agaaagaace

ttgcceecggg
tetgtgttea



B)

6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

(SEQ ID NO:

tgtggccctg
gcacttgtgt
aggggctttg
tcctgeccat
aatgtgaata
cceccgggtgg
tgcccectcaat
agcagtcaag
tttatgtcgg
ctgcctgaat
tggacagtgt
cattacagaa
tctataacaa
aagtagatgc
gcgatgtgcet
ctggtcacat
accagacacc
tgtaagacaa

magrtgledp
elaengkkam
fcvvinpykn
gagktentkk
rfgkfiringf
legfnnyrfl
fkkerntdga
vealakatye
eklgglfnht
fpkatdktfv
dnvatllhgs
ltklmatlrn
fgefrqryei
erdlkitdii
vkpllgvtrqg
elfaeaeemr
eeegargklqg
kaknlakirn
lkvgltkkee
krdlseelea
hataleelse
vgelhakvse
gellgeetrg
dddlgtiesl
qgivsnlekkqg
eferqnkqlr
aklrlevnmg
kmeidlkdle
klksleaeil
leeceleeegs
lgelegavks
errhadgyke
vstlknrlrr
52)

acccttectt
ctctcatttc
gcggcttagg
ctceccaaggg
gtctcagagc
cagccatcac
tcaggagtga
ccctcecttgeca
aggtgtgttc
gttgacatgc
tacaatgaac
agtgccttag
cttaatgtat
gcaaacattc
ggaaaacacg
gggtttggaa
tgactgcaaa
taaatttatt

erylfvdrav
vnkddigkmn
lpiyseniie
vigylahvas
dvtgyivgan
sngyipipgq
smpentvagk
rlfrwlvhri
mfileqeeyq
eklvgeqggsh
sdrfvaelwk
tnpnfvreii
ltpnaipkgf
iffqavcrgy
eeelgakdee
arlaakkgel
lekvtaeaki
kgevmisdle
elggalargd
lkteledtld
glegakrfka
gdrlrvelae
klnlssrirg
eeakkkllkd
kkfdgllaee
admedlmssk
amkagferdl
agieaankar
glgeelasse
nmellndrfr
kfkatisale
gmekanarmk
ggpisfsssr
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caaccacacc
ctgtgaatag
ggtgggtttg
gtgaccctgce
tctgtgcaca
agtaacttcc
gcctctgtga
aattcagcca
caagtttgtc
cagcgggegt
acttagcecatt
acactacagt
taagttctga
agtgacagca
gaccttttgg
tctttgattt
tatcttttct
cattatagaa

iynpatgadw
ppkfskvedm
myrgkkrhem
shkgrkdhni
ietylleksr
qgdkdnfqgetm
lchllgmnvm
nkaldrtkrg
regiewnfid
skfgkprqglk
dvdrivgldg
pnhekragkl
mdgkgacerm
larkafakkq
1lkvkekgtk
eeilhdlesr
kkmeeevlll
erlkkeektr
detlhknnal
ttaaqgelrt
nleknkqggle
kanklgneld
leeeknslge
vealsqgrlee
kgisaryaee
ddvgknvhel
gtrdegneek
devikqglrkl
rarrhaeqger
kttlgvdtln
akiggleeql
glkrgleeae
sgrrglhieg

60

tggtctctta
tgatcactgt
gattggggaa
ccctcaaatt
gagaggacag
aggtggtctc
cccttggggt
ctgctttgag
aatgaggcta
gtgacccttc
ctgtttttgg
actaagacaa
ctgtgcttca
aatcagtgtt
gttaaaagct
cccctgtatg
tgtattccca
aaaaaaaaaa

takklvwips
aeltclneas
pphiyaises
pgelerqllqg
avrqgakdert
eamhimgfsh
eftrailtpr
gasfigildi
fgldlgpecid
dkadfciihy
vtgmtetafg
dphlvldglr
iraleldpnl
gglsalkvlqg
vegeleemer
veeeeerngi
edgnskfike
gelekakrkl
kvarelgaqgi
kregevaelk
tdnkelacev
nvstlleeae
ggeeeeeark
kvlaydklek
rdraeaeare
ekskraleqq
krlllkgvre
gagmkdyqre
deladeians
telaaersaa
egeakeraaa
eeatranasr
aslelsdddt

gaacattgtg
ctcagtgagce
gcagcatcca
catggtgtcce
tggccacaac
ctgagtgtcect
gctcgcagaa
cccaaaacgg
tagcctcaag
attttcecctt
ttgatagttg
tgttaaatat
tatcatgtac
agtgacaagc
ttaacatctg
aattgtactg
tatttctaga

aacctaacct
aaactgggag
tttggggttc
ccaccgtcectce
acataaggtg
ggcttgataa
ggcctctcca
gaatattagt
aagatgccat
tcececttectt
agcaaactga
attatttgcce
ctctctagtg
cccgaccgtg
tgaggaagaa
gctgttgacc
caatgatttt

aaaaaa (SEQ ID NO: 51)

erhgfeaasi
vlhnlkdryy
ayrcmlgdre
anpilesfgn
fhifyqllsg
eeilsmlkvv
ikvgrdyvgk
agfeifelns
lierpanppg
agkvdykade
sayktkkgmf
cngvlegiri
yriggskiff
rncaaylklr
khgglleekn
lgnekkkmga
kklmedriae
dgettdlqgdg
aelgedfese
kaledetknh
kvlggvkaes
kkgikfakda
nlekqgvlalg
tknrlggeld
ketkalslar
veemrtglee
leaelederk
leearasrde
asgksallde
gksdnarqgql
nklvrrtekk
rklgreldda
esktsdvndt

keergdevmv
sgliytysgl
dgsilctges
aktvkndnss
agehlksdll
ssvlgfgnis
agtkegadfa
feqlcinytn
vlalldeecw
wlmknmdpln
rtvgglykes
crgqgfpnriv
ragvlahlee
hwgwwrvitk
ilaeglgaet
higdleeqld
cssqlaeeee
iaelgaqgvde
kasrnkaekq
eagigdmrqr
ehkrkkldag
aglesqglqdt
sqladtkkkv
ditvdldhqr
aleealeake
ledelgated
gralavaskk
ifagskesek
krrleariaqg
ergnkelkak
lkeifmgved
teaneglsre

gppgse



FIGURA 14
(A)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261l
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1521
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121

actgaggcgce
tgaagaggca
gatccagaga
gattggacag
agtatcaaag
gcaatggtca
gatatggcag
tactattcag
aagaatctte
gagatgcctc
cgtgaggacc
aagaaagtta
aatattcctg
ggaaatgcga
aactttgatg
tctegtgetg
tctggagecag
tttetetcecea
accatggaag
gtagtatctt
caagcttcca
gtgatggagt
caaaaagccece
tatgagcggc
cgtcagggag
aactectttg
cacaccatgt
atcgatttcg
cctggtgtac
tttgttgaaa
ttaaaagaca
gatgagtgge
cagtcatcag
gatcaagtca
atgtttegta
cgaaacacca
aaattggatc
cgaatctgtc
gagatcctaa
cgaatgatcc
tttttcagag
atcattatct
aagcagcagc
ttacggcact
cgccaggagg
acgaaggtgg
aagaatatcc
atgagggcaa
tctagggttg
caagcacata
ctgcagctgg
cttctegagg
gctgagtgtt
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tggatctgtg
attgcttttg
ggtatctectt
ctaaaaagct
aagaacgggg
acaaagatga
aattgacatg
gactaatcta
caatttactc
cacacatcta
agtcaattct
ttcagtacct
gggaacttga
agactgtgaa
taactggcta
ttcgtcaage
gagaacacct
atggctatat
caatgcacat
cagtgctaca
tgccagaaaa
ttactcgggce
agaccaaaga
tctttecgcectg
catctttcat
aacaactttg
ttatcctaga
ggctggatct
tggccetttt
aactggttca
aagctgattt
tgatgaagaa
acagatttgt
ctggtatgac
ccgtitgggea
accctaactt
cacacctagt
gccagggcett
ctccaaatgce
gggctttaga
ctggagttct
tcttecaggce
aactaagtgce
ggcagtggtg
aagaacttca
aaggagagct
ttgcagaaca
gacttgctgce
aagaagaaga
ttcaggacct
aaaaggtgac
accaaaattce
cctctcagcet

gtcgeggetg
gatcgttcca
tgtggacagg
agtgtggatt
agatgaagtt
tattcagaag
cttgaatgaa
tacttattct
tgagaatatt
tgctatatct
ttgcacgggt
tgececcatgtt
acggcagcett
aaatgataac
tatcgttggg
aaaagatgaa
aaagtctgat
tcctattecyg
aatgggcttc
gtttggaaat
tacagttgcg
catcctgact
acaggcagat
gctcgttcecat
tggaatcctg
catcaactac
acaagaggaa
gcagccatgc
ggatgaagaa
agagcaaggt
ttgcattata
tatggacccce
ggcagagctt
tgagacagct
actctacaaa
tgttcgttgt
cctagatcag
ccctaaccga
tattcctaaa
attggaccca
ggcacactta
cgtttgecaga
cttaaaggtce
gcgagtcttc
ggccaaagat
ggaggagatg
actacaagca
taaaaagcag
agaaagaaac
ggaagaacag
agcagaggcc
caagttcatce
ggctgaagag

61

gggacgtgcg
tttacaatgg
gctgtcatct
ccatcagaac
atggtggagt
atgaacccac
gcttccgttt
ggactcttct
attgaaatgt
gaatctgcett
gagtcaggtg
gcttcttcac
ttgcaagcaa
tecatctegtt
gccaacattg
cgtacttttc
ttgcttcttg
ggacagcaag
tceccatgaag
atttcttteca
cagaagctct
cceceggatceca
tttgcagtag
cgcatcaata
gatattgctyg
accaatgaga
taccagcgeg
atcgacctaa
tgectggttce
tcccactcea
cattatgcag
ctgaatgaca
tggaaagatg
tttggcteceg
gaatctctca
atcattccaa
cttecgetgta
atagttttcc
ggttttatgg
aacttgtaca
gaggaagaaa
ggttacctgg
ttgcagcgga
acaaaggtga
gaagagctgt
gagcggaage
gagactgagc
gaattagaag
caaatecctec
ctagacgagg
aagatcaaga
aaagaaaaga
gaagaaaagg

cccgegcecac
cgcagagaac
acaacccetge
gccatggttt
tggcagagaa
ctaagttttc
tacataatct
gtgtagttat
acagagggaa
acagatgcat
ctgggaagac
ataaaggaag
atccaattct
ttggcaaatt
aaacatacct
atatctttta
aaggatttaa
acaaagataa
agattctgtc
aaaaggagag
gccatcttct
aggtcggccg
aagcattggce
aagctctgga
gatttgaaat
agctgcagca
aaggcatcga
tagagagacc
ctaaagccac
agtttcagaa
ggaaggtgga
acgtggccac
tggaccgtat
catataaaac
ccaagctgat
atcacgagaa
atggtgtcect
aggaattcag
atggtaaaca
gaattggaca
gagatttaaa
ccagaaaggc
actgtgcegce
agccgcttcet
tgaaggtgaa
accagcagct
tctttgetga
agattctaca
aaaatgaaaa
aggaaggggc
agatggaaga
aactcatgga
cgaaaaactt

catcttecggce
tggactcgag
cactcaagct
tgaggcagct
tggaaagaaa
caaggtggag
gaaggatcgce
aaacccttac
gaagcgtcat
gcttcaagat
agaaaataca
aaaggaccat
ggaatcattt
tattcggatc
tctggaaaag
ccagttgtta
taactacagg
tttccaggag
aatgcttaaa
aaatactgat
tgggatgaat
agactatgtg
aaaagctacce
taggaccaaa
ttttgagetg
gctgttcaac
gtggaactte
tgcgaaccct
agataaaacc
acctcgacaa
ctataaggca
ccttttgcac
cgtgggtcetg
caagaagggc
ggcaactctc
gagggctgga
ggaagggatc
acagagatat
ggcctgtgaa
gagcaagata
aatcaccgat
ctttgccaag
gtacctgaaa
acaagtgact
ggagaagcag
tttagaagag
agcagaagag
tgacttggag
gaaaaaaatg
tcggcaaaag
ggagattctg
agatcgcatt
ggccaaaatce



3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541

aggaataagc
actcgtcagg
gaccagatcg
gaggaggagc
gcccttaaag
tccgagaagg
gaagctctga
cgtacaaaac
aaccatgaag
tcagagcagc
ctggagacag
gagtctgage
tctgaaggcg
ctagataatg
gatgcagcta
cgccagaaac
caggagcagc
ctgcagtccc
agtctggaag
gaggagaagg
ctggacgacc
aagcagaaga
gaagagcggg
gcececgggecce
ctccgagceag
gaacttgaaa
gaggagctgg
atgcaggcca
gagaagaagc
aggaaacagc
ctcgaagceccc
aagctccagg
gatgagattt
atccttcaat
gagagagatg
gatgagaagc
cagagcaaca
ctgaacgcceg
caactggagc
aagtctaagt
cagcttgagce
aagaagctga
aaagagcaga
gcagaagaag
gatgccaccyg
aggcggggtg
gaaggagctt
gagacgcagce
gacagttagg
tccttectga
ttcagactta
taaacagatt
aaaacatggt
tattggggca
ggtaacctag
ccactgtgga
atttcagtga

aagaagtgat
aactggaaaa
cagagctgca
tgcagggcege
ttgtgcgaga
cttcacggaa
aaacagagcet
gtgaacaaga
ctcaaatcca
tggaacaggc
ataacaagga
acaagaggaa
acaggctcag
tctececaccct
gtcttgagtce
taaacctgag
aggaggagga
agttggctga
aagccaagaa
cactggegta
tcacggtgga
agtttgacca
accgggccga
tcgaggaagc
acatggaaga
aatccaaacg
aagacgaact
tgaaggcgca
ggctgctgat
gggcgcettge
aaatcgaggc
ctcagatgaa
ttgctcaatc
tgcaggagga
agctggcgga
ggcgtctgga
tggagctgct
agctagcagc
ggcagaacaa
tcaaggccac
aggaagccaa
aagaaatctt
tggagaaggc
aagcgacgceg
aggccaacga
gccccatcag
ccectggaget
caccccagtce
aatgcacccg
aagatcaact
ggtacaattg
gtttcatcat
aagacccttt
gegeegtggt
ttetgtgttce
ctctaaactg
gcaaactgtg
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gatctcagat
ggccaaaaga
ggcgcagatt
actggccaga
gctacaagcc
caaggccgaa
ggaggacacyg
agtggcagag
ggacatgaga
caagcggttc
gctggegtgt
gaagctcgac
ggtggagctg
tctggaagaa
tcaactacag
cagtcggatc
ggaggaggce
taccaagaag
gaagcttctg
tgacaaactg
cctggaccac
gctgttagca
agccgaggece
cctggaggcce
cctcatgagce
ggccctagag
ccaggccacg
gttcgagaga
caaacaggtg
tgtagcttca
tgcgaacaaa
ggattaccaa
caaagagagt
acttgcctceca
cgagatcacc
agctcggatc
caacgaccgc
cgagcgcage
ggagctgaag
catctcagcc
ggaacgagca
catgcaggtt
caacgctegyg
tgccaacgca
gggcctgage
cttctettee
ctcecgacgat
agagtaaagt
gggccteetg
gtgtcttaag
ctcecectttt
tgcatctatt
ttaaaacaaa
cgtcactcag
acgtggcccce
cacttgtctc
aaaggggctt

62

ttagaagaac
aaactcgacg
gatgagctca
ggtgatgatg
caaattgctg
aagcagaaaa
ctggacacca
ctgaagaaag
caaagacacg
aaagcaaatc
gaggtgaagg
gecgcaggtcce
gcggagaaag
gcagagaaga
gatacacagg
cggcagctgg
aggaagaacc
aaagtagatg
aaggacgcegg
gagaagacca
cagcgccagg
gaagagaaga
agagagaaag
aaggaggagt
tccaaagatg
cagcaggtgg
gaagatgcca
gacctgcaaa
cgggagctcg
aagaaaaaga
gctcgggatg
cgtgaattag
gaaaagaaat
tctgagcgag
aacagcgcect
gcacagctgg
ttccgecaaga
gccgeccaga
gccaagctge
ctggaggcca
gccgeccaaca
gaggatgagc
atgaagcagc
tectecggegta
cgcgaggtca
agccgatctg
gacacagaaa
tgcaggaagc
cagatttcgg
gctetcecage
tatatataga
ttecatatag
ctccaggcce
tcgetcectgea
cgactcctea
tctcatttce
tggaaagagt

gcttaaagaa
gggagacgac
agctgcagct
aaacactcca
aacttcagga
gggacttgag
cggcagccca
ctcttgagga
caacagccct
tagagaagaa
tcctgcagcea
aggagctcca
caagtaagct
agggtattaa
agcttcttca
aagaggagaa
tggagaagca
acgacctggg
aggcccectgag
agaaccgcct
tcgectceccaa
gcatctctgc
aaaccaaagc
ttgagaggca
atgtgggaaa
aggaaatgag
agcttcgtct
ccagggatga
aggcggagct
tggagataga
aggtgattaa
aagaagctcg
tgaagagtct
cccgcecgaca
ctggcaagtc
aggaggagct
ccactctaca
agagtgacaa
aggaactcga
agattgggca
aattagtccg
gtcgacacgce
ttaaacgcca
aactccagcyg
gcaccctgaa
gccggcgeca
gtaagaccag
cagaggaggc
aaattggcaa
ctatgcatac
cacacacagg
tcatcaagag
ttggttgegg
tgctctctgt
gccacatcaa
ttcaaataat

aggaggggtyg

ggaagaaaag
cgacctgcag
ggccaagaag
taagaacaat
agactttgaa
tgaggaactg
gcaggaacta
ggaaactaag
ggaggagctc
caagcagggc
ggtcaaggct
tgccaaggtc
gcagaatgag
atttgctaag
ggaggagaca
gaacagtctt
agtgctggcc
aacaattgaa
ccagcgcectg
gcagcaggag
cttggagaag
tecgctatgcece
cctgtcactg
gaacaagcag
aaacgttcac
gacceagcetg
ggaggtcaac
gcagaatgaa
ggaggatgag
cctgaaggac
gcagcteccge
tgcatccaga
ggaagcagaa
cgccgagcag
cgcgetgetg
ggaagaggag
ggtggacaca
tgcacgccag
gggtgctgtce
gctggaggag
tcgcactgag
ggaccagtat
gctggaggaa
ggaactggat
gaaccggctg
gctgcacctt
tgatgtcaac
aatacagtgg
gctacgggat
tgtatcctge
acacatatat
accattttat
gtcgetgggt
catacagaca
gtctectaga
gatcaatgct

ggctggatcg



(B)

6601
6661
6721
6781
6841
69501
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561

(SEQ ID NO:

1

61
121
181
241
30l
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
(SEQ

gaagcaacac
tcgatggtgt
gaagggatag
ttccagatgg
cagccgtgga
catgctgacce
gtccgaggct
cttecctgaat
ttggacagtg
acattacgga
ctctataaca
caaagtggta
ctctgcaatg
agaatttgtc
ttgaccacca
gatttttgta
aagaaaaaag
53)

magrtgledp
elaengkkam
fcvvinpykn
gagktentkk
rfgkfirinf
legfnnyrfl
fkkerntdga
vealakatye
eklqglfnht
fpkatdktfv
dnvatllhgs
ltklmatlrn
fgefrqryei
erdlkitdii
vkpllgvtrg
elfaeaecemr
eeegarqgklq
kaknlakirn
lklqlakkee
krdlseelea
hataleelse
vgelhakvse
gellgeetrg
dddlgtiesl
gvasnlekkg
efergnkglr
aklrlevnmg
kmeidlkdle
klksleaeil
leeeleeeqgs
lgelegavks
errhadqyke
vstlknrlrr
ID NO: 54)
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ccatttgggg
cccgcatcta
tggccacact
tctcecgaac
cccctaagcece
ttgcaaattc
tgttccaagt
gttgacatgc
ttacagtgaa
aagtgcctta
atttaatgta
ttacagacat
tgcttgaaaa
ctgtgggttt
gacacctgac
agacaataaa
cacccgtgga

erylfvdrav
vnkddigkmn
lpiyseniie
vigylahvas
dvtgyivgan
sngyipipgq
smpentvagk
rlfrwlvhri
mfileqeeyq
eklvgeggsh
sdrfvaelwk
tnpnfvreii
ltpnaipkgf
iffqavcragy
eeelqgakdee
arlaakkqgel
lekvtaeaki
kgevmisdle
elggalargd
lkteledtld
qlegakrfka
gdrlrvelae
klnlssrirg
eeakkkllkd
kkfdgllaee
admedlmssk
amkagferdl
agieaankar
glgeelasse
nmellndrfr
kfkatisale
gmekanarmk
ggpisfsssr

ttaccatgtc
ctcatgtgaa
gcagctgagg
cgeetggete
gagctggtgg
agcegcectget
ttgtcaatga
cagtgggtgt
cacttagcat
gacactacag
ttcagttttg
tcagtgacaa
cacaaacctt
ggaatcttgg
cgcaaatatce
tttattcatt
gaataaagag

iynpatqgadw
ppkfskvedm
myrgkkrhem
shkgrkdhni
ietylleksr
gdkdnfgetm
lchllgmnvm
nkaldrtkrqg
regiewnfid
skfgkprglk
dvdrivgldg
pnhekragkl
mdgkgacerm
larkafakkg
llkvkekgtk
eeilhdlesxr
kkmeeeilll
erlkkeektr
detlhknnal
ttaaqgelrt
nleknkqggle
kasklgneld
leeeknslqe
aealsgrlee
ksisaryaee
ddvgknvhel
gtrdeqneek
devikqglrkl
rarrhaeger
kttlqvdtln
akiggleeql
glkrgleeae
sgrrglhleg
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catcccccaa
ctggcettgg
cceccaggtgg
tgeceggegec
aaggcccctc
ttgagceccaa
ggtttatgga
gactecttcea
cctgtttttg
tactaagaca
actgtgctte
tgaatcagtg
ttgggttaaa
attttccecc
ttttecttgta
atagatattt
acctcaataa

takklvwips
aeltclneas
pphiyaises
pgelerqgllg
avrqgakdert
eamhimgfsh
eftrailtpr
gasfigildi
fgldlgpcid
dkadfciihy
vtgmtetafg
dphlvldqlr
iraleldpnl
gglsalkvlg
vegeleemer
veeeeerngi
edgnskfike
gelekakrkl
kvvrelgaqi
kregevaelk
tdnkelacev
nvstlleeae
gqeeeeeark
kalaydklek
rdraeaeare
ekskraleqq
krllikgvre
gagmkdyqre
deladeitns
aelaaersaa
eqeakeraaa
eeatranasr
aslelsdddt

ggggggccect
cgagggctgg
cagccatgga
ctcetcacgt
cctgtegcca
aatgggaata
gcctccagaa
tttttectte
gttggtagtt
atgttgaata
atatcatgta
ttaattctaa
agctttaaca
tttatgaact
ttcccatatt
gcgectgetce
acaagaataa

erhgfeaasi
vlhnlkdryy
ayrcmlgdre
anpilesfgn
fhifyqllsg
eeilsmlkvv
ikvgrdyvgk
agfeifelns
lierpanppg
agkvdykade
sayktkkgmf
cngvlegiri
yriggskiff
rncaaylklr
khgglleekn
lgnekkkmga
kklmedriae
dgettdlqdg
aelgedfese
kaleeetknh
kvlggvkaes
kkgik£fakda
nlekgvlalqg
tknrlggeld
ketkalslar
veemrtglee
leaelederk
leearasrde
asgksallde
gksdnarqgql
nklvrrtekk
rklqreldda
esktsdvnet

geccecctecgag
tctgtgcata
tcatgtagac
caggagcaag
gccgggecct
ttggttttgt
cagatgccat
tccettecet
aagcaaactg
tatcattcgce
cctctctagt
atccttgatc
tctattagga
gtactggctyg
tctagacaat
tgtttacttg
tcatgtgaa

keergdevmv
sgliytysgl
dgsilctges
aktvkndnss
agehlksdll
ssvlgfgnis
agtkeqgadfa
feqlcinytn
vlalldeecw
wlmknmdpln
rtvgglykes
crqgfpnriv
ragvlahlee
hwgwwrvitk
ilaeglgaet
hiqgdleeqld
cssqglaeecee
iaelgaqgide
kasrnkaekq
eagigdmrqr
ehkrkkldaq
aslesqglqgdt
sqladtkkkv
dltvdldhqr
aleealeake
ledelgated
gralavaskk
ifagskesek
krrleariaq
ergnkelkak
lkeifmgved
teaneglsre

gppdgse
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HAURA

i

atttg

gaggctgc
agtcaaaa

aaaaa

—a_»>

ul

gcaggegeg cgecc

g
agtggggga ac

ggaggcc
gcagcttcg agcagaagcc
cggaa gca ct
agaagagtg cagccggca

tggctg
cgactgg ctgcc

tgaggtgce
agcgcectegtyg

TG0 L o ﬂ (L

ccccccccc

ct
ctgge

aaaaaaaaaa

0 w0
2222222222
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3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3501
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421

gtctcaacaa
agaaggagga
gctcagagct
agctgggceg
gtgccegtge
aggaggacct
tgggegagga
cccagcagga
aagaggagtc
cactggtgga
agactcggct
agacctcgag
tccagggccg
gagccecaggce
tcaggctggg
ttcaggagga
aggecggcggg
gggagctgca
ctgeggtget
tgacccagcg
gactgcagca
gcacactgga
ttctacggge
gggccctgte
ggcagaaccyg
gcaagaacgt
tgcggacaca
gcctggaggt
atgatgccgg
agcgcgatga
tggaactgga
tgaagcagct
cgcgtagcectce
ggctggaagc
ggcaggccca
aggcagccac
agctggagga
tacaggtcga
agagtggacg
aggatgcetgg
cccaggcaga
tacgcagagce
tggctgacca
ggcagctgga
agcgggagct
tgaggaacag
tceggetgga
ctgcaccagg
cctagatgee
gcacktgtcct
ccactggggg
tagagaaaca
gecctgtecee

tttttggggg
tccagacact

gctgaggctc
gaagggacgc
tcaggagcag
caaggaggat
ccagttgctc
ggaagctgag
gttggaggce
gctgcggtce
ccgtgececcat
gatggccgag
atccectggag
acaggagggt
atccagtgat
ggaacttgag
caaggagctg
gaccagggca
gcttcgggag
gagcacgcag
ggaggctggg
cctggcagaa
ggagttggac
gaagaagcag
tgtggaagac
gctgacccygg
tgctctgagg
gcacgagctg
ggtgacagaa
gactgtgcag
tgaggagagg
ggaacggaag
ggagttgaag
gaagaagatg
ccgcgacgag
tgaggtgetg
gcaagacaga
cctggaggaa
agaacagaac
gtcccteace
gcagcagctyg
agcececgagec
ggagcagctg
tgagaagegg
ggtcegggac
ggaggcagag
ggaggacgtc
gcteccggegt
agagggcegtg
ccaggagccg
ccaaggacag
ctggcacttt
cceccaaacea
aaattgaacg
tggagagggce
gaagtggggt
aaagaaataa
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aaatatgaag
caggaactag
atggtggagc
gagctgcagg
aagtccctgce
cgggtagcca
ctacgtgggg
aagagggagce
gaggtgtcca
cagttggagc
gctgaggtgt
gagcagaaga
tcggageggg
agcgtgtcca
agcagtgcag
aagctggcct
cagatggaag
gcccagctcet
gaggaggctc
aagactgagg
gatgeccactg
cggaaatttg
cgtgaacgga
gccctggaag
gctgagctgg
gagecgagecc
ttggaggatg
gctctgaagg
cggaggcagc
cagagggcac
gcgcagacat
caggtccaga
atgtttaccc
cgtctgcaag
gacgagatgg
aaacggcagce
aactcggage
acagaactgt
gagcggcaga
aggcagaaaa
gagcaggaga
ctgaaggagg
cagctggaga
gaggaggcat
actgagtctg
ggccecactta
gcttctgacg
gaggctccgce
agccctttece
ctggcattga
aggagctggg
tggatgtcaa
aggcagggtyg
gtctgtgtge
aa (SEQ ID
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ccacaatctc
agaagctgaa
agaagcagag
ccgeecctget
gagaggcaca
gggccaaggce
agctcgagga
aggaggtgac
tgcaggagct
aagceccggag
ccgagetgaa
ggcgececgect
ctecggtcectga
cagccetgag
agtcccagct
tggggtceceg
aggaggtggt
ctgaatggecg
ggcgecegtge
ctgtagaacg
tggatctggg
accagctcct
tagaggccga
aggagcagga
aagcactgct
gtaaggegge
agctgacagc
ctcaacatga
tggccaagca
tggctatgge
ctgetgetgyg
tgaaggagct
tgagcaggga
aggaacttgc
cagaggaggt
tggaggggeyg
tgctcaagga
ctgccgaacyg
tccaggaact
tgctgatcgc
gcagggagcg
tagttcttca
aaagcaacct
ctegggeaca
cagaatccat
cattcaccac
aggaagaggc
cccctgeceac
agtgcccctce
tgaaccectce
tgggagggag
gaatgtccetg
ctteecatcecc
tcatagggta
NO: 55)

agacatggaa
gcgacggctg
ggcagaggaa
cagggcagag
ggctggcctt
ggagaagcag
cactctggat
agagctgaag
gagacagagg
gggcaaaggt
ggeccgagetg
ggagtcccag
ggctgctgag
tgaggcggag
gcatgacacc
tgtgcgtgece
tgccagggaa
gcgccgecag
agcccgggag
actggagcga
gcagcagaag
ggcagaggag
aggecgggag
ggcccgggag
gagcagcaag
tgaacaggcea
cgcagaggat
acgcgacctg
gctaagagac
tgccegeaag
gcagggcaag
gtggcgggag
aaatgagaag
tgcctcagac
ggccagtgge
actgagccayg
ccattaccga
aagtttctea
gcgggeccgce
tgctectggag
catcetcetet
ggtggatgaa
ccggcetgaag
ggctggtcgy
gaaccgggag
acggactgtg
tgaaggagct
accccaatga
ctggtttgca
tgggacececca
gccatgatgg
tctgecacceta
ctctecagtat
atgctcatgg

gaccggctga
gacggggaga
ctgctcgeac
gaagagggtg
gctgaggetce
cgccgggacc
tccaccaacg
aaagcattgg
catagccagg
gtgtgggaga
agcagcctgce
ctacaggagg
aagctgecaga
tccaaagcca
caggaactge
ctagaggccyg
cgggctggcece
gaagaagagg
gcagagaccc
gceceggegece
cagctcctga
aaggctgcag
cgagaggccce
gagctggaga
gatgacgtgg
gccagtgacc
gccaagctgce
cagggccgcyg
gcagaggtag
aagctggagce
gaagaggcag
gtagaggaga
aagctcaagg
cgagcccgga
aatcttageca
ttggaagagg
aagctagtge
gccaaggceg
ttgggtgaag
tctaaactgg
ggcaagctgg
gagcgcaggg
cagctcaaga
aggcggctgce
gtgaccacgc
cgccaggtgt
gaacctggct
tcecagtetgt
ctttgaaatg
ggaccecctge
tctctcttgt
ttttecagcag
cttgccectcet
ccecctecatge



(B)

©)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

maavtmsvsg
feaaalrdeg
lreryysgli
mlgdredgsi
gllganpile
decsfhifyq
llpeeitaml
tprikvgrdy
ldiagfeifqg
cidlierpan
lhyagkvdyk
pPpggrprrgm
rcngvlegir
lyrvggskif
grncaaylkl
grvagleeer
glgsekkrlqg
errlleerla
ldgesselqge
laeaqgedlea
kkaleeesra
lsslgtsrqge
eskairlgke
eragrelgst
rarrriqqgel
erearalslt
aasdlrtgvt
daeverdeer
eveetrssrd
gnlskaatle
sakaesgrqq
sgklvrraek
rrrlgreled
aepgsapgdge

ccgaccatgg
ccggtgectg
cctggagggc
catgggttcg
gcggagagtg
aagttcagca
cacaacctgc
gtggtcatta
cggggcaaga
cgcagcatge
gggaagacgg
aagggcagga
cccatcctag
ggcaaattca
acctatctgt
atcttctace
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rkvasrpgpv
eeeaevelae
ytysglfcvv
lctgesgagk
afgnaktvkn
llggageqlk
rtvsavlgfg
vgkagtkega
lnsfeqlcin
ppgllallde
asewlmknmd
frtvgglyke
icrqgfpnri
fragvlaqle
rnwgwwrlfi
trlaeqlrae
ghigeleshl
efssgaaeee
gmvegkgrae
ervarakaek
hevsmgelrq
gegkrrrles
lssaesglhd
gaglsewrrr
ddatvdlgqqg
raleeeqgear
eledeltaae
kgralamaar
emftlsrene
ekrglegrls
lergiqgelra
rlkevvlqvd
vtesaesmnr

peapppatpq

ctgcagtgac
aggcagccca
cacaggtgga
aggcagcagc
ggcgcecgect
aggcagaaga
gagaacgcta
acccatacaa
agcgccatga
ttcaggatcg
agaacaccaa
aggagcctgg
aggcctttgg
tcecgecatecaa
tggagaagte
agctgctagg

peaagsflya
sgrrlriprd
inpykqlpiy
tentkkvigy
dnssrfgkfi
adlllepcsh
nivlkkernt
dfalealaka
ytneklqqlf
ecwipkatdk
plndnvaall
slsrlmatls
lfgefrqrye
eerdlkvtdi
kvkpllgvtr
aelcseaeet
eaeegargkl
ekvkslnklr
ellaqglgrke
grrdlgeele
rhsgalvema
qalgevggrss
tgellgeetr
geeeaavlea
kqllstlekk
eelergnral
daklrlevtv
kkleleleel
kklkgleaev
gleeeleeeq
rlgeedagar
eerrvadgvr
evttlrnrlr

(SEQ ID NO:

catgtcegtg
atcgttccte
gtggacagcc
cctgecgggat
gecggetgecc
tatggctgag
ctacteceggg
gcagctgccece
ggtgccacct
tgaggatcaa
gaaggtcatc
tgtcectggg
caatgccaag
ctttgatatt
ccgggecate

gggegetggg
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prtpnvggpg
gigrmnppkf
teaivemyrg
lahvasspkg
rinfdiagyi
yrfltngpss
dgatmpdnta
tyerlfrwlv
nhtmfvlege
sfvekvageq
hgstdrltae
ntnpsfvrci
iltpnaipkg
ivsfqaaarg
gdevlgaragq
rarlaarkqge
glekvtteak
lkyeatisdm
delgaallra
alrgeledtl
eqlegarrgk
dserarseaa
aklalgsrvr
geearrraar
grkfdgllae
raeleallss
galkagherd
kagtsaagqg
lrlgeelaas
nnsellkdhy
argkmliaal
dgleksnlrl
rgpltfttrt
56)

tectgggagga
tacgcgeccce
cggcgcatgg
gaaggggagg
agggaccaga
ctcacctgece
ctcatttata
atctacacgg
cacgtgtatg
tccattectet
cagtacctgg
gagctagagce
acagtgaaga
getggetaca
agacaggecca
gagcagctaa

gpgvewtarr
skaedmaelt
kkrhevpphv
rkepgvpasv
vganietyll
spgqerelfq
agklcrllgl
lrlnraldrs
eygregipwt
gshpkfqrpr
iwkdvegivg
vpnhekragk
fmdgkgacek
ylarrafqrr
elgkvgelqgqg
lelvvtelea
mkkfeedlll
edrlkkeekg
eeeggaraqgl
dstnaggelr
gvwektrlsl
eklqragael
aleaeaaglr
eaetltgrla
ekaavlrave
kddvgknvhe
lggrddagee
keeavkglkk
drarrgaqgd
rklivlgvesl
esklagaeeq
kglkrgleea
vrgvirleeg

aggtagcctc
ggacgccaaa
tgtgggtgcc
aggaggcaga
tccagcgcat
tcaacgaggce
cctactcectgg
aggccattgt
ctgtgacgga
gcacgggaga
cecatgtgge
gtcagcttct
acgacaactc
tcgtgggagce
aggatgaatg
aagctgacct

mvwvpselhg
clneasvlhn
yavtegayrs
stmsygeler
eksrairgak
etleslrvlg
gvtdfsrall
prggasflgi
fldfgldlqp
nlrdgadfsv
legvsslgdg
leprlivldqgl
migaleldpn
gqggsalrvm
gsarevgelq
rvgeeeecsr
ledgnsklsk
rgeleklkrr
lkslreagag
skregevtel
eaevselkae
esvstalsea
egmeeevvar
ekteaverle
drerieaegr
lerarkaaeq
rrrgqlakglr
mgvgmkelwr
rdemaeevas
ttelsaersf
legesreril
eeeasragag
vasdeeeaeg-

caggeccaggce
tgtaggtggce
ctcggaactg
agtggagctg
gaacccaccc
ctcggtecetg
cctecttctgt
tgaaatgtac
gggcgcgtac
gtctggeget
atcatctcecea
tcaagccaac
ttceecgattt
aaacatcgag
cagcttccat
ccttctggag



961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
legl
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321

cecctgttece
gagttattcc
actgccatgce
gagcgcaata
ctcttgggac
ggccgagatt
ctggccaaag
ctggacagaa
gagatcttcc
cagcagctat
atccecctgga
cgtececggeca
gccacggaca
cagcgccceca
gttgactaca
gccgeettge
ggcatcgtgg
cgccgtggaa
gccacgctca
agggctggaa
gagggtatac
cagcgcetatg
gcctgtgaga
agcaagatct
gtcaccgaca
ttccagagac
tacctcaagc
caggtgacac
gagctgcagce
gaggaggagc
gccgaggaga
gagctggagg
aagaggctgc
cggcagaagc
gacctgctge
gagcggcetgg
aacaagctga
gaggagaagyg
gagettcagg
ggcecgeaagg
cgtgccceagt
gacctggaag
gaggagttgg
caggagctgc
gagtcccgtg
gtggagatgg
cggctatccce
tcgagacagg
ggccgatcca
caggcggaac
ctgggcaagg
gaggagacca
gcggggcette
ctgcagagca
gtgctggagyg
cagcgcctgg
cagcaggagt

attatcgctt
aggagaccct
tgcgcactgt
cggaccaagc
tcggagtgac
atgttcagaa
ctacctatga
gcccgcggea
agctgaactc
tcaaccacac
ccttcctaga
accctccagg
agtcttttgt
ggaacctgcyg
daagccagtga
ttcaccagag
ggctggagca
tgttccggac
gcaacaccaa
agctggagcc
gcatctgteg
aaatcctcac
agatgatcca
tcttcecggge
tcatagtgtc
ggcagcagca
tcaggaactg
ggcaggatga
agcagagcgc
gcacgcgcect
cgcgggcgeg
cacgagtggg
agcagcatat
tacagctgga
tcectggagga
ctgagttctce
ggctcaaata
gacgccagga
agcagatggt
aggatgaget
tgctcaagtce
ctgagcgggt
aggccctacg
ggtccaagag
cccatgaggt
ccgagcagtt
tggaggctga
agggtgagca
gtgattcgga
ttgagagegt
agctgagcag
gggcaaagct
gggagcagat
cgcaggccca
ctggggagga
cagaaaagac
tggacgatgce
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cctgaccaat
ggagtccectg
ctctgctgte
caccatgect
cgacttctec
agcacaaacc
gcgectgtte
gggtgcctcce
cttcgagcag
catgttecgtg
cttcgggttg
tctectggee
ggagaaggtc
agatcaggcc
gtggctgatg
cacggatcgt
agtaagcagc
tgtggggcag
ccctagtttt
gcgeectggtg
ccaaggcttce
ccecgaacgcect
ggccctggag
aggggtcctg
tttccaggeca
gcagagtgct
gcagtggtgg
ggtgctgcag
tcgtgaagtg
ggctgagcag
actggctgcce
cgaggaagaa
ccaggagcta
gaaggtgacc
ccagaattcc
ctcacaggca
tgaagccaca
actagagaag
ggagcagaag
gcaggccgece
cctgecgagag
agccagggcece
tggggagete
ggagcaggag
gtccatgcag
ggagcaagcc
ggtgtccgag
gaagaggcgc
gcgggctegyg
gtccacagcec
tgcagagtcc
ggccttgggg
ggaagaggag
gctctetgaa
ggctcggege
tgaggctgta
cactatgagat

67

gggccctecat
cgtgtgetgg
ctccagtttg
gacaacacag
agagcccttce
aaggagcagg
cgctggetgg
ttcctgggea
ctgtgcatca
ctggagcagg
gacctgcaac
ctgctggacg
gcccaggagce
gacttcagcg
aagaacatgg
ctcacagctg
cttggagatg
ctctacaaag
gtccgetgea
ctggaccaac
cccaaccgcea
attcccaagg
ctagacccca
gcccagetygg
gcggcacggg
ctgagggtga
aggctgttca
gcgcgcegecc
ggggaactgc
cttcgagcag
cggaagcagg
gagtgcagcce
gagagccacc
acagaggcca
aagctgagca
gcagaagagyg
atctcagaca
ctgaagcgac
cagagggcag
ctgctecagygg
gcacaggctg
aaggcggaga
gaggacactc
gtgacagagc
gagctgagac
cggaggggca
ctgaaggcecg
cgectggagt
tctgaggctyg
ctgagtgagg
cagctgecatg
tcecegtgtge
gtggttgcca
tggcggcgcece
cgtgcagecce
gaacgactgg
ctggggcage

cgtceeceggg
gcectectcece
gcaacattgt
ctgcccagaa
tcacacceeg
ctgactttge
ttctgcgget
tcctggacat
actacaccaa
aggagtacca
cttgcatcga
aggagtgctg
agggcagcca
tcctgecacta
acccactgaa
agatctggaa
gcccaccggg
aatccctgag
tegttececaa
tcegttgtaa
tectcttceca
gcttcatgga
acctgtaccg
aggaggagcg
gctacctgge
tgcagagaaa
tcaaggtgaa
aggagctgca
agggtcgagt
aagccgagct
agctggaget
ggcagctgceca
tggaagctga
agatgaagaa
aggagcggag
aagagaaagt
tggaagaccg
ggctggacgg
aggaactgct
cagaggaaga
gecttgetga
agcagcgeeyg
tggatteccac
tgaagaaagce
agaggcatag
aaggtgtgtg
agctgagcag
ccecagctaca
ctgagaagct
cggagtccaa
acacccagga
gtgccctaga
gggaacggge
gccaggaaga
gggaggcaga
agcgageccg
agaagcagct

ccaggagegt
agaagagate
cctgaagaaa
gctttgecge
catcaaagtg
gctggagget
caaccgtgcc
cgcgggettt
cgagaagcta
gcgagagggce
cctcattgag
gttccccaag
ccccaaattce
tgccggcaag
tgacaatgtg
ggatgtggag
aggccgeccece
ccgectecatg
tcatgagaag
cggggtccte
ggagttccga
cggcaaacag
tgttggccaa
ggacctgaaa
ccgtagggcet
ctgtgctgece
gcccetgetg
gaaagttcag
ggcacagcta
ctgctctgag
ggtggtgaca
gagtgagaag
ggagggtgcce
atttgaggag
gctgctggag
caaaagtctc
gctgaagaag
ggagagctca
cgcacagctg
gggtggtgec
ggctcaggag
ggacctgggce
caacgcccag
attggaagag
ccaggcactyg
ggagaagact
cctgecagacce
ggaggtccag
gcagagagcce
agccatcagg
actgcttcag
ggccgaggeg
tggccgggag
agaggccgeyg
gaccctgacc
gcgccgactg
cctgageaca



(D)

4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161l
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021

ctggagaaga
cgggctgtgg
ctgtegetga
aaccgtgcetce
aacgtgcacg
acacaggtga
gaggtgactg
gccggtgagg
gatgaggaac
ctggaggagt
cagctgaaga
agctccecgeg
gaagctgagg
gcccagcaag
gccaccetgg
gaggaagaac
gtegagtccce
ggacggcagc
gctggagcecce
gcagaggagc
agagctgaga
gaccaggtcc
ctggaggagg
gagctggagg
aacaggctcce
ctggaagagg
ccaggccagyg
atgccccaag
gtecctctgge
gggggccccea
aaacaaaatt
tccectggag

ggggggaagt
acactaaaga

maavtmsvsg
feaaalrdeg
lreryysgli
mlgdredgsi
leafgnaktv
yqllggageq
mlrtvsavlg
dyvgkagtke
fqlnsfeqlc
anppgllall
vkasewlmkn
gmfrtvgqly
iriecrqgfpn
iffragvlaqg
klrnwgwwrl
ertrlaeqglr
lqghigeles
laefssqgaae
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agcagcggaa
aagaccgtga
ccecgggecct
tgagggctga
agctggagcg
cagaattgga
tgcaggctct
agaggcggag
ggaagcagag
tgaaggcgca
agatgcaggt
acgagatgtt
tgctgcgtct
acagagacga
aggaaaaacg
agaacaactc
tcaccacaga
agctggagcg
gagccaggca
agctggagca
agcggctgaa
gggaccagct
cagaggagga
acgtcactga
ggcgtggcecec
gcgtggcette
agccggaggc
gacagagccce
actttctggce
aaccaaggag
gaacgtggat
agggcaggca

ggggtgtctg
aataaaa

rkvasxpgpv
eeeaevelae
ytysglfcvv
lctgesgagk
kndnssrfgk
lkadlllepc
fgnivlkker
gadfaleala
inytneklqgq
deecwipkat
mdplndnvaa
keslsrlmat
rilfgefrqr
leeerdlkvt
fikvkpllgv
aeaelcseae
hleaeegarqg
eeekvkslnk

atttgaccag
acggatagag
ggaagaggag
gctggaagca
agcccgtaag
ggatgagctg
gaaggctcaa
gcagctggcce
ggcactggcet
gacatctgct
ccagatgaag
taccctgage
gcaagaggaa
gatggcagag
gcagctggag
ggagctgctce
actgtctgce
gcagatccag
gaaaatgctg
ggagagcagg
ggaggtagtt
ggagaaaagc
ggcatctecgg
gtctgcagaa
acttacattc
tgacgaggaa
tecegeeccect
tttecagtge
attgatgaac
ctgggtggga
gtcaagaatg
gggtgcttece
tgtgctcata

(SEQ ID NO:

peaagsflya
sgrrlrlprd
inpykqlpiy
tentkkviqy
firinfdiag
shyrfltngp
ntdgatmpdn
katyerlfrw
lfnhtmfvle
dksfvekvaqg
llhgstdrlt
lsntnpsfvr
yeiltpnaip
diivsfqaaa
trgdevlgar
etrarlaark
klqlekvtte
lrlkyeatis

68

ctcctggcag
gccgaaggcece
caggaggcce
ctgctgagca
gcggctgaac
acagccgcag
catgaacgcg
aagcagctaa
atggctgeccce
gctgggcagg
gagctgtggce
agggaaaatg
cttgctgect
gaggtggcca
gggcgactga
aaggaccatt
gaacgaagtt
gaactgcggg
atcgectgcetce
gagcgcatcc
cttcaggtgg
aaccteccgge
gcacaggctg
tccatgaacc
accacacgga
gaggctgaag
gccacacccce
ccctectggt
ccteectggga
gggaggccat
tecetgtetge
atccectcetce
gggtaatgct

57)

prtpnvggpg
qiqrmnppkf
teaivemyrg
lahvasspkg
yivganiety
ssspggerel
taagklcrll
lvlrlinrald
qeeyqregip
eqgshpkfqr
aeiwkdvegi
civpnhekra
kgfmdgkgac
rgylarrafq
agelgkvgel
gelelvvtel
akmkkfeedl
dmedrlkkee

aggagaaggc
gggagcgaga
gggaggagct
gcaaggatga
aggcagccag
aggatgccaa
acctgcaggg
gagacgcaga
gcaagaagct
gcaaggaaga
gggaggtaga
agaagaagct
cagaccgagce
gtggcaatct
gccagttgga
accgaaagct
tctcagccaa
ceccgettggg
tggagtctaa
tctetggcaa
atgaagagcg
tgaagcagct
gtcggaggcg
gggaggtgac
ctgtgcgceca
gagctgaacc
aatgatccag
ttgcactttg
cccecaggacce
gatggtctct
acctattttc
agtatcttgce
catggcccct

gpgvewtarr
skaedmaelt
kkrhevpphv
rkepgvpgel
lleksrairqg
fgetleslrv
glgvtdfsra
rsprqgasfl
wtfldfgldl
prnlrdgadf
vgleqvsslg
gkleprlvld
ekmigaleld
rrqgqgsalr
gggsarevge
earvgeeeec
llledgnskl
kgrgeleklk

tgcagttcta
ggccecgggcec
ggagaggcag
cgtgggcaag
tgacctgecgg
gctgcgcectg
ccgegatgat
ggtagagege
ggagctggaa
ggcagtgaag
ggagacgegt
caaggggctg
ccggaggcag
tagcaaggca
agaggagctg
agtgctacag
ggccgagagt
tgaagaggat
actggcccag
gctggtacge
cagggtggct
caagaggcag
gctgcagegg
cacgctgagg
ggtgttecgg
tggctctgca
tctgtcctag
aaatggcact
cctgecccact
cttgttagag
agcaggcctg
cctetttttt
catgctccag

mvwvpselhg
clneasvlihn

yavtegayrs
ergllganpi
akdecsfhif
lgllpeeita
lltprikvgr
gildiagfei
gpcidlierp
svlhyagkvd
dgppggrprr
glrcngvleg
pnlyrvgqsk
vmgrncaayl
lggrvaqlee
srqlgsekkr
skerrlleer
rrldgessel



1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

gegmvegkgr
eaervaraka
rahevsmgel
qegegkrrrl
kelssaesql
stgaglsewr
elddatvdlg
ltraleeeqge
vteledelta
erkgralama
rdemftlsre
leekrglegr
aqlerqiqel
ekrlkevvlqg
edvtesaesm

gepeapppat

aeellaqlgr
ekgrrdlgee
rqrhsqgalve
esqlgevqgr
hdtgellqee
rrqeeeaavl
qgkgllstle
areelerqgnr
aedaklrlev
arkklelele
nekklkglea
lsgleeelee
rarlgeedag
vdeerrvadg
nrevttlrnr
pg (SEQ 1ID
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kedelgaall
lealrgeled
maeqleqarr
ssdserarse
traklalgsx
eageearrra
kkgrkfdqll
alraeleall
tvgalkaghe
elkagtsaag
evlrlgeela
eqnnsellkd
arargkmlia
vrdgleksnl
lrrgpltftt
NO: 58)

69

raeeeggara
tldstnaqqe
gkgvwektrl
aaeklgraqa
vraleaeaag
areaetltqr
aeekaavlra
sskddvgknv
rdlggrddag
ggkeeavkql
asdrarrgaq
hyrklvlqgve
alesklaqgae
rlkqglkrgle
rtvrgvirle

gllkslreaq
lrskregevt
sleaevselk
elesvstals
lreqmeeevv
laekteaver
vedrerieae
helerarkaa
eerrraglakq
kkmgvgmkel
gdrdemaeev
slttelsaer
eglegesrer
eaeeeasraq
egvasdeeea

aglaeaqedl
elkkaleees
aelsslgtsr
eaeskairlg
areragrelq
lerarrrlqq
grerearals
eqaasdlrtqg
lrdaeverde
wreveetrss
asgnlskaat
sfsakaesgr
ilsgklvrra
agrrrlgrel

egaepgsapg



FIGURA 16
(A)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
861

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121

ctectttctece
ccatgtcggt
agccgttcct
ccccgecaggt
tcgaggcgge
gcgggaggcg
gcaaggccga
tcegggageg
tcaacccgta
agaagcgcca
tgctgcagga
cggaaaacac
ggaaggagcce
tagaggcctt
tcatccgcat
tgctggagaa
accagctget
cccactaccg
tccaggagac
tgctgcggat
acaccgatca
gactgggggt
actatgtgca
aggccaccta
gcagcccccg
tccagctgaa
tcttcaacca
ggaccttcct
ccaacccccce
acaagtcgtt
cgaggcacct
acaaggccaa
tgctccacca
tggggctgga
gtatgttcecg
tcagcaacac
ggaagctgga
tcecgeatctg
acgagatcct
aaaagatgat
tcttetteeg
acatcatcgt
agcgccagcea
agctgagaca
cgcggcagga
agcagcagag
agcgecgeccg
agacgcgggg
aggctcgegt
tacagcagca
agctgcagct
tgctectgga
ggccgagtte

ES 2360 964 T3

ccaggccgaa
gccecgggegg
gttcacgcce
ggagtggacg
ggcgcetgegg
gctgcgactg
ggacatggce
gtactactcc
caagcagctt
cgaggtgcca
tcgtgaggac
caagaaggtc
gggtgtccce
tggcaatgec
caactttgat
gtcgecgggece
ggggggcgcet
gttcctgace
gctggagtcg
ggtctcagca
agccaccatg
gacggatttc
gaaagcccag
cgagcgcecte
ccaaggcgcc
ctcettegag
caccatgttce
cgactttggce
tggactcctg
tgtggagaag
gcgggatcag
cgagtggcetg
gagcacagac
acaggtgagce
gacagtggga
caaccccagt
gccacggcetg
tcgecaggge
gacacccaat
ccaggcgcetg
ggctggggte
ctcettecag
gcagcagagce
ctggcagtgg
tgaggtgctg
cgceccgcegaa
cctggcagag
gaggctggcea
gggcgaggag
catacaggag
ggagaaggtg
agaccagaat
tcatcceagg

gcctegggac
aaggcgcccce
cgcgggccecca
gcceggegte
gacgaaggcg
ccgcgggacce
gagctgacct
ggcctcatct
cccatctaca
cccecacgtgt
cagtccattc
atccagtacc
ggtgagctgg
aagacagtga
gttgecgggt
atccgccagg
ggagagcagc
aacgggceccgt
ctgcgggtcc
gttectccagt
cctgacaaca
tccecgagect
actaaggaac
ttccgetgge
tccttectgg
cagctctgca
gtgctggagce
ctcgacctge
gccetgetgg
gtagcccagg
gccgacttca
atgaaaaaca
cggctgacgg
agcctgggeg
cagctctaca
tttgtccggt
gtgctggacc
ttcecececaacce
gccatcecca
gaactggacc
ctggccecage
gcagctgccce
gcecectgaggyg
tggcggetgt
caggcacggg
gttggggagce
caattgcgag
gcccgcaagce
gaggagtgca
ctagaggccc
acgacagagg
tccaagctga
cagctgagga

70

ggccctggaa
ccaggcecggg
gcgegggtgg
tecgtgtgggt
aggaggaggc
agatccagcg
gcctcaacga
acacgtactc
cagaagccat
acgcagtgac
tctgcactgg
tcgccececacgt
agcggcagct
agaatgacaa
acatcgtggg
ccaaggacga
tcaaagccga
catcctctce
tgggattcag
ttggcaacat
cagctgcaca
tgctcacccc
aggctgactt
tggttctgcg
gcatcctgga
tcaactacac
aggaggagta
agccctgeat
atgaggagtg
agcagggegg
gtgttctcca
tggaccctcet
cagagatctg
acggcccacce
aggagtccct
gcattgtcecce
agcttcgctg
gcatcctett
agggcttcat
ccaacctcta
tggaagagga
ggggatacct
tgatgcagcg
ttaccaaggt
cccaggagct
tccagggceccyg
cagaggcaga
aggagctgga
gccgtcaaat
accttgaggc
caaaaatgaa
gcaagagcgg
ggaggagaag

gccgaccatg
cccagtgcecc
cgggcctgge
gccttecggag
ggaggtggag
catgaacccg
ggcctcggte
cggcctttte
tgtggagatg
cgagggggcc
agagtctgga
ggcatcgtct
gcttcaggcc
ctcctecega
cgccaacatt
gtgcagcttc
cctectecte
cggccaggag
ccacgaggaa
tgccttgaag
gaagctctge
tcgecatcaaa
cgcgctggag
cctcaaccgg
catcgcgggce
caacgagaag
ccagcgtgag
cgacctcatc
ctggttcceceg
ccaccccaag
ctacgcgggce
gaatgacaac
gaaagacgtg
aggtggccge
gagccgcecte
caaccacgag
caacggggtc
ccaggagttce
ggatgggaag
ccgegtggga
gcgagacctg
ggctcgecagg
gaactgcgceg
gaagccactg
gcagaaagtg
agtggcacag
actgtgtgca
gctggtggtg
gcaaaccgag
tgaggagggt
gaaatttgaa
aagctgectgg
gtcaagagcce

gcagccgtga
gaggcggcecec
tcgggceacct
cttecacgggt
ctggcggaga
cccaagttca
ctgcacaacc
tgtgtggtca
taccggggea
tatcggagca
gctgggaaga
ccaaagggca
aaccccatcc
ttcggcaaat
gagacctacc
cacatcttct
gagccctget
cgggaactct
atcatctcca
agagaacgga
cgcctcttgg
gttggccgag
gccctggeca
gccttggace
tttgagatct
ctgcagcagc
ggcatceccct
gagcggccgg
aaggccacag
ttccagcgge
aaggtcgact
gtcgcagceet
gagggcatcg
cceecgteggg
atggccacac
aagagggccg
ctggagggca
cggcagecgat
caggcctgtg
cagagcaaga
aaggtcaccg
gccttcecaga
gcctacctceca
ctgcaggtga
caggagctac
ctggaagagg
gaggccgagg
tcagagctgg
aagaagaggc
gcgcggcaga
gaggacctge
aagatcgtct
tcaataagct



3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4581
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541

acggctcaaa
agggtcgcca
aggagcagat
aggaggagga
agctgctgaa
agtctgageg
tggaggcgct
tcecggtccaa
gcatccacga
tggeggagea
ccectggaggce
aggagggtga
ctggtgatgg
aactggagaa
aggagctgag
ccagggcgaa
tgcgtgagcea
ctgcccagge
aggcagggga
tggcagaaaa
agctggacga
agaagcagcg
tggaggaacg
tgacacgggc
ccetgeggge
atgagctgga
tgacagaact
ctgtgcagge
aagagaggcg
agcggaagca
agctgaaggce
gcaagatgca
gggaggagat
aggtgctgeg
aggaccggga
tggaggagaa
agcagagcaa
cactgaccac
agcagctgga
ccecgtgeeccg
agcagctaga
agaagcggct
tccgggacca
aggccgagga
aagatgtcac
ttegacgegg
agggcgtgge
agcctgaggg
acagatgggg
gcectetgac
tgggtccect
agggaggcaa
tgtttccatc
agggagtgag
tctctctete
ctctgagggt
tectcettece

tatgaggcca
ggagctggag
ggtggagcag
gctgcaggcet
atccctgegg
tgtggccagg
gcggggcgag
gagggaacag
ggcggcagtg
gctggagcag
cgaggtgtcc
gcagcggagg
ggagagggca
tgtgtctggg
cagcacagaa
attggeccttg
gctggaggag
ccagctttcee
ggaggcacgg
gacagagacce
cgccaccatg
caagtttgac
tgagcgggec
actggaggag
tgagctggag
acgagcctgc
ggaggatgag
tctcaagact
gaggcagctg
gcgcactctg
tcagatggcc
ggcccagatg
cttcteeccag
gctgcaggag
tgagatggca
gcgtcagcectg
ctcagagetg
agagctgtca
acggcagatc
ccacaagatg
gcaagagacc
taaagaggtg
gctggagaag
ggaggcatcc
agagtcggcce
cccecteace
atccgacgag
gtcccecacca
cccageceece
ttcttgcecet
gcaaccteccce
ggactggagc
agctcectgt
acggctcctce
tctctcteec
ctctctgtge
ccatttctgce
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caatcgcaga
aagctgaagc
caacagcggg
gccctggceccea
gaggctcaag
accaaggcgg
ctggaggaca
gaggtgacgg
caggagctga
gceecggaggg
gagctgcggg
cgccgectgg
cgagcggagg
gcgctgaacg
gcccagetge
gggtccecggg
gaggcagctg
gagtggcggce
cgccgggeag
gtggatcgge
gacctggagc
cagcttctgg
gaggcagagg
gagcaggagg
gcactgctga
cgggtagcag
ctgacagcgg
cagcatgage
gccaagcage
gccgtggetg
tctgeccggcee
aaggagctat
aatcgggaaa
gaactggccg
gatgaggtgg
gaggggcgcec
ctcaatgacc
gctgagcgca
caggagctac
accattgctg
agagagcgca
gtgctccagg
ggaaaccttc
cgggctcagg
gagtccatga
ttcaccaccc
gaggcagagg
gccecacccec
ttcecteectg
ttggaaatgg
atcaaaggat
taccttgett
ccteetttcet
caccatcctce
tcccetetect
atctttttag
gtcecaccect

71

catggaggga
ggaggctgga
cagaggagct
gggcagaaga
cagccctgge
agaagcagcg
cgctggactce
agctgaagaa
ggcagcgcca
gcaaaggtgc
cagaactgag
agttacagct
ctgctgagaa
aggctgagtc
acgatgecca
tgcgagccat
ccagggaacg
ggcgccagga
ccecgggagge
tggagcgggg
agcagcggca
cagaggagaa
gccgggageg
cacgtgagga
gcagcaagga
aacaggcagc
ccgaggatge
gtgacctgca
tgagagatgc
ccecgecaagaa
agggcaagga
ggcgggaggt
gtgaaaagcg
cctcggaceg
ccaatggtaa
tggggcagtt
gctaccgcaa
gtttctcagce
ggggacgcct
ceccttgagtce
tcctetetgg
tggaggagga
gagtcaagca
ctggccgceccg
accgtgaagt
gcacggtgeg
aagcacagcc
agtgacccta
gaccccacgg
tgcagcacte
gacccctaaa
gttgggggac
tcecetegtta
agccagtgca
tccectacect
gaatctecgcet
gaactcctga

ccgcctacgg
tggggagagc
gcgggcccag
cgagggtyggg
cgaggcccag
ccgggacctg
caccaacgca
gactctggag
cggccaggcece
atgggagaag
cagcctgcag
gcaggaggtyg
gctgcagcga
caaaaccatc
ggagctgctg
ggaggctgag
ggcgggeegt
ggaggaggca
cgaggccctg
ccgeegeogg
gcttgtgagce
ggcagctgta
tgaggctecgyg
gctggagcgg
tgacgtcggc
caatgatctg
caagctgegt
gggccegtgat
agaggtggag
gectggaggga
ggaggcggtg
ggaggagaca
cctcaagggce
tgctcggegg
ccttagcaag
ggaggaagag
gctgctectg
caaggcagag
gggtgaggag
taagttggcce
aaagctggtg
gcggagggtyg
gctgaagegg
gaggctgcag
gaccacactg
ccaggtcttc
tgggtctggg
ccectgteeccee
gceccctgtece
tggcatttat
cacagaggag
tgggtacagt
ttgatctata
acccattccce
ctcaccatct
ctcactctct
gcgacagaag

aaggaggaga
tcagagctgc
ctgggccgga
gccecgggcecce
gaggacctgg
ggcgaggage
cagcaggagc
gaggagactc
ctgggggagc
acccggetgg
actgcacgtc
cagggcecggg
gcccaggctg
cgtcttagca
caggaggaga
gcagcecgggce
gaactgcaga
ggggcactgy
acccagcgce
ctgcagcagg
accctggaga
cttcgggcag
gcccetgtcac
cagaaccggg
aagagcgtgce
cgagcacagyg
ctggaggtga
gaggctggtg
cgggatgagg
gagctggagg
aagcagcttc
cgcacctcece
ctggaggctg
caggcccagce
gcagccattc
ctggaggagg
caggtagagt
agcgggegge
gatgctgggg
caggctgagg
cgcagagctg
gctgaccagce
cagctggagg
cgtgagctgg
aggaaccggc
cgactagagg
ccatcceegg
agatgcacta
caggaaccce
cacccccace
cggggcagge
tggcaagctg
gacattagga
tctgettcetce
ttecttggect
acgtagccac
cceecaggee



(B)

6601
6661
6721
6781

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
201
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
l681l
1741
1801
1861
1921
1981
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ccaccagcct tgaacccttg caaaggggca
tgcccatget ctgccctece ttectggttge
aaaggagtgt cctttaccct cccagectcc

ctggac

maavtmsvpg
elhgfeaaal
vlihnlreryy
ayrsmlgdre
anpileafgn
fhifyqllgg
eiismlrmvs
kvgrdyvagka
gfeifglnsf
ierpanppgl
gkvdykanew
rprrgmfrtv
vlegiricrg
ggskiffrag
aaylklrhwg
gleeerarla
ekkrlgghig
wkivwpsshp
sselgegqmve
gedleserva
eeetriheaa
qtargegeqr
irlskelsst
relgtagaql
rlggelddat
ralsltrale
lragvteled
erdeerkgrt
trtsreeifs
kaaileekrqg
esgrgglerqg
vrraekrlke
greledvtes

gpspepegsp

(SEQ ID NO:

rkapprpgpv
rdegeeeaev
sgliytysgl
dgsilctges
aktvkndnss
ageqlkadll
avlgfgnial
gtkegadfal
eglcinytne
lalldeecwf
lmknmdplnd
gglykeslsr
gfpnrilfqge
vliaqgleeerd
wwrlftkvkp
eglraeaelc
eleahleaee
rqlrrrrrsr
gggraeelra
rtkaekqgrrd
vgelrqrhgq
rrrlelqlqge
eaglhdagel
sewrrrgeee
mdleqqrglv
eeqeareele
eltaaedakl
lavaarkkle
gqnresekrlk
legrlgglee
igelrgrlge
vvlgveeerr
aesmnrevtt

pahpg

(SEQ ID NO:

59)

peaagpflft
elaesgrrlr
fevvinpykg
gagktentkk
rfgkfirinf
lepcshyrfl
krerntdgat
ealakatyer
klgglfnhtm
pkatdksfve
nvaallhgst
lmatlsntnp
frqryeiltp
lkvtdiivsf
llgvtrqgdev
aeaeetrgrl
gargklglek
asisygsnmr
glgrkeeelq
lgeelealxrg
algelaeqle
vggragdger
lgeetrakla
agaleageea
stlekkqgrkf
rqnralrael
rlevtvgalk
geleelkagm
gleaevlrlqg
eleeegsnse
edagararhk
vadglrdgle
lrnrlrrgpl

72

60)

ggacaaggyg
tctgagggtte
aggctctggo

prgpsagggp
lprdgigrmm
lpiyteaive
vigylahvass
dvagyivgara
tngpssspag
mpdntaagkl
lfrwlvlrlim
fvleqgeeyqr
kvagegqgghp
drltaeiwkd
sfvrcivpnh
naipkgfmdey
gaaargylarx
lgaragelqglkc
aarkgelelv
vitteakmkkE

pasgtwrdrl.
aalaraedecy
eledtldstna
gqarrgkgave

araeaaeklgy
lgsrvramea
rrraareaea
dgllaeekaa
eallsskddv
tgherdlgqgr
asagggkeea
eelaasdrar
1llndryrkll

mtiaaleskl

kgnlrvkqlk
tfttrevegqr

acccctctca
cggagcttcce
agaaataaac

gsgtspgvew
ppkfskaedm
myrgkkrhev
spkgrkepgv
ietylleksr
erelfqgetle
crllglgvtd
raldrsprqg
egipwtfldf
kfgrprhlrad
vegivgleqv
ekragklepr
kgacekmiqa
rafgkrqqqq

vgelgggsar
vselearvge
eedlllledg
rkeekgrqgel
garaqgllksl
aggelrskre
ktrlaleaev
ragaelenvs
eaaglreqle
ltgrlaekte
vlraveerer
gksvhelera
deageerrrq
vkglrkmgagq
rgaggdrdem
lgveslttel
agaeeqleqe
rgleeaeeea
frleegvasd

ctecctgetge
ctctgggact
tccaacccga

tarrlvwvps
aeltclneas
pphvyavteg
pgelergllqg
airqakdecs
slrvlgfshe
fsralltpri
asflgildia
gldlgpcidl
gadfsvlhya
sslgdgppgag
1lvldglrcng
leldpnlyxrv
salrvmgrnc
evgelggrva
eeecsrgmgt
nsklsksgsc
eklkrrldge
reagaalaea
gevtelkktl
selraelssl
galneaeskt
eeaaarerag
tvdrlergrr
aeaegrerea
crvaeqgaand
lakglrdaev
mkelwrevee
adevangnls
saersfsaka
trerilsgkl
sragagrrrl
eeaeeaqgpgs
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