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DESCRIPCION
Moléculas de tipo B7 y usos de las mismas.

Esta solicitud reivindica el derecho de prioridad de la solicitud de patente estadounidense provisional n.° 60/233.867,
presentada el 20 de septiembre de 2000.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a polipéptidos de tipo B7 (B7-L) y moléculas de &cido nucleico que codifican los
mismos. La invencion también se refiere a agentes de unién selectiva, vectores, células huésped, y métodos para
producir polipéptidos B7-L. La invencion se refiere ademas a composiciones farmacéuticas que comprenden
polipéptidos B7-L.

Antecedentes de la invencion

Avances técnicos en la identificacion, clonacion, expresion y manipulacion de moléculas de acido nucleico y el
descifrado del genoma humano han acelerado enormemente el descubrimiento de productos terapéuticos
novedosos. Las técnicas de secuenciacion rapida de acido nucleico pueden generar ahora informacién de secuencia
a velocidades sin precedentes y, acoplado con andlisis informaticos, permiten el ensamblaje de secuencias
solapantes en genomas parciales o enteros y la identificacion de regiones codificantes de polipéptidos. Una
comparacién de una secuencia de aminoacidos predicha con una compilacién de base de datos de secuencias de
aminoacidos conocidas permite determinar el grado de homologia con secuencias previamente identificadas y/o
puntos de referencia estructurales. La clonaciéon y expresion de una region codificante de polipéptido de una
molécula de acido nucleico proporciona un producto de polipéptido para andlisis estructurales y funcionales. La
manipulaciéon de moléculas de acido nucleico y polipéptidos codificados puede conferir propiedades ventajosas a un
producto para su uso como producto terapéutico.

A pesar de los avances técnicos significativos en la investigacion del genoma en la ultima década, el potencial de
desarrollo de productos terapéuticos novedosos todavia esta ampliamente sin realizar. Todavia no se han
identificado muchos genes que codifican productos terapéuticos polipeptidicos posiblemente beneficiosos o los que
codifican polipéptidos que pueden actuar como “dianas” para moléculas terapéuticas. Por consiguiente, un objeto de
la invencién es identificar polipéptidos novedosos, y moléculas de acido nucleico que codifican los mismos, que
tienen beneficio de diagnodstico o terapéutico.

Sumario de la invencién

Se ha identificado un polipéptido novedoso, que esta relacionado con proteinas en la ruta coestimulante de células
T. Este polipéptido, denominado polipéptido de tipo B7 (B7-L), representa un polipéptido relacionado con B7 que
tiene una estructura similar a, y que comparte homologia con, CD80, CD86, B7RP-1y B7-H1. El polipéptido humano
B7-L comparte una mayor identidad de aminoacidos con B7-H1 humano (35%) que con otros miembros de la familia
B7 (B7rp-1, 20%; B7-1,12%). Ademas, los ortélogos de ratén y humano de polipéptido B7-L y B7-H1 comparten un
mayor grado de similitud de aminoacidos (aproximadamente el 70%) que los ortélogos de ratén y humano de B7-1,
B7-2 o B7rp-1 (aproximadamente el 40%). Ademas, tanto B7-H1 como B7-L se unen al mismo receptor, PD-1.

Se dan a conocer secuencias relacionadas con los nimeros de acceso de NCBI AK001872 y AF142780.
La presente invencion se refiere a moléculas de acido nucleico B7-L novedosas y polipéptidos codificados.

La invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleotidos
seleccionada del grupo que consiste en:

(a) la secuencia de nucleétidos tal como se expone en SEQ ID NO: 1;
(b) una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido tal como se expone en SEQ ID NO: 2; y
(c) una secuencia de nucleotidos complementaria a las secuencias de (a) - (b).

La invencién también proporciona un polipéptido B7-L aislado que comprende una secuencia de aminoacidos tal
como se expone en SEQ ID NO: 2.

También se proporcionan polipéptidos de fusién que comprenden secuencias de aminoacidos B7-L.

La presente invencion también proporciona un vector de expresion que comprende las moléculas de acido nucleico
aisladas tal como se exponen en el presente documento, células huésped recombinantes que comprenden las
moléculas de acido nucleico recombinante tal como se exponen en el presente documento, y un método para
producir un polipéptido B7-L que comprende cultivar las células huésped y opcionalmente aislar el polipéptido asi
producido.

También se proporcionan derivados de los polipéptidos B7-L de la presente invencion.
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Se proporcionan adicionalmente anticuerpos que pueden unirse especificamente a los polipéptidos B7-L de la
invencioén. Tales anticuerpos pueden ser agonistas o antagonistas.

La invencion también abarca composiciones farmacéuticas que comprenden los acidos nucleicos, polipéptidos o
anticuerpos de la invencion y uno o mas agentes de formulacion farmacéuticamente aceptables. Las composiciones
farmacéuticas se usan para proporcionar cantidades terapéuticamente eficaces de los acidos nucleicos o
polipéptidos de la presente invencion.

Los polipéptidos B7-L y moléculas de acido nucleico de la presente invencion pueden usarse para tratar, prevenir,
mejorar y/o detectar enfermedades y trastornos, incluyendo los mencionados en el presente documento.

Breve descripcion de las figuras

Las figuras 1A-1B ilustran la secuencia de nucleotidos del gen B7-L humano (SEQ ID NO: 1) y la secuencia de
aminoacidos deducida del polipéptido B7-L humano (SEQ ID NO: 2). Se indican el péptido sefal predicho

(subrayado) y el dominio transmembrana (doble subrayado).

Las figuras 2A-2C ilustran una alineacién de secuencia de aminoacidos de polipéptido B7-L humano (GA16817596;
SEQ ID NO: 2), CD80 o B7-1 humano (Cd80_Human; SEQ ID NO: 4; n.° de registro GenBank P33681), CD86 o B7-
2 humano (Cd86_Human; SEQ ID NO: 5; n.° de registro GenBank U04343), B7-H1 humano (B7-H1_Human; SEQ ID
NO: 6; n.° de registro GenBank AF177937), B7rp-1 humano (B7rp-1_Human; SEQ ID NO: 7; n.° de registro GenBank
AF199028), PRO352 humano (Pro352_Human; SEQ ID NO: 8; n.° de registro GenBank Y41705), butirofilina BTF1
humana (Btf1_Human; SEQ ID NO: 9; n.° de registro GenBank U90543), butirofilina BTF2 humana (Btsf2a2_Hu;
SEQ ID NO: 10; n.° de registro GenBank U90550), butirofilina BTF4 humana (Btf4_Human; SEQ ID NO: 11; n.° de
registro GenBank U90546), butirofilina BTF3 humana (Btn3a3_Human; SEQ ID NO: 12; n.° de registro GenBank
U90548) y butirofilina (Btn_Human; SEQ ID NO: 13; n.° de registro GenBank U39576).

Las figuras 3A-3E ilustran una parte de la secuencia de nucleétidos gendmica para el polipéptido B7-L humano
(SEQ ID NO: 14). Se indica la ubicacion de la secuencia de aminoacidos deducida del exén 1 (SEQ ID NO: 19).

La figura 4 ilustra una parte de la secuencia de nucledtidos genémica para el polipéptido B7-L humano (SEQ ID NO:
15).

Las figuras 5A-5F ilustran una parte de la secuencia de nucleé6tidos gendmica para el polipéptido B7-L humano (SEQ
ID NO: 16). Se indica la ubicacion de la secuencia de aminoacidos deducida del exén 2 (SEQ ID NO: 20).

Las figuras 6A-6B ilustran una parte de la secuencia de nucleétidos gendmica para el polipéptido B7-L humano
(SEQ ID NO: 17). Se indica la ubicacion de la secuencia de aminoacidos deducida del exén 3 (SEQ ID NO: 21).

Las figuras 7A-7M ilustran una parte de la secuencia de nucleétidos genémica para el polipéptido B7-L humano
(SEQ ID NO: 18). Se indican las ubicaciones de la secuencia de aminoacidos deducida de los exones 4 (SEQ ID
NO: 22), 5 (SEQ ID NO: 23) y 6.

La figura 8 muestra los resultados de un analisis de transferencia de tipo Northern de la expresion de ARNm de B7-L
humano.

La figura 9 muestra los resultados de un analisis de citometria de flujo activada por fluorescencia (FACS) de células
CHO D- transfectadas con vector solo (A), o con vectores que codifican PD-1 (B), CRP-1/ICOS (C) o CD28 (D), e
incubadas o bien con FITC solo, o bien con las siguientes proteinas de fusién: CRP-1/Fc, polipéptido B7-L/Fc, B7rp-
1/Fc, B7-HI/Fc o B7-2/Fc.

La figura 10 muestra los resultados obtenidos en ensayos de proliferacion de células T mediada por anticuerpos anti-
CD3 usando polipéptido B7-L/Fc, B7TRP-I/Fc o B7-1/Fc.

La figura 11 muestra los resultados de analisis de FACS de células de sangre periférica humanas usando FITC solo
(A), control de Fc (B), B7rp-1/Fc (C), polipéptido B7-L/Fc (D), polipéptido B7-L/Fc y anticuerpo anti-CD3 (E), o
polipéptido B7-L/Fc y anticuerpo anti-CD19 (F).

Descripcion detallada de la invencién

Los titulos de seccidn usados en el presente documento son Unicamente para fines de organizacién y no deben
interpretarse como limitativos del contenido descrito.

Definiciones

Las expresiones “gen B7-L” o “molécula de acido nucleico B7-L” o “polinucleétido B7-L” se refieren a una molécula
de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos tal como se expone en SEQ ID NO: 1, una
secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido tal como se expone en SEQ ID NO: 2 y moléculas de acido
nucleico tal como se define en el presente documento.
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La expresion “variante alélica de polipéptido B7-L” se refiere a una de varias formas alternativas posibles que se
producen de manera natural de un gen que ocupa un locus dado en un cromosoma de un organismo O una
poblacién organismos.

La expresién “variante de corte y empalme de polipéptido B7-L” se refiere a una molécula de acido nucleico,
habitualmente ARN, que se genera procesando alternativamente secuencias de intrones en un transcrito de ARN de
secuencia de aminoacidos del polipéptido B7-L tal como se expone en SEQ ID NO: 2.

La expresion “molécula de acido nucleico aislada” se refiere a una molécula de acido nucleico de la invencion que
(1) se ha separado de al menos aproximadamente el 50 por ciento de las proteinas, lipidos, hidratos de carbono u
otros materiales con los que se encuentra naturalmente cuando se aisla acido nucleico total de las células originales,
(2) no esta unida a la totalidad o una parte de un polinucleétido al que la “molécula de acido nucleico aislada” esta
unida en la naturaleza, (3) esta operativamente unida a un polinucleétido al que no esta unida en la naturaleza, o (4)
no se produce en la naturaleza como parte de una secuencia de polinucleétido mas grande. Preferiblemente, la
molécula de acido nucleico aislada de la presente invencién esta sustancialmente libre de cualquier otra molécula de
acido nucleico contaminante u otros contaminantes que se encuentran en su entorno natural que interferirian con su
uso en la produccion de polipéptidos o su uso terapéutico, de diagndstico, profilactico o de investigacion.

La expresién “ secuencia de &cido nucleico” o “molécula de acido nucleico” se refiere a una secuencia de ADN o
ARN. La expresion abarca moléculas formadas a partir de cualquiera de los analogos de bases conocidos de ADN y
ARN tales como, pero sin limitarse a, 4-acetilcitosina, 8-hidroxi-N6-metiladenosina, aziridinil-citosina,
pseudoisocitosina, 5-(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-carboximetilaminometil-2-
tiouracilo, 5-carboxi-metilaminometiluracilo, dihidrouracilo, inosina, N6-iso-penteniladenina, 1-metiladenina, 1-
metilpseudouracilo, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetil-guanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-
metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-metiladenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiamino-metil-2-
tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5-metoxicarbonil-metiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina,
éster metilico del acido uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético, oxibutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-
tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, éster metilico del acido N-uracil-5-oxiacético,
acido uracil-5-oxiacético, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, y 2,6-diaminopurina.

El término “vector” se usa para referirse a cualquier molécula (por ejemplo, acido nucleico, plasmido o virus) usada
para transferir informacién de codificacién a una célula huésped.

La expresién “vector de expresion” se refiere a un vector que es adecuado para la transformacién de una célula
huésped y contiene secuencias de acido nucleico que dirigen y/o controlan la expresion de secuencias de acido
nucleico heterdlogas insertadas. La expresion incluye, pero no se limita a, procesos tales como transcripcion,
traslacion, y corte y empalme de ARN, si hay intrones presentes.

La expresion “operativamente unido” se usa en el presente documento para referirse a una disposicion de
secuencias flanqueantes en la que las secuencias flanqueantes asi descritas estan configuradas o ensambladas
para realizar su funciéon habitual. Por tanto, una secuencia flanqueante operativamente unida a una secuencia
codificante puede ser capaz de realizar la replicacion, transcripcion y/o traduccion de la secuencia codificante. Por
ejemplo, una secuencia codificante estd operativamente unida a un promotor cuando el promotor puede dirigir la
transcripcion de la secuencia codificante. Una secuencia flanqueante no necesita ser contigua a la secuencia
codificante, siempre que funcione correctamente. Por tanto, por ejemplo, pueden estar presentes secuencias
transcritas intermedias todavia no traducidas entre una secuencia promotora y la secuencia codificante y la
secuencia promotora todavia puede considerarse “operativamente unida” a la secuencia codificante.

La expresion “célula huésped” se usa para referirse a una célula que se ha transformado, o puede transformarse,
con una secuencia de acido nucleico y entonces expresar un gen seleccionado de interés. La expresion incluye la
progenie de la célula original, tanto si la progenie es idéntica en cuanto a la morfologia y la constituciéon genética a la
original como si no, siempre que el gen seleccionado esté presente.

La expresién “polipéptido B7-L” se refiere a un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 2.

La expresion “fragmento de polipéptido B7-L” se refiere a un polipéptido que comprende un truncamiento en el
extremo amino terminal (con o sin una secuencia lider) y/o un truncamiento en el carboxilo terminal del polipéptido
tal como se expone en SEQ ID NO: 2. La expresion “fragmento de polipéptido B7-L” también se refiere a
truncamientos amino terminal y/o carboxilo terminal de ortdlogos de polipéptido B7-L, derivados de polipéptido B7-L,
o variantes de polipéptido B7-L, o a truncamientos amino terminal y/o carboxilo terminal de los polipéptidos
codificados por variantes alélicas de polipéptido B7-L o variantes de corte y empalme de polipéptido B7-L. Los
fragmentos de polipéptido B7-L pueden resultar de corte y empalme de ARN alternativo o de actividad proteasa in
vivo. La presente invencion también contempla formas unidas a membrana de un polipéptido B7-L. En realizaciones
preferidas, truncamientos y/o deleciones comprenden aproximadamente 10 aminoacidos, o aproximadamente 20
aminoacidos, o aproximadamente 50 aminoéacidos, o aproximadamente 75 aminoacidos, o aproximadamente 100
aminoacidos, o mas de aproximadamente 100 aminoacidos. Los fragmentos de polipéptido asi producidos
comprenderan aproximadamente 25 aminoacidos contiguos, o aproximadamente 50 aminoacidos, o
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aproximadamente 75 aminoacidos, o aproximadamente 100 aminoacidos, o aproximadamente 150 aminoacidos, o
aproximadamente 200 aminoacidos. Tales fragmentos de polipéptido B7-L pueden comprender opcionalmente un
resto de metionina amino terminal. Se apreciara que tales fragmentos pueden usarse, por ejemplo, para generar
anticuerpos frente a polipéptidos B7-L.

La expresion “ortdlogo de polipéptido B7-L” se refiere a un polipéptido de otra especie que corresponde a la
secuencia de aminoacidos de polipéptido B7-L tal como se expone en SEQ ID NO: 2. Por ejemplo, los polipéptidos
B7-L de raton y humano se consideran ortélogos entre si.

La expresion “variantes de polipéptido B7-L” se refiere a polipéptidos B7-L que comprenden secuencias de
aminoacidos que tienen una o mas sustituciones, deleciones (tales como deleciones internas y/o fragmentos de
polipéptido B7-L), y/o adiciones (tales como adiciones internas y/o polipéptidos de fusion B7-L) de secuencia de
aminoacidos en comparacion con la secuencia de aminoacidos de polipéptido B7-L tal como se expone en SEQ ID
NO: 2 (con o sin una secuencia lider). Las variantes pueden producirse de manera natural (por ejemplo, variantes
alélicas de polipéptido B7-L, ortélogos de polipéptido B7-L y variantes de corte y empalme de polipéptido B7-L) o
construirse artificialmente. Tales variantes de polipéptido B7-L pueden prepararse a partir de las moléculas de acido
nucleico correspondientes que tienen una secuencia de ADN que varia por consiguiente de la secuencia de ADN tal
como se expone en SEQ ID NO: 1. En realizaciones preferidas, las variantes tienen desde 1 hasta 3, o desde 1
hasta 5, o desde 1 hasta 10, o desde 1 hasta 15, o desde 1 hasta 20, o desde 1 hasta 25, o desde 1 hasta 50, o
desde 1 hasta 75, o desde 1 hasta 100, o mas de 100 sustituciones, inserciones, adiciones y/o deleciones de
aminoacido, en las que las sustituciones pueden ser conservativas, 0 no conservativas, o cualquier combinacion de
las mismas.

La expresion “derivados de polipéptido B7-L” se refiere al polipéptido tal como se expone en SEQ ID NO: 2, tal como
se define en el presente documento, que se ha modificado quimicamente.

La expresion “polipéptido B7-L maduro” se refiere a un polipéptido B7-L que carece de una secuencia lider. Un
polipéptido B7-L maduro también puede incluir otras modificaciones tales como procesamiento proteolitico del amino
terminal (con o sin una secuencia lider) y/o el carboxilo terminal, escision de un polipéptido mas pequeio a partir de
un precursor mas grande, glicosilacion unida a N y/o unida a O, y similares. Un polipéptido B7-L maduro a modo de
ejemplo se representa por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

La expresion “polipéptido de fusion B7-L” se refiere a una fusion de uno o mas aminoacidos (tales como un péptido o
proteina heteréloga) en el amino o carboxilo terminal del polipéptido tal como se expone en SEQ ID NO: 2,
fragmentos de polipéptido B7-L, ortélogos de polipéptido B7-L, variantes de polipéptido B7-L o derivados de B7-L, tal
como se define en el presente documento. La expresion “polipéptido de fusion B7-L” también se refiere a una fusién
de uno o mas aminoacidos en el extremo amino o carboxilo terminal del polipéptido codificado por variantes alélicas
del polipéptido B7-L o variantes de corte y empalme del polipéptido B7-L, tal como se define en el presente
documento.

La expresion “polipéptidos B7-L biolégicamente activos” se refiere a polipéptidos B7-L que tienen al menos una
actividad caracteristica del polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. Ademas, un
polipéptido B7-L puede ser activo como inmundgeno; es decir, el polipéptido B7-L contiene al menos un epitopo
frente al cual pueden prepararse anticuerpos.

La expresion “polipéptido aislado” se refiere a un polipéptido de la presente invencién que (1) se ha separado de al
menos aproximadamente el 50 por ciento de polinucledtidos, lipidos, hidratos de carbono u otros materiales con los
que se encuentra de manera natural cuando se aisla de la célula original, (2) no esta unido (mediante interaccién
covalente o0 no covalente) a la totalidad o una parte de un polipéptido al que esta unido el “polipéptido aislado” en la
naturaleza, (3) esta operativamente unido (mediante interaccion covalente o no covalente) a un polipéptido al que no
esta unido en la naturaleza, o (4) no se produce en la naturaleza. Preferiblemente, el polipéptido aislado esta
sustancialmente libre de cualquier otros polipéptidos contaminantes u otros contaminantes que se encuentran en su
entorno natural que interferirian con su uso terapéutico, de diagnoéstico, profilactico o de investigacion.

El término “identidad”, tal como se conoce en la técnica, se refiere a una relacién entre las secuencias de dos o mas
moléculas de polipéptido o dos o mas moléculas de acido nucleico, tal como se determina comparando las
secuencias. En la técnica, “identidad” también significa el grado de relacién de secuencia entre moléculas de acido
nucleico o polipéptidos, segun sea el caso, tal como se determina mediante la coincidencia entre cadenas de dos o
mas nucleotidos o dos o mas secuencias de aminoacidos. “Identidad” mide el porcentaje de coincidencias idénticos
entre la menor de dos 0 mas secuencias tratandose las alineaciones de huecos (si los hay) mediante un modelo
matematico particular o programa informatico (es decir, “algoritmos”).

» o«

El término “similitud” es un término relacionado, pero al contrario que “identidad”, “similitud” se refiere a una medida
de la relaciéon que incluye tanto coincidencias idénticas como coincidencias de sustitucion conservativa. Si dos
secuencias de polipéptido tienen, por ejemplo, 10/20 aminoacidos idénticos, y el resto son todo sustituciones no
conservativas, entonces el porcentaje de identidad y similitud serdn ambos del 50%. Si en el mismo ejemplo, hay
cinco posiciones mas en las que hay sustituciones conservativas, entonces el porcentaje de identidad sigue siendo
del 50%, pero el porcentaje de similitud sera del 75% (15/20). Por tanto, en casos en los que hay sustituciones
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conservativas, el porcentaje de similitud entre dos polipéptidos sera mayor que el porcentaje de identidad entre esos
dos polipéptidos.

La expresion “que se produce de manera natural” o “nativo” cuando se usan en relacidon con materiales bioldgicos
tales como moléculas de acido nucleico, polipéptidos, células huésped y similares, se refiere a materiales que se
encuentran en la naturaleza y no se manipulan por el ser humano. De manera similar, “que no se produce de
manera natural” o “no nativo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un material que no se encuentra
en la naturaleza o que se ha modificado estructuralmente o sintetizado por el ser humano.

Las expresiones “cantidad eficaz” y “cantidad terapéuticamente eficaz” se refieren cada una a la cantidad de un
polipéptido B7-L o molécula de acido nucleico B7-L usada para soportar un nivel observado de una o mas
actividades bioldgicas de los polipéptidos B7-L tal como se expone en el presente documento.

La expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable” o “vehiculo fisiolégicamente aceptable” tal como se usa en el
presente documento se refiere a uno o mas materiales de formulacién adecuados para lograr o potenciar la entrega
del polipéptido B7-L, molécula de acido nucleico B7-L, o agente de unién selectiva de B7-L como composicién
farmacéutica.

El término “antigeno” se refiere a una molécula o una parte de una molécula a la que puede unirse un agente de
union selectiva, tal como un anticuerpo, y adicionalmente que puede usarse en un animal para producir anticuerpos
que pueden unirse a un epitopo de ese antigeno. Un antigeno puede tener uno o mas epitopos.

La expresion “agente de unién selectiva” se refiere a un anticuerpo o anticuerpos que tienen especificidad por un
polipéptido B7-L. Tal como se usan en el presente documento, los términos “especifico” y “especificidad” se refieren
a la capacidad de los agentes de unidn selectiva para unirse a polipéptidos B7-L humanos y para no unirse a
polipéptidos humanos distintos de B7-L. Sin embargo, se apreciara que los agentes de unidn selectiva también
pueden unirse a ortélogos del polipéptido tal como se expone en SEQ ID NO: 2, es decir, versiones interespecies del
mismo, tal como polipéptidos B7-L de ratén y de rata.

El término “transduccién” se usa para hacer referencia a la transferencia de genes de una bacteria a otra,
habitualmente mediante un fago. “Transduccién” también se refiere a la adquisicion y transferencia de secuencias
celulares eucariotas mediante retrovirus.

El término “transfeccion” se usa para hacer referencia a la captacion de ADN extrafio o exégeno por una célula, y
una célula se ha “transfectado” cuando el ADN exdgeno se ha introducido en el interior de la membrana celular. En
la técnica se conocen bien varias técnicas de transfeccion y se dan a conocer en el presente documento. Véase, por
ejemplo, Graham et al., 1973, Virology 52: 456; Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Cold
Spring Harbor Laboratories, 1989); Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology (Elsevier, 1986); y Chu et al.,
1981, Gene 13: 197. Tales técnicas pueden usarse para introducir uno o mas restos de ADN exdgenos en células
huésped adecuadas.

El término “transformacion” tal como se usa en el presente documento se refiere a un cambio en las caracteristicas
genéticas de una célula, y una célula se ha transformado cuando se ha modificado para contener un nuevo ADN.
Por ejemplo, una célula se transforma cuando se modifica genéticamente a partir de su estado nativo. Tras la
transfeccion o transduccion, el ADN transformante puede recombinarse con el de la célula integrandose fisicamente
en un cromosoma de la célula, puede mantenerse de manera transitoria en un elemento episdémico sin replicarse, o
puede replicarse independientemente como un plasmido. Se considera que una célula se ha transformado de
manera estable cuando el ADN se replica con la division de la célula.

Relacion de moléculas de acido nucleico y/o polipéptidos

Se entiende que las moléculas de acido nucleico relacionadas incluyen variantes alélicas o de corte y empalme de la
molécula de acido nucleico de SEQ ID NO: 1, e incluyen secuencias que son complementarias a cualquiera de las
secuencias de nucleétidos anteriores. Las moléculas de acido nucleico relacionadas también incluyen una secuencia
de nucledtidos que codifica un polipéptido que comprende o consiste esencialmente en una sustitucion,
modificacién, adicién y/o deleciéon de uno o mas restos de aminoacido en comparacion con el polipéptido tal como se
expone en SEQ ID NO: 2. Tales polipéptidos B7-L relacionados pueden comprender, por ejemplo, una adicion y/o
una delecién de uno o mas sitios de glicosilaciéon unida a N o unida a O o una adicién y/o una delecién de uno o méas
restos de cisteina.

Las moléculas de acido nucleico relacionadas también incluyen fragmentos de moléculas de acido nucleico B7-L que
codifican un polipéptido de al menos aproximadamente 25 aminoacidos contiguos, o aproximadamente 50
aminoacidos, o aproximadamente 75 aminoacidos, o aproximadamente 100 aminoacidos, o aproximadamente 150
aminoacidos, o aproximadamente 200 aminoacidos, o mas de 200 restos de aminoacido del polipéptido B7-L de
SEQ ID NO: 2.

Ademas, las moléculas de &cido nucleico B7-L relacionadas también incluyen las moléculas que comprenden
secuencias de nucledtidos que se hibridan en condiciones moderada o altamente rigurosas tal como se define en el
presente documento con la secuencia completamente complementaria de la molécula de acido nucleico B7-L de
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SEQ ID NO: 1, o de una molécula que codifica un polipéptido, polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos tal como se muestra en SEQ ID NO: 2, o de un fragmento de acido nucleico tal como se define en el
presente documento, o de un fragmento de acido nucleico que codifica un polipéptido tal como se define en el
presente documento. Pueden prepararse sondas de hibridacién usando las secuencias de B7-L proporcionadas en
el presente documento para examinar bibliotecas de ADNc, ADN gendmico o sintético para seleccionar secuencias
relacionadas. Las regiones del ADN y/o secuencia de aminoacidos de polipéptido B7-L que muestran una identidad
significativa con respecto a secuencias conocidas se determinan facilmente usando algoritmos de alineacion de
secuencias tal como se describe en el presente documento y esas regiones pueden usarse para disefiar sondas
para la seleccion.

La expresion “condiciones altamente rigurosas” se refiere a aquellas condiciones que estan disefiadas para permitir
la hibridaciéon de cadenas de ADN cuyas secuencias son altamente complementarias, y para excluir la hibridacién de
ADN con apareamiento significativamente erréneo. La rigurosidad de hibridaciéon se determina principalmente por la
temperatura, la fuerza ionica y la concentracion de agentes desnaturalizantes tales como formamida. Ejemplos de
“condiciones altamente rigurosas” para la hibridaciéon y el lavado son cloruro de sodio 0,015 M, citrato de sodio
0,0015 M a 65-68°C o cloruro de sodio 0,015 M, citrato de sodio 0,0015 M, y formamida al 50% a 42°C. Véase
Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2% ed., Cold Spring Harbor Laboratory,
1989); Anderson et al., Nucleic Acid Hybridisation: A Practical Approach Ch. 4 (IRL Press Limited).

También pueden usarse condiciones mas rigurosas (tales como temperatura superior, fuerza iénica inferior, mas
formamida u otro agente desnaturalizante), sin embargo la tasa de hibridaciéon se vera afectada. Pueden incluirse
otros agentes en los tampones de hibridacion y lavado con fines de reducir la hibridacion no especifica y/o de fondo.
Ejemplos son albumina de suero bovino al 0,1%, polivinilpirrolidona al 0,1%, pirofosfato de sodio al 0,1%,
dodecilsulfato de sodio al 0,1%, NaDodSOQO4, (SDS), ficoll, disolucion de Denhardt, ADN de esperma de salmoén
sonicado (u otro ADN no complementario), y sulfato de dextrano, aunque también pueden usarse otros agentes
adecuados. La concentraciéon y los tipos de estos aditivos pueden cambiarse sin afectar sustancialmente a la
rigurosidad de las condiciones de hibridacion. Los experimentos de hibridacion se llevan a cabo habitualmente a pH
6,8-7,4; sin embargo, a condiciones de fuerza idnica tipicas, la tasa de hibridacién es casi independiente del pH.
Véase Anderson et al., Nucleic Acid Hybridisation: A Practical Approach Ch. 4 (IRL Press Limited).

Factores que afectan a la estabilidad del duplex de ADN incluyen la composiciéon de bases, longitud y grado de
apareamiento erroneo de pares de bases. Un experto en la técnica puede ajustar las condiciones de hibridaciéon con
el fin de adaptarse a esas variables y permitir que ADN de diferentes relaciones de secuencia formen hibridos. La
temperatura de fusién de un duplex de ADN perfectamente apareado puede estimarse mediante la siguiente
ecuacion:

Tm (°C) = 81,5 + 16,6 (log [Na+]) + 0,41 (% G+C)-600/N-0,72 (% de formamida)

en la que N es la longitud del duplex formado, [Na+] es la concentracion molar del i6n sodio en la disolucion de
hibridacion o lavado, % G+C es el porcentaje de bases (guanina+citosina) en el hibrido. Para hibridos apareados de
manera imperfecta, la temperatura de fusion se reduce en aproximadamente 1°C por cada 1% de apareamiento
erroneo.

La expresion “condiciones moderadamente rigurosas” se refiere a condiciones en las que puede formarse un duplex
de ADN con un mayor grado de apareamiento erroneo de pares de bases de lo que se produciria en “condiciones
altamente rigurosas”. Ejemplos de “condiciones moderadamente rigurosas” tipicas son cloruro de sodio 0,015 M,
citrato de sodio 0,0015 M a 50-65°C o cloruro de sodio 0,015 M, citrato de sodio 0,0015 M, y formamida al 20% a 37-
50°C. A modo de ejemplo, “condiciones moderadamente rigurosas” de 50°C en i6n sodio 0,015 M permitiran
aproximadamente un 21% de apareamiento erréneo.

Los expertos en la técnica apreciaran que no hay ninguna distincion absoluta entre “condiciones altamente
rigurosas” y “condiciones moderadamente rigurosas”. Por ejemplo, a i6n sodio 0,015 M (sin formamida), la
temperatura de fusion de ADN largo perfectamente apareado es de aproximadamente 71°C. Con un lavado a 65°C
(a la misma fuerza idnica), esto permitiria aproximadamente un 6% de apareamiento erréoneo. Para capturar
secuencias relacionadas mas distantemente, un experto en la técnica puede sencillamente reducir la temperatura o
aumentar la fuerza iénica.

Una buena estimacion de la temperatura de fusion en NaCl* 1 M para sondas de oligonucleétidos de hasta
aproximadamente 20 nt viene dada por:

Tm = 2°C por par de bases A-T + 4°C por par de bases G-C

*La concentracion de ién sodio en 6X sal citrato de sodio (SSC) es de 1 M. Véase Suggs et al., Developmental
Bology Using Purified Genes 683 (Brown y Fox, eds., 1981).

Las condiciones de lavado de alta rigurosidad para oligonucleétidos son habitualmente a una temperatura de 0-5°C
por debajo de la Tr, del oligonucleétido en 6X SSC, SDS al 0,1%.

Diferencias en la secuencia de acido nucleico pueden dar como resultado modificaciones conservativas y/o no
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conservativas de la secuencia de aminoacidos con respecto a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

Las modificaciones conservativas con respecto a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 (y las
correspondientes modificaciones con respecto a los nucleétidos codificantes) produciran un polipéptido que tiene
caracteristicas funcionales y quimicas similares a las de los polipéptidos B7-L. En cambio, pueden lograrse
modificaciones sustanciales en las caracteristicas funcionales y/o quimicas de los polipéptidos B7-L seleccionando
sustituciones en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 que se diferencian significativamente en su efecto
sobre el mantenimiento de (a) la estructura del esqueleto molecular en la zona de la sustitucion, por ejemplo, tal
como una conformacion en lamina o helicoidal, (b) la carga o hidrofobia de la molécula en el sitio diana, o (c) el
volumen de la cadena lateral.

Por ejemplo, una “sustitucién de aminoacidos conservativa” puede suponer una sustitucion de un resto de
aminoacido nativo por un resto no nativo de tal manera que hay poco o ningun efecto sobre la polaridad o la carga
del resto de aminoacido en esa posicion. Ademas, cualquier resto nativo en el polipéptido también puede sustituirse
por alanina, tal como se describi6 anteriormente para “mutagénesis mediante alanina”.

Las sustituciones de aminoacidos conservativas también abarcan restos de aminoacido que no se producen de
manera natural que se incorporan normalmente mediante sintesis de péptidos quimica en vez de mediante sintesis
en sistemas bioldgicos. Estos incluyen compuestos peptidomiméticos, y otras formas revertidas o invertidas de
restos de aminoacido.

Los restos que se producen de manera natural pueden dividirse en clases basandose en propiedades de cadena
lateral comunes:

1) hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

2) hidrofilos neutros: Cys, Ser, Thr;

3) acidos: Asp, Glu;

4) basicos: Asn, GIn, His, Lys, Arg;

5) restos que influyen sobre la orientacién de cadena: Gly, Pro; y
6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Por ejemplo, sustituciones no conservativas pueden suponer el intercambio de un miembro de una de esas clases
por un miembro de otra clase. Tales restos sustituidos pueden introducirse en regiones del polipéptido B7-L humano
que son homoélogas a polipéptidos B7-L no humanos, o en las regiones no homdlogas de la molécula.

Realizando tales cambios, puede considerarse el indice hidropatico de aminoacidos. A cada aminoacido se le ha
asignado un indice hidropatico basandose en su hidrofobia y caracteristicas de carga. Los indices hidropaticos son:
isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina
(+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2);
glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y arginina (-4,5).

La importancia del indice hidropatico de aminoacidos al conferir funcion bioldgica interactiva a una proteina se
entiende generalmente en la técnica (Kyte et al., 1982, J. Mol. Biol. 157: 105-31). Se sabe que determinados
aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos que tienen una puntuacién o indice hidropatico similar y
todavia conservar una actividad biologica similar. Al realizar cambios en el indice hidropatico, se prefiere la
sustitucion de aminoacidos cuyos indices hidropaticos se encuentran dentro de 2, se prefieren particularmente
aquellos que se encuentran dentro de %1, y se prefieren incluso mas particularmente aquellos que se encuentran
dentro de +0,5.

También se entiende en la técnica que la sustitucién de aminoacidos similares puede realizarse de manera eficaz
basandose en la hidrofilia, particularmente cuando la proteina o péptido funcionalmente equivalente de manera
biolégica asi creado esta previsto para su uso en realizaciones inmunologicas, tal como en el presente caso. La
mayor hidrofilia promedio local de una proteina, regido por la hidrofilia de sus aminoacidos adyacentes, se
correlaciona con su inmunogenicidad y antigenicidad, es decir, con una propiedad biolégica de la proteina.

Los siguientes valores de hidrofilia se han asignado a estos restos de aminoacido: arginina (+3,0); lisina (+3,0);
aspartato (+3,0 + 1); glutamato (+3,0 £ 1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina
(-0,4); prolina (-0,5 = 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8);
isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5); y triptéfano (-3,4). Al realizar cambios basandose en valores de
hidrofilia similares, se prefiere la sustitucion de aminoacidos cuyos valores de hidrofilia se encuentran dentro de 12,
se prefieren particularmente aquellos que se encuentran dentro de +1, y se prefieren incluso mas particularmente
aquellos que se encuentran dentro de +0,5. También pueden identificarse epitopos a partir de secuencias de
aminoacidos primarias basandose en la hidrofilia. Estas regiones también se denominan “regiones principales
epitépicas”.
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Los expertos en la técnica pueden determinar sustituciones de aminoacidos deseadas (ya sean conservativas o no
conservativas) en el momento en que se deseen tales sustituciones. Por ejemplo, pueden usarse sustituciones de
aminoacidos para identificar restos importantes del polipéptido B7-L, o para aumentar o disminuir la afinidad de los
polipéptidos B7-L descritos en el presente documento. En la tabla | se exponen sustituciones de aminoacidos a
modo de ejemplo.

Tabla |

Sustituciones de aminoacidos

Restos originales Sustituciones a modo de ejemplo Sustituciones preferidas
Ala Val, Leu, lle Val
Arg Lys, GIn, Asn Lys
Asn Gin Gin
Asp Glu Glu
Cys Ser, Ala Ser
Gin Asn Asn
Glu Asp Asp
Gly Pro, Ala Ala
His Asn, GIn, Lys, Arg Arg
lle Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleucina Leu
Leu Norleucina, lle, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys Arg, acido 1,4-diamino-butirico, Gin, | Arg
Asn

Met Leu, Phe, lle Leu
Phe Leu, Val, lle, Ala, Tyr Leu
Pro Ala Gly
Ser Thr, Ala, Cys Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr, Phe Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val lle, Met, Leu, Phe, Ala, Norleucina Leu

Un experto en la técnica podra determinar variantes adecuadas del polipéptido tal como se expone en SEQ ID NO: 2
usando técnicas bien conocidas. Para identificar zonas adecuadas de la molécula que pueden cambiarse sin destruir
la actividad biolégica, un experto en la técnica puede seleccionar como diana zonas que no se cree que sean
importantes para la actividad. Por ejemplo, cuando se conocen polipéptidos similares con actividades similares de la
misma especie o de otras especies, un experto en la técnica puede comparar la secuencia de aminoacidos de un
polipéptido B7-L con tales polipéptidos similares. Con una comparacion de este tipo, pueden identificarse restos y
partes de las moléculas que se conservan entre polipéptidos similares. Se apreciara que es menos probable que
cambios en zonas de la molécula de B7-L que no se conservan con respecto a tales polipéptidos similares afecten
adversamente a la actividad biolégica y/o estructura de un polipéptido B7-L. Un experto en la técnica también sabra
que, incluso en regiones relativamente conservadas, pueden sustituirse los restos que se producen de manera
natural por aminoacidos quimicamente similares al tiempo que se conserva la actividad (sustituciones de restos de
aminoacido conservativas). Por tanto, incluso zonas que pueden ser importantes para la actividad bioldgica o para la
estructura pueden someterse a sustituciones de aminoacidos conservativas sin destruir la actividad bioldgica o sin
afectar adversamente a la estructura del polipéptido.
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Adicionalmente, un experto en la técnica puede revisar estudios de estructura-funcion que identifican restos en
polipéptidos similares que son importantes para la actividad o la estructura. A la vista de una comparacion de este
tipo, puede predecirse la importancia de restos de aminoacido en un polipéptido B7-L que corresponde a restos de
aminoacido que son importantes para la actividad o estructura en polipéptidos similares. Un experto en la técnica
puede elegir sustituciones de aminoacidos quimicamente similares para tales restos de aminoacido importantes
predichos de polipéptidos B7-L.

Un experto en la técnica también puede analizar la estructura tridimensional y la secuencia de aminoacidos en
relacion con esa estructura en polipéptidos similares. A la vista de tal informacioén, un experto en la técnica puede
predecir la alineacion de restos de aminoacido de polipéptido B7-L con respecto a su estructura tridimensional. Un
experto en la técnica puede elegir no realizar cambios radicales en restos de aminoacido que se predice que estan
en la superficie de la proteina, ya que tales restos pueden participar en interacciones importantes con otras
moléculas. Ademas, un experto en la técnica puede generar variantes de prueba que contienen una sustitucién de
un Unico aminoacido en cada resto de aminoacido. Las variantes pueden examinarse usando ensayos de actividad
conocidos por los expertos en la técnica. Tales variantes pueden usarse para recopilar informacién sobre variantes
adecuadas. Por ejemplo, si se descubre que un cambio en un resto de aminoacido particular dio como resultado una
actividad destruida, reducida de manera indeseable o no adecuada, se evitaran variantes con tal cambio. En otras
palabras, basandose en la informacion recopilada a partir de tales experimentos de rutina, un experto en la técnica
puede determinar facilmente los aminoacidos en los que deben evitarse sustituciones adicionales o bien solas o bien
en combinacién con otras mutaciones.

Se han desarrollado varias publicaciones cientificas dedicadas a la prediccidon de la estructura secundaria. Véase
Moult, 1996, Curr. Opin. Biotechnol. 7: 422-27; Chou et al., 1974, Biochemistry 13: 222-45; Chou et al., 1974,
Biochemistry 113: 211-22; Chou et al., 1978, Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol. 47: 45-48; Chou et al., 1978, Ann.
Rev. Biochem. 47: 251-276; y Chou et al., 1979, Biophys. J 26: 367-84. Ademas, actualmente se dispone de
programas informaticos para ayudar a la prediccién de la estructura secundaria. Un método para predecir la
estructura secundaria se basa en la modelizaciéon de la homologia. Por ejemplo, dos polipéptidos o proteinas que
tienen una identidad secuencia superior al 30%, o similitud superior al 40%, con frecuencia tienen topologias
estructurales similares. El reciente crecimiento de la base de datos estructurales de proteinas (PDB) ha
proporcionado una predictibilidad potenciada de la estructura secundaria, incluyendo el posible nimero de pliegues
dentro de la estructura de un polipéptido o proteina. Véase Holm et al., 1999, Nucleic Acids Res. 27: 244-47. Se ha
sugerido que hay un numero limitado de pliegues en un polipéptido o proteina dado y que una vez resuelto un
numero critico de estructuras, la prediccién estructural se volvera drasticamente mas precisa (Brenner et al., 1997,
Curr. Opin. Struct. Biol. 7: 369-76).

Métodos adicionales de prediccion de la estructura secundaria incluyen “hilvanado” (Jones, 1997, Curr. Opin. Struct.
Biol. 7: 377-87; Sippl et al., 1996, Structure 4: 15-19), “analisis de perfiles” (Bowie et al., 1991, Science, 253: 164-70;
Gribskov et al., 1990, Methods Enzymol. 183: 146-59; Gribskov et al., 1987, Proc. Nat. Acad. Sci. U. S. A. 84: 4355-
58) y “union evolutiva” (véase Holm et al., citado anteriormente, y Brenner et al., citado anteriormente).

Ademas, el polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 puede fusionarse con un
polipéptido heterdlogo para formar un heterodimero. Los péptidos y polipéptidos heterdlogos incluyen, pero no se
limitan a: un epitopo para permitir la deteccion y/o el aislamiento de un polipéptido de fusién B7-L; una proteina de
receptor transmembrana o una parte de la misma, tal como un dominio extracelular o un dominio transmembrana e
intracelular; un ligando o una parte del mismo que se une a una proteina de receptor transmembrana; una enzima o
una parte de la misma que es cataliticamente activa; un polipéptido o péptido que fomenta la oligomerizacion, tal
como un dominio de cremallera de leucina; un polipéptido o péptido que aumenta la estabilidad, tal como una region
constante de inmunoglobulina; y un polipéptido que tiene una actividad terapéutica diferente del polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO: 2.

Pueden realizarse fusiones o bien en el amino terminal o bien en el carboxilo terminal del polipéptido que comprende
la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 2. Las fusiones pueden ser directas sin ligador o molécula
adaptadora o pueden ser mediante un ligador o molécula adaptadora. Un ligador o molécula adaptadora puede ser
uno o mas restos de aminoacido, normalmente desde aproximadamente 20 hasta aproximadamente 50 restos de
aminoacido. También puede disefiarse un ligador o molécula adaptadora con un sitio de escisién para una
endonucleasa de restriccion de ADN o para una proteasa para permitir la separacion de los restos fusionados. Se
apreciara que una vez construidos, los polipéptidos de fusidén pueden derivatizarse segun los métodos descritos en
el presente documento.

En una realizacién adicional de la invencion, el polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 2 se fusiona con uno o mas dominios de una region Fc de IgG humana. Los anticuerpos comprenden dos partes
funcionalmente independientes, un dominio variable conocido como “Fab”, que se une a un antigeno, y un dominio
constante conocido como “Fc¢”, que participa en funciones efectoras tales como activacion de complemento y ataque
mediante células fagociticas. Un Fc tiene una larga semivida en suero, mientras que un Fab tiene una vida corta.
Capon et al., 1989, Nature 337: 525-31. Cuando se construye junto con una proteina terapéutica, un dominio Fc
puede proporcionar una semivida mas larga o incorporar funciones tales como unién a receptor de Fc, unién a
proteina A, fijacidon a complemento, y quizas incluso transferencia en la placenta /d. La tabla Il resume el uso de
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determinadas fusiones de Fc conocidas en la técnica.

Tabla Il

Forma de Fc

Fusioén de Fc con proteinas terapéuticas

Pareja de fusion

Implicaciones terapéuticas

Referencia

1gG1

Extremo N-terminal de

Enfermedad de Hodgkin;

Patente  estadounidense

CD30-L linfoma anaplasico; n.° 5.480.981
leucemia de células T
Fcy2a murino IL-10 Antiinflamatorio; rechazo | Zheng et al, 1995, J.
de trasplante Immunol. 154: 5590-600

1gG1 Receptor de TNF Choque séptico Fisher et al, 1996, N.
Engl. J. Med. 334: 1697-
1702; Van Zee et al,
1996, J. Immunol. 156:

2221-30
1gG, IgA, IgM, o IgE Receptor de TNF Inflamacion, trastornos Patente  estadounidense

(excluyendo el
primer dominio)

autoinmunitarios

n.° 5.808.029

1gG1 Receptor de CD4 SIDA Capon et al., 1989, Nature
337: 525-31
IgG1, 1gG3 Extremo N-terminal de IL-2 Anticancerigeno, antiviral Harvill et al, 1995,
Immunotech. 1: 95-105
IgG1 Extremo C-terminal de OPG Osteoartritis; densidad Documento WO 97/23614
Osea
1gG1 Extremo N-terminal de Antiobesidad Documento PCT/US
leptina 97/23183, presentado el
11 de diciembre de 1997
IgCy1 humana CTLA-4 Trastornos Linsley, 1991, J. Exp.

autoinmunitarios

Med., 174: 561-69

En un ejemplo, puede fusionarse una region de bisagra, CH2 y CH3 de IgG humana o bien en el amino terminal o
bien en el carboxilo terminal de los polipéptidos B7-L usando métodos conocidos por el experto en la técnica. En otro
ejemplo, puede fusionarse una regién de bisagra, CH2 y CH3 de IgG humana o bien en el amino terminal o bien en
el carboxilo terminal de un fragmento de polipéptido B7-L (por ejemplo, la parte extracelular predicha de polipéptido
B7-L).

El polipéptido de fusién B7-L resultante puede purificarse mediante el uso de una columna de afinidad de proteina A.
Se ha encontrado que los péptidos y proteinas fusionados con una region Fc muestran una semivida in vivo
sustancialmente superior a la del equivalente no fusionado. Ademas, una fusién a una regién Fc permite la
dimerizacién/multimerizacion del polipéptido de fusidon. La region Fc puede ser una region Fc que se produce de
manera natural, o puede alterarse para mejorar determinadas cualidades, tales como cualidades terapéuticas,
tiempo de circulaciéon o agregacioén reducida.

La identidad y similitud de moléculas de acido nucleico y polipéptidos relacionados se calculan facilmente mediante
métodos conocidos. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a, los descritos en Computational Molecular Biology
(A. M. Lesk, ed., Oxford University Press 1988); Biocomputing: Informatics and Genome Projects (D. W. Smith, ed.,
Academic Press 1993); Computer Analysis of Sequence Data (Part 1, A. M. Griffin y H. G. Griffin, eds., Humana
Press 1994); G. von Heinle, Sequence Analysis in Molecular Biology (Academic Press 1987); Sequence Analysis
Primer (M. Gribskov y J. Devereux, eds., M. Stockton Press 1991); y Carillo et al., 1988, SIAM J Applied Math., 48:
1073.

Métodos preferidos para determinar la identidad y/o similitud estan disefiados para proporcionar la mayor
coincidencia entre las secuencias sometidas a prueba. Se describen métodos para determinar la identidad y similitud
en programas informaticos disponibles para el publico. Los métodos de programa informético preferidos para
determinar la identidad y similitud entre dos secuencias incluyen, pero no se limitan a, el paquete de programas
GCG, que incluye GAP (Devereux et al., 1984, Nucleic Acids Res. 12: 387; Genetics Computer Group, University of
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Wisconsin, Madison, WI), BLASTP, BLASTN, y FASTA (Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215: 403-10). El programa
BLASTX esta disponible al publico en el Centro nacional de informacion en biotecnologia (NCBI) y otras fuentes
(Altschul et al., BLAST Manual (NCB NLM NIH, Bethesda, MD); Altschul et al., 1990, citado anteriormente). También
puede usarse el algoritmo de Smith Waterman bien conocido para determinar la identidad.

Determinados esquemas de alineacion para alinear dos secuencias de aminoacidos pueden dar como resultado la
coincidencia de tan so6lo una regioén corta de las dos secuencias, y esta pequefia region alineada puede tener una
identidad de secuencia muy alta aunque no haya relacion significativa entre las dos secuencias de longitud
completa. Por consiguiente, en una realizacion preferida, el método de alineacion seleccionado (programa GAP)
dara como resultado una alineacion que abarca al menos 50 aminoacidos contiguos del polipéptido reivindicado.

Por ejemplo, usando el algoritmo informatico GAP (Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Madison,
WI), se alinean dos polipéptidos para los cuales debe determinarse el porcentaje de identidad de secuencia para
obtener una coincidencia 6ptima de sus aminoacidos respectivos (la “extensiéon con coincidencia”, segun se
determina por el algoritmo). Se usan una penalizacion por apertura de hueco (que se calcula como 3X la diagonal
promedio; la “diagonal promedio” es el promedio de la diagonal de la matriz de comparacion que se usa; la
“diagonal” es la puntuaciéon o el numero asignado a cada coincidencia de aminoéacido perfecta por la matriz de
comparacioén particular) y una penalizacion por extension de hueco (que es habitualmente 0,1X la penalizacién por
apertura de hueco), asi como una matriz de comparacion tal como PAM 250 o BLOSUM 62, junto con el algoritmo.
También se usa una matriz de comparacion convencional por el algoritmo (véase Dayhoff et al., 5 Atlas of Protein
Sequence and Structure (Sup. 3 1978) (matriz de comparacion PAM250); Henikoff et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci
USA 89: 10915-19 (matriz de comparacién BLOSUM 62)).

Los parametros preferidos para la comparacion de secuencias de polipéptidos incluyen los siguientes:
Algoritmo: Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443-53;

Matriz de comparaciéon: BLOSUM 62 (Henikoff et al., citado anteriormente);

Penalizacion por hueco: 12

Penalizacion por longitud de hueco: 4

Umbral de similitud: 0

El programa GAP es Uutil con los parametros anteriores. Los parametros mencionados anteriormente son los
parametros por defecto para comparaciones de polipéptidos (junto con ninguna penalizacién para huecos
terminados) usando el algoritmo GAP.

Los parametros preferidos para la comparacion de secuencias de moléculas acido nucleico incluyen los siguientes:
Algoritmo: Needleman y Wunsch, citado anteriormente;

Matriz de comparacion: coincidencias = +10, coincidencia erréonea = 0

Penalizacion por hueco: 50

Penalizacién por longitud de hueco: 3

El programa GAP también es util con los parametros anteriores. Los parametros mencionados anteriormente son los
parametros por defecto para comparaciones de moléculas de acido nucleico.

Pueden usarse otros algoritmos, penalizaciones por apertura de huecos, penalizaciones por extension de huecos,
matrices de comparacion y umbrales de similitud a modo de ejemplo, incluyendo los expuestos en el manual del
programa, paquete Wisconsin, version 9, septiembre de 1997. Las elecciones particulares que deben realizarse
resultaran evidentes para los expertos en la técnica y dependeran de la comparacion especifica que debe realizarse,
tal como ADN con ADN, proteina con proteina, proteina con ADN; y adicionalmente, de si la comparacion es entre
pares de secuencias dados (en cuyo caso se prefieren generalmente GAP o BestFit) o entre una secuencia y una
gran base de datos de secuencias (en cuyo caso se prefiere FASTA o BLASTA).

Moléculas de acido nucleico

Las moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de un
polipéptido B7-L pueden obtenerse faciimente de una variedad de maneras incluyendo, sin limitacion, sintesis
quimica, exploracion de biblioteca de ADNc o gendmica, exploracion de biblioteca de expresién, y/o amplificacion
por PCR de ADNc.

Los métodos de ADN recombinante usados en el presente documento son generalmente los expuestos en
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) y/o Current
Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds., Green Publishers Inc. y Wiley and Sons 1994). La invencion
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proporciona moléculas de acido nucleico tal como se describe en el presente documento y métodos para obtener
tales moléculas.

Cuando se ha identificado un gen que codifica la secuencia de aminoacidos de un polipéptido B7-L a partir de una
especie, puede usarse la totalidad o parte de ese gen como sonda para identificar ortélogos o genes relacionados de
la misma especie. Las sondas o los cebadores pueden usarse para explorar bibliotecas de ADNc de diversas
fuentes tisulares que se cree que expresan el polipéptido B7-L. Ademas, también puede usarse la totalidad o parte
de una molécula de acido nucleico que tiene la secuencia tal como se expone en SEQ ID NO: 1 para explorar una
biblioteca gendmica para identificar y aislar un gen que codifica la secuencia de aminoacidos de un polipéptido B7-L.
Normalmente, se emplearan condiciones de rigurosidad moderada o alta para explorar para minimizar el numero de
falsos positivos obtenidos en la exploracion.

También pueden identificarse moléculas de acido nucleico que codifican la secuencia de aminoacidos de
polipéptidos B7-L mediante clonacion de expresion que emplea la deteccion de clones positivos basandose en una
propiedad de la proteina expresada. Normalmente, se exploran bibliotecas de acido nucleico mediante la union de
un anticuerpo u otra pareja de unién (por ejemplo, receptor o ligando) a proteinas clonadas que se expresan y se
presentan en la superficie de una célula huésped. El anticuerpo o la pareja de unién se modifica con un marcador
detectable para identificar las células que expresan el clon deseado.

Pueden seguirse técnicas de expresion recombinante realizadas segun las descripciones expuestas a continuacion
para producir estos polinucleétidos y para expresar los polipéptidos codificados. Por ejemplo, insertando una
secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de un polipéptido B7-L en un vector
apropiado, un experto en la técnica puede producir facilmente grandes cantidades de la secuencia de nucleétidos
deseada. Las secuencias pueden usarse entonces para generar sondas de deteccioén o cebadores de amplificacion.
Alternativamente, puede insertarse un polinucleétido que codifica la secuencia de aminoacidos de un polipéptido B7-
L en un vector de expresién. Introduciendo el vector de expresion en un huésped apropiado, puede producirse el
polipéptido B7-L codificado en grandes cantidades.

Otro método para obtener una secuencia de acido nucleico adecuada es la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). En este método, se prepara ADNc a partir de poli (A)+ARN o ARN total usando la enzima transcriptasa
inversa. Entonces se afiaden dos cebadores, normalmente complementarios a dos regiones separadas de ADNc
que codifica la secuencia de aminoacidos de un polipéptido B7-L, al ADNc junto con una polimerasa tal como
polimerasa de Taq, y la polimerasa amplifica la region de ADNc entre los dos cebadores.

Otro medio de preparacién de una molécula de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de un
polipéptido B7-L es la sintesis quimica usando métodos bien conocidos por el experto en la técnica tales como los
descritos por Engels et al., 1989, Angew. Chem. Intl. Ed. 28: 716-34. Estos métodos incluyen, entre otros, los
métodos de fosfotriéster, fosforamidita, y H-fosfonato para la sintesis de acido nucleico. Un método preferido para tal
sintesis quimica es la sintesis soportada en polimero usando quimica de fosforamidita convencional. Normalmente,
el ADN que codifica la secuencia de aminoacidos de un polipéptido B7-L tendra varios cientos de nucledtidos de
longitud. Pueden sintetizarse acidos nucleicos de mas de aproximadamente 100 nucleétidos como varios fragmentos
usando estos métodos. Entonces pueden ligarse los fragmentos juntos para formar la secuencia de nucleétidos de
longitud completa de un gen B7-L. Habitualmente, el fragmento de ADN que codifica el extremo amino terminal del
polipéptido tendra un ATG, que codifica un resto de metionina. Esta metionina puede estar presente o no en la forma
madura del polipéptido B7-L, dependiendo de si el polipéptido producido en la célula huésped esta disefiado para
secretarse de esa célula. También pueden usarse otros métodos conocidos por el experto en la técnica.

En determinadas realizaciones, las variantes de acido nucleico contienen codones que se han alterado para una
expresion optima de un polipéptido B7-L en una célula huésped dada. Las alteraciones de codones particulares
dependeran del polipéptido B7-L y la célula huésped seleccionada para la expresion. Tal “optimizacién de codén”
puede llevarse a cabo mediante una variedad de métodos, por ejemplo, seleccionando codones que se prefieren
para su uso en genes altamente expresados en una célula huésped dada. Pueden usarse algoritmos informaticos
que incorporan tablas de frecuencia de codones tales como “Eco_high.Cod” para la preferencia de codones de
genes bacterianos altamente expresados y se proporcionan por el paquete de la Universidad de Wisconsin, versiéon
9.0 (Genetics Computer Group, Madison, WI). Otras tablas de frecuencia de codones utiles incluyen
“Celegans_high.cod”, “Celegans_low.cod”, “Drosophila_high.cod”, “Human_high.cod”, “Maize_high.cod”, vy
“Yeast_high.cod”.

En algunos casos, puede ser deseable preparar moléculas de acido nucleico que codifican variantes de polipéptido
B7-L. Pueden producirse moléculas de acido nucleico que codifican variantes usando mutagénesis dirigida al sitio,
amplificacion por PCR u otros métodos apropiados, en los que el/los cebador(es) tiene(n) las mutaciones puntuales
deseadas (véase Sambrook et al., citado anteriormente, y Ausubel et al., citado anteriormente, para descripciones
de técnicas de mutagénesis). También puede usarse sintesis quimica usando métodos descritos por Engels et al.,
citado anteriormente, para preparar tales variantes. También pueden usarse otros métodos conocidos por el experto
en la técnica.
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Vectores y células huésped

Se inserta una molécula de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de un polipéptido B7-L en un
vector de expresion apropiado usando técnicas de ligacidon convencionales. El vector se selecciona normalmente
para que sea funcional en la célula huésped particular empleada (es decir, el vector es compatible con la maquinaria
de la célula huésped de tal manera que puede producirse la amplificacion del gen y/o la expresion del gen). Puede
amplificarse/expresarse una molécula de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de un polipéptido
B7-L en células huésped procariotas, de levadura, de insecto (sistemas de baculovirus) y/o eucariotas. La seleccion
de la célula huésped dependera en parte de si debe modificarse tras la traduccion un polipéptido B7-L (por ejemplo,
glicosilarse y/o fosforilarse). Si es asi, son preferibles células huésped de levadura, de insecto o de mamifero. Para
una revision de vectores de expresion, véase Meth. Enz., vol. 185 (D. V. Goeddel, ed., Academic Press 1990).

Normalmente, los vectores de expresion usados en cualquiera de las células huésped contendran secuencias para
el mantenimiento de plasmidos y para la clonacién y expresion de secuencias de nucledtidos exdgenas. Tales
secuencias, denominadas colectivamente “secuencias flanqueantes” en determinadas realizaciones, incluiran
normalmente una o mas de las siguientes secuencias de nucleétidos: un promotor, una o mas secuencias
potenciadoras, un origen de replicacion, una secuencia de terminacién transcripcional, una secuencia de intron
completo que contiene un sitio de corte y empalme dador y aceptor, una secuencia que codifica una secuencia lider
para la secrecion del polipéptido, un sitio de union a ribosoma, una secuencia de poliadenilacion, una region de
poliligador para insertar el acido nucleico que codifica el polipéptido que va a expresarse, y un elemento marcador
seleccionable. Cada una de estas secuencias se comenta a continuacion.

Opcionalmente, el vector puede contener una secuencia codificante de “etiqueta”, es decir, una molécula de
oligonucledtido ubicada en el extremo 5 o 3’ de la secuencia codificante del polipéptido B7-L; la secuencia de
oligonucledtido codifica poliHis (tal como hexaHis), u otra “etiqueta” tal como FLAG, HA (hemaglutinina del virus de
la gripe), o myc para la que existen anticuerpos comercialmente disponibles. Esta etiqueta se fusiona normalmente
con el polipéptido tras la expresion del polipéptido, y puede servir como medio para la purificacion por afinidad del
polipéptido B7-L a partir de la célula huésped. La purificacién por afinidad puede lograrse, por ejemplo, mediante
cromatografia en columna usando anticuerpos frente a la etiqueta como matriz de afinidad. Opcionalmente, la
etiqueta puede retirarse posteriormente del polipéptido B7-L purificado mediante diversos medios tales como usando
determinadas peptidasas para la escision.

Las secuencias flanqueantes pueden ser homoélogas (es decir, de la misma especie y/o cepas que la célula
huésped), heterdlogas (es decir, de una especie distinta de la especie o cepa de la célula huésped), hibridas (es
decir, una combinacién de secuencias flanqueantes de mas de una fuente), o sintéticas, o las secuencias
flanqueantes pueden ser secuencias nativas que funcionan normalmente para regular la expresion del polipéptido
B7-L. Como tal, la fuente de una secuencia flanqueante puede ser cualquier organismo procariota o eucariota,
cualquier organismo vertebrado o invertebrado, o cualquier planta, siempre que la secuencia flanqueante sea
funcional en, y pueda activarse por, la maquinaria de la célula huésped.

Pueden obtenerse secuencias flanqueantes utiles en los vectores de esta invencion mediante cualquiera de diversos
métodos bien conocidos en la técnica. Normalmente, las secuencias flanqueantes Utiles en el presente documento
(distintas de las secuencias flanqueantes del gen B7-L) se habran identificado previamente mediante mapeo y/o
mediante digestion con endonucleasas de restriccion y por tanto pueden aislarse de la fuente tisular apropiada
usando las endonucleasas de restriccion apropiadas. En algunos casos, puede conocerse la secuencia de
nucleotidos completa de una secuencia flanqueante. En este caso, la secuencia flanqueante puede sintetizarse
usando los métodos descritos en el presente documento para la sintesis o clonacion de acido nucleico.

Cuando se conoce la totalidad o soélo una parte de la secuencia flanqueante, puede obtenerse usando PCR y/o
mediante exploracidon de una biblioteca gendémica con un oligonucleétido y/o fragmento de secuencia flanqueante
adecuado de la misma especie o de otra. Cuando no se conoce la secuencia flanqueante, puede aislarse un
fragmento de ADN que contiene una secuencia flanqueante a partir de un trozo mas grande de ADN que puede
contener, por ejemplo, una secuencia codificante o incluso otro gen o genes. Puede lograrse el aislamiento mediante
digestién con endonucleasa de restriccién para producir el fragmento de ADN apropiado seguido por aislamiento
usando purificacion en gel de agarosa, columna de cromatografia Qiagen® (Chatsworth, CA) u otros métodos
conocidos por el experto en la técnica. La seleccion de enzimas adecuadas para lograr este fin resultara facilmente
evidente para un experto en la técnica.

Un origen de replicacion es normalmente una parte de los vectores de expresion procariotas comercialmente
adquiridos, y el origen ayuda en la amplificacion del vector en una célula huésped. La amplificacién del vector hasta
un determinado numero de copias puede ser importante, en algunos casos, para la expresion 6ptima de un
polipéptido B7-L. Si el vector de eleccion no contiene un sitio de origen de replicacion, puede sintetizarse uno
quimicamente basandose en una secuencia conocida y ligarse en el vector. Por ejemplo, el origen de replicacion del
plasmido pBR322 (New England Biolabs, Beverly, MA) es adecuado para la mayoria de las bacterias gram-
negativas y diversos origenes (por ejemplo, SV40, polioma, adenovirus, virus de estomatitis vesicular (VEV), o virus
del papiloma tales como VPH o VPB) son Utiles para los vectores de clonacion en células de mamiferos.
Generalmente, el componente de origen de replicacidon no es necesario para vectores de expresion de mamiferos
(por ejemplo, el origen de SV40 se usa con frecuencia sélo porque contiene el promotor temprano).
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Una secuencia de terminacion de la transcripcion se encuentra ubicada normalmente en 3’ del extremo de una
region codificante de polipéptido y sirve para terminar la transcripcion. Habitualmente, una secuencia de terminacion
de la transcripcion en células procariotas es un fragmento rico en G-C seguido por una secuencia de poli-T. Aunque
la secuencia se clona facilmente a partir de una biblioteca o incluso se adquiere comercialmente como parte de un
vector, también puede sintetizarse facilmente usando métodos para la sintesis de acido nucleico tales como los
descritos en el presente documento.

Un elemento de gen de marcador seleccionable codifica una proteina necesaria para la supervivencia y el
crecimiento de una célula huésped que crece en un medio de cultivo selectivo. Los genes de marcadores de
seleccion tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia frente a antibidticos u otras toxinas, por ejemplo,
ampicilina, tetraciclina, o kanamicina para células huésped procariotas; (b) complementan deficiencias auxotréficas
de la célula; o (c) suministran nutrientes criticos no disponibles a partir de medios complejos. Marcadores
seleccionables preferidos son el gen de resistencia a kanamicina, el gen de resistencia a ampicilina y el gen de
resistencia a tetraciclina. También puede usarse un gen de resistencia a neomicina para la seleccion en células
huésped procariotas y eucariotas.

Pueden usarse otros genes de seleccion para amplificar el gen que se expresara. La amplificacion es el proceso en
el que los genes que estan en mayor demanda para la produccion de una proteina critica para el crecimiento se
reiteran en tandem dentro de los cromosomas de generaciones sucesivas de células recombinantes. Ejemplos de
marcadores seleccionables adecuados para células de mamiferos incluyen dihidrofolato reductasa (DHFR) y timidina
cinasa. Los transformantes de células de mamiferos se colocan bajo presion de seleccidon en la que sélo los
transformantes estan Unicamente adaptados para sobrevivir gracias al gen de seleccidon presente en el vector. La
presién de seleccién se impone cultivando las células transformadas en condiciones en las que la concentracion del
agente de seleccion en el medio se cambia sucesivamente, conduciendo asi a la amplificacion tanto del gen de
seleccion como del ADN que codifica un polipéptido B7-L. Como resultado, se sintetizan cantidades aumentadas de
polipéptido B7-L a partir del ADN amplificado.

Habitualmente es necesario un sitio de union a ribosoma para el inicio de la traduccion de ARNm y se caracteriza
por una secuencia de Shine-Dalgarno (procariotas) o una secuencia de Kozak (eucariotas). El elemento se
encuentra ubicado normalmente en 3’ con respecto al promotor y en 5’ con respecto a la secuencia codificante de un
polipéptido B7-L que va a expresarse. La secuencia de Shine-Dalgarno es variada pero normalmente es una
polipurina (es decir, que tiene un alto contenido en A-G). Se han identificado muchas secuencias de Shine-Dalgarno,
cada una de las cuales puede sintetizarse facilmente usando métodos expuestos en el presente documento y usarse
en un vector procariota.

Puede usarse una secuencia lider, o sefial, para dirigir un polipéptido B7-L al exterior de la célula huésped.
Normalmente, una secuencia de nucledtidos que codifica la secuencia sefial se encuentra colocada en la region
codificante de una molécula de acido nucleico B7-L, o directamente en el extremo 5 de una region codificante de
polipéptido B7-L. Se han identificado muchas secuencias sefial, y puede usarse cualquiera de las que son
funcionales en la célula huésped seleccionada junto con una molécula de acido nucleico B7-L. Por tanto, una
secuencia sefial puede ser homdloga (que se produce de manera natural) o heteréloga con respecto a la molécula
de acido nucleico B7-L. Adicionalmente, una secuencia sefal puede sintetizarse quimicamente usando métodos
descritos en el presente documento. En la mayoria de los casos, la secrecion de un polipéptido B7-L a partir de la
célula huésped mediante la presencia de un péptido sefal dard como resultado la eliminacion del péptido sefial del
polipéptido B7-L secretado. La secuencia sefial puede ser un componente del vector, o puede ser una parte de una
molécula de acido nucleico B7-L que se inserta en el vector.

Se incluye dentro del alcance de esta invencion el uso de o bien una secuencia de nucleétidos que codifica una
secuencia sefal de polipéptido B7-L nativa unida a una region codificante de polipéptido B7-L o bien una secuencia
de nucledtidos que codifica una secuencia sefial heteréloga unida a una region codificante de polipéptido B7-L. La
secuencia sefal heter6loga seleccionada debe ser una que se reconoce y se procesa, es decir, se escinde por una
sefial peptidasa, por la célula huésped. Para células huésped procariotas que no reconocen y procesan la secuencia
sefial de polipéptido B7-L nativa, se sustituye la secuencia sefial por una secuencia sefal procariota seleccionada,
por ejemplo, del grupo de lideres de fosfatasa alcalina, penicilinasa, o enterotoxina Il termoestable. Para la secrecion
de levadura, la secuencia sefial de polipéptido B7-L nativa puede sustituirse por lideres de invertasa, factor alfa o
fosfatasa acida de levadura. En la expresion en células de mamiferos, la secuencia sefial nativa es satisfactoria,
aunque otras secuencias sefial de mamiferos pueden ser adecuadas.

En algunos casos, tales como cuando se desea la glicosilacion en un sistema de expresion de célula huésped
eucariota, pueden manipularse las diversas secuencias previas para mejorar la glicosilacion o el rendimiento. Por
ejemplo, puede alterarse el sitio de escision de peptidasa de un péptido sefial particular, o afiadirse secuencias
posteriores, que también pueden afectar a la glicosilacion. El producto de proteina final puede tener, en la posicion
-1 (con respecto al primer aminoacido de la proteina madura) uno o mas aminoacidos adicionales que inciden en la
expresion, que pueden no haberse retirado totalmente. Por ejemplo, el producto de proteina final puede tener uno o
dos restos de aminoacido encontrados en el sitio de escision de la peptidasa, unidos al extremo amino terminal.
Alternativamente, el uso de algunos sitios de escision por enzimas puede dar como resultado una forma ligeramente
truncada del polipéptido B7-L deseado, si la enzima corta en tal zona dentro del polipéptido maduro.
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En muchos casos, la transcripcion de una molécula de acido nucleico se aumenta mediante la presencia de uno o
mas intrones en el vector; esto es particularmente cierto cuando se produce un polipéptido en células huésped
eucariotas, especialmente células huésped de mamifero. Los intrones usados pueden producirse de manera natural
dentro del gen B7-L especialmente cuando el gen usado es una secuencia gendmica de longitud completa o
fragmento de la misma. Cuando el intrén no se produce de manera natural dentro del gen (como para la mayoria de
los ADNCc), el intrén puede obtenerse de otra fuente. La posicién del intron con respecto a las secuencias
flanqueantes y el gen B7-L es generalmente importante, ya que el intron debe transcribirse para ser eficaz. Por
tanto, cuando esta transcribiéndose una molécula de ADNc de B7-L, la posicién preferida para el intrén es 3’ con
respecto al sitio de inicio de la transcripcion y 5’ con respecto a la secuencia de terminacion de la transcripcion poli-
A. Preferiblemente, el intron o los intrones se encontraran ubicados a un lado o al otro (es decir, en 5’ 0 en 3’) del
ADNCc de tal manera que no interrumpan la secuencia codificante. Puede usarse cualquier intrén de cualquier fuente,
incluyendo organismos virales, procariotas y eucariotas (planta o animal), para la practica de esta invencion, siempre
que sea compatible con la célula huésped en la que se inserta. También se incluyen en el presente documento
intrones sintéticos. Opcionalmente, puede usarse mas de un intrén en el vector.

Los vectores de expresion y clonacion de la presente invencion contendran normalmente un promotor que se
reconoce por el organismo huésped y esta operativamente unido a la molécula que codifica el polipéptido B7-L. Los
promotores son secuencias no transcritas ubicadas aguas arriba (es decir, en sentido 5’) del codén de iniciacion de
un gen estructural (generalmente dentro de aproximadamente 100 a 1000 pb) que controlan la transcripcion del gen
estructural. Los promotores se agrupan convencionalmente en una de dos clases: promotores inducibles y
promotores constitutivos. Los promotores inducibles inician niveles aumentados de transcripcion a partir de ADN
bajo su control en respuesta a algun cambio en las condiciones de cultivo, tales como la presencia o ausencia de un
nutriente o un cambio en la temperatura. Los promotores constitutivos, por otro lado, inician la producciéon de
producto génico continua; es decir, hay poco o ningun control sobre la expresién génica. Se conocen bien un gran
numero de promotores, reconocidos por una variedad de posibles células huésped. Un promotor adecuado se une
operativamente al ADN que codifica el polipéptido B7-L retirando el promotor del ADN original mediante digestion
con enzimas de restriccion e insercidon de la secuencia promotora deseada en el vector. La secuencia promotora de
B7-L nativa puede usarse para dirigir la amplificacion y/o la expresion de una molécula de acido nucleico B7-L. Sin
embargo, se prefiere un promotor heterélogo si permite una mayor transcripcion y mayores rendimientos de la
proteina expresada en comparacién con el promotor nativo, y si es compatible con el sistema de célula huésped que
se ha seleccionado para su uso.

Promotores adecuados para su uso con huéspedes procariotas incluyen los sistemas de promotor de beta-
lactamasa y lactosa; fosfatasa alcalina; un sistema de promotor de triptéfano (trp); y promotores hibridos tales como
el promotor tac. Otros promotores bacterianos conocidos también son adecuados. Sus secuencias se han publicado,
permitiendo asi a un experto en la técnica ligarlos a la secuencia de ADN deseada, usando ligadores o adaptadores
segun sea necesario para proporcionar cualquier sitio de restriccién util.

En la técnica también se conocen bien promotores adecuados para su uso con levaduras. Se usan ventajosamente
potenciadores de levaduras con promotores de levadura. Se conocen bien los promotores adecuados para su uso
con células huésped de mamifero e incluyen, pero no se limitan a, los obtenidos a partir de los genomas de virus
tales como virus del polioma, virus de la viruela aviar, adenovirus (tal como adenovirus 2), virus del papiloma bovino,
virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, retrovirus, virus de la hepatitis B y lo mas preferiblemente virus del simio 40
(SV40). Otros promotores de mamifero adecuados incluyen promotores de mamifero heterélogos, por ejemplo,
promotores de choque térmico y el promotor de actina.

Promotores adicionales que pueden ser de interés en el control de la expresion del gen B7-L incluyen, pero no se
limitan a: la regiéon de promotor temprano de SV40 (Bernoist y Chambon, 1981, Nature 290: 304-10); el promotor de
CMV; el promotor contenido en la repeticion terminal larga en 3’ del virus del sarcoma de Rous (Yamamoto, et al.,
1980, Cell 22: 787-97); el promotor de timidina cinasa del herpes (Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
78: 1444-45); las secuencias reguladoras del gen de metalotionina (Brinster et al., 1982, Nature 296: 39-42);
vectores de expresion procariotas tales como el promotor de beta-lactamasa (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A., 75: 3727-31); o el promotor tac (DeBoer et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A,, 80: 21-25).
También resultan interesantes las siguientes regiones de control transcripcional de animales, que muestran
especificidad de tejido y se han utilizado en animales transgénicos: la regidon de control del gen de la elastasa | que
es activa en células acinares pancreaticas (Swift et al., 1984, Célula 38: 639-46; Ornitz et al., 1986, Cold Spring
Harbor Symp. Quant. Biol. 50: 399-409 (1986); MacDonald, 1987, Hepatology 7: 425-515); la region de control del
gen de la insulina que es activa en células beta pancreaticas (Hanahan, 1985, Nature 315: 115-22); la region de
control del gen de la inmunoglobulina que es activa en células linfoides (Grossched! et al., 1984, Cell 38: 647-58;
Adames et al., 1985, Nature 318: 53338; Alexander et al., 1987, Mol. Cell. Biol., 7: 1436-44); la region de control del
virus de tumor de mama del ratén que es activa en células testiculares, de mama, linfoides y mastocitos (Leder et al.,
1986, Cell 45: 485-95); la region de control del gen de la albumina que es activa en el higado (Pinkert et al., 1987,
Genes and Devel. 1: 268-76); la region de control del gen de la alfa-feto-proteina que es activa en el higado
(Krumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol., 5: 163948; Hammer et al., 1987, Science 235: 53-58); la region de control del
gen de la 1-antitripsina alfa que es activa en el higado (Kelsey et al., 1987, Genes and Devel. 1: 161-71); la regidn
de control del gen de la beta-globina que es activa en células mieloides (Mogram et al., 1985, Nature 315: 338-40;
Kollias et al., 1986, Célula 46: 89-94); la regién de control del gen de la proteina basica mielina que es activa en
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oligodendrocitos en el cerebro (Readhead et al., 1987, Cell 48: 703-12); la regién de control del gen de la cadena
ligera 2 de la miosina que es activa en el musculo esquelético (Sani, 1985, Nature 314: 283-86); y la region de
control del gen de la hormona de liberacién gonadotrépica que es activa en el hipotalamo (Mason et al., 1986,
Science 234: 1372-78).

Puede insertarse una secuencia potenciadora en el vector para aumentar la transcripcion de un ADN que codifica un
polipéptido B7-L de la presente invencion por eucariotas superiores. Los potenciadores son elementos que actian
en cis de ADN, en general de aproximadamente 10-300 pb de longitud, que actian sobre el promotor para aumentar
la transcripcion. Los potenciadores son relativamente independientes de la orientacion y la posicion. Se han
encontrado en 5’ y en 3’ con respecto a la unidad de transcripcion. Se conocen varias secuencias potenciadoras
disponibles de genes de mamiferos (por ejemplo, globina, elastasa, albumina, alfa-feto-proteina e insulina). Sin
embargo, normalmente se usara un potenciador de un virus. El potenciador de SV40, el potenciador del promotor
temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma, y potenciadores de adenovirus son elementos
potenciadores a modo de ejemplo para la activacién de promotores eucariotas. Aunque un potenciador puede
someterse a corte y empalme en el interior del vector en una posicién en 5 o en 3’ con respecto a una molécula de
acido nucleico B7-L, normalmente se encuentra ubicado en un sitio en 5’ con respecto al promotor.

Pueden construirse vectores de expresion de la invencion a partir de un vector de partida tal como un vector
comercialmente disponible. Tales vectores pueden contener o no todas las secuencias flanqueantes deseadas.
Cuando una o mas de las secuencias flanqueantes descritas en el presente documento no estan ya presentes en el
vector, pueden obtenerse individualmente y ligarse en el vector. Un experto en la técnica conoce bien los métodos
usados para obtener cada una de las secuencias flanqueantes.

Los vectores preferidos para poner en practica esta invencién son aquellos compatibles con células huésped
bacterianas, de insectos y de mamiferos. Tales vectores incluyen, entre otros, pCRII, pCR3, y pcDNA3,1 (Invitrogen,
San Diego, CA), pBSIl (Stratagene, La Jolla, CA), pET15 (Novagen, Madison, WI), pGEX (Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ), pEGFP-N2 (Clontech, Palo Alto, CA), pETL (BlueBacll, Invitrogen), pDSR-alfa (publicacion
internacional n.° WO 90/14363) y pFastBacDual (Gibco-BRL, Grand Island, NY).

Vectores adecuados adicionales incluyen, pero no se limitan a, césmidos, plasmidos o virus modificados, pero se
apreciara que el sistema de vector debe ser compatible con la célula huésped seleccionada. Tales vectores incluyen,
pero no se limitan a, plasmidos tales como derivados del plasmido Bluescript® (un fagémido basado en ColE1 de alto
nimero de copias; Stratagene Cloning Systems, La Jolla CA), plasmidos de clonacion por PCR disefiados para
clonar productos de PCR amplificados por Taq (por ejemplo, TOPO™ TA CIoning® Kit y derivados del plasmido
PCR2.1%; Invitrogen), y vectores de mamifero, de levadura o de virus tales como un sistema de expresiéon de
baculovirus (derivados del plasmido pBacPAK; Clontech).

Tras haberse construido el vector y haberse insertado una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido
B7-L en el sitio apropiado del vector, puede insertarse el vector completado en el interior de una célula huésped
adecuada para su amplificacién y/o expresion del polipéptido. La transformacion de un vector de expresion para un
polipéptido B7-L en una célula huésped seleccionada puede lograrse mediante métodos bien conocidos incluyendo
métodos tales como transfeccion, infeccion, cloruro de calcio, electroporacion, microinyeccion, lipofeccion, método
de DEAE-dextrano u otras técnicas conocidas. El método seleccionado dependera en parte del tipo de célula
huésped que va a usarse. El experto en la técnica conoce bien estos métodos y otros métodos adecuados, y se
exponen, por ejemplo, en Sambrook et al., citado anteriormente.

Las células huésped pueden ser células huésped procariotas (tales como E. coli) o células huésped eucariotas (tales
como una célula de levadura, de insecto o de vertebrado). La célula huésped, cuando se cultiva en condiciones
apropiadas, sintetiza un polipéptido B7-L que puede recogerse posteriormente del medio de cultivo (si la célula
huésped lo secreta en el medio) o directamente de la célula huésped que lo produce (si no se secreta). La seleccion
de una célula huésped apropiada dependera de diversos factores, tales como niveles de expresién deseados,
modificaciones de polipéptido que son deseables o necesarias para la actividad (tales como glicosilacion o
fosforilacion) y facilidad de plegamiento para dar una molécula biolégicamente activa.

En la técnica se conocen varias células huésped adecuadas y muchas estan disponibles de la Coleccion Americana
de Cultivos Tipo (ATCC), Manassas, VA. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a, células de mamifero, tales como
células de ovario de hamster chino (CHO), células CHO DHFR (-) (Urlaub et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
97: 4216-20), células 293T o 293 de rifidn embrionario humano (HEK), o células 3T3. La seleccion de células
huésped de mamifero adecuadas y métodos para la transformacion, el cultivo, la amplificacién, la seleccion, la
produccién de producto y la purificacion se conocen bien en la técnica. Otras lineas de células de mamifero
adecuadas son las lineas de células COS-1 y COS-7 de mono, y la linea de células CV-1. Células huésped de
mamifero a modo de ejemplo adicionales incluyen lineas de células de primate y lineas de células de roedores,
incluyendo lineas de células transformadas. También son adecuadas células diploides normales, cepas celulares
derivadas del cultivo in vitro de tejido primario, asi como explantes primarios. Las células candidatas pueden ser
genotipicamente deficientes en el gen de seleccidon, o pueden contener un gen de seleccion que actia
dominantemente. Ofras lineas de células de mamifero adecuadas incluyen, pero no se limitan a, células N2A de
neuroblastoma de ratéon, Hela, células L-929 de ratén, lineas 3T3 derivadas de ratones Swiss, Balb-c o NIH, lineas
de células de hamster BHK o HaK. Los expertos en la técnica de la expresion de proteinas conocen y disponen de
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cada una de estas lineas celulares.

Las células bacterianas también son similarmente Utiles como células huésped adecuadas para la presente
invencién. Por ejemplo, las diversas cepas de E. coli (por ejemplo, HB101, DH5a, DH10, y MC1061) se conocen
bien como células huésped en el campo de la biotecnologia. También pueden emplearse en este método diversas
cepas de B. subtilis, Pseudomonas spp., otros Bacillus spp., Streptomyces spp., y similares.

También estan disponibles muchas cepas de células de levadura conocidas por los expertos en la técnica como
células huésped para la expresion de los polipéptidos de la presente invencion. Células de levadura preferidas
incluyen, por ejemplo, Saccharomyces cerivisae y Pichia pastoris.

Adicionalmente, cuando se desea, pueden utilizarse sistemas de células de insectos en los métodos de la presente
invencion. Tales sistemas se describen, por ejemplo, en Kitts et al., 1993, Biotechniques, 14: 810-17; Lucklow, 1993,
Curr. Opin. Biotechnol. 4: 564-72; y Lucklow et al., 1993, J; Virol., 67: 4566-79. Células de insecto preferidas son Sf-
9y Hi5 (Invitrogen).

También pueden usarse animales transgénicos para expresar polipéptidos B7-L glicosilados. Por ejemplo, puede
usarse un animal transgénico productor de leche (una vaca o una cabra, por ejemplo) y obtener el presente
polipéptido glicosilado en la leche del animal. También pueden usarse plantas para producir polipéptidos B7-L, sin
embargo, en general, la glicosilacion que se produce en plantas es diferente de la que se produce en células de
mamifero, y puede dar como resultado un producto glicosilado que no es adecuado para el uso terapéutico en seres
humanos.

Produccién de polipéptido

Pueden cultivarse células huésped que comprenden un vector de expresion de polipéptido B7-L usando medios
convencionales bien conocidos por el experto en la técnica. Los medios contendran habitualmente todos los
nutrientes necesarios para el crecimiento y la supervivencia de las células. Medios adecuados para cultivar células
E. coli incluyen, por ejemplo, caldo Luria (LB) y/o caldo Terrific (TB). Medios adecuados para cultivar células
eucariotas incluyen medio 1640 del Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640), medio esencial minimo (MEM) y/o
medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), todos los cuales pueden complementarse con suero y/o factores
de crecimiento segun sea necesario para la linea celular particular que esta cultivandose. Un medio adecuado para
cultivos de insecto es el medio de Grace complementado con Yeastolate, hidrolizado de lactoalbumina y/o suero de
ternero fetal segun sea necesario.

Normalmente, se afiade un antibiético u otro compuesto Util para el crecimiento selectivo de células transfectadas o
transformadas como complemento a los medios. El compuesto que va a usarse vendra dictado por el elemento
marcador seleccionable presente en el plasmido con el que se transformo la célula huésped. Por ejemplo, cuando el
elemento marcador seleccionable es resistencia a kanamicina, el compuesto afiadido al medio de cultivo sera
kanamicina. Otros compuestos para el crecimiento selectivo incluyen ampicilina, tetraciclina y neomicina.

La cantidad de un polipéptido B7-L producido por una célula huésped puede evaluarse usando métodos
convencionales conocidos en la técnica. Tales métodos incluyen, sin limitacién, analisis por inmunotransferencia de
tipo Western, electroforesis en SDS-gel de poliacrilamida, electroforesis en gel no desnaturalizante, separacion por
cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC), inmunoprecipitacion, y/o ensayos de actividad tales como
ensayos de retardo en gel por unién de ADN.

Si se ha disefiado un polipéptido B7-L para secretarse de las células huésped, la mayoria del polipéptido puede
encontrarse en el medio de cultivo celular. Sin embargo, si el polipéptido B7-L no se secreta de las células huésped,
estara presente en el citoplasma y/o el nucleo (para células huésped eucariotas) o en el citosol (para células
huésped de bacterias gram-negativas).

Para un polipéptido B7-L situado en el citoplasma y/o el nucleo de la célula huésped (para células huésped
eucariotas) o en el citosol (para células huésped bacterianas), el material intracelular (incluyendo cuerpos de
inclusién para bacterias gram-negativas) puede extraerse de la célula huésped usando cualquier técnica
convencional conocida por el experto en la técnica. Por ejemplo, pueden someterse las células huésped a lisis para
liberar el contenido del periplasmal/citoplasma mediante prensa francesa, homogenizacion y/o sonicacion seguido
por centrifugacion.

Si un polipéptido B7-L ha formado cuerpos de inclusion en el citosol, los cuerpos de inclusién pueden unirse con
frecuencia a las membranas celulares interna y/o externa y por tanto se encontraran principalmente en el material de
sedimento tras la centrifugacion. El material de sedimento puede tratarse entonces a pH extremos o con un agente
caotrépico tal como un detergente, guanidina, derivados de guanidina, urea, o derivados de urea en presencia de un
agente reductor tal como ditiotreitol a pH alcalino o tris-carboxietil-fosfina a pH acido para liberar, romper y solubilizar
los cuerpos de inclusion. Entonces puede analizarse el polipéptido B7-L solubilizado usando electroforesis en gel,
inmunoprecipitacién, o similares. Si se desea aislar el polipéptido B7-L, el aislamiento puede lograrse usando
métodos convencionales tales como los descritos en el presente documento y en Marston et al., 1990, Meth. Enz.,
182: 264-75.
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En algunos casos, un polipéptido B7-L puede no ser biolégicamente activo tras el aislamiento. Pueden usarse
diversos métodos para “replegar” o convertir el polipéptido en su estructura terciaria y generar puentes disulfuro para
restaurar la actividad bioldgica. Tales métodos incluyen exposicion del polipéptido solubilizado a un pH
habitualmente superior a 7 y en presencia de una concentracion particular de un caotropo. La seleccién de caotropo
es muy similar a las elecciones usadas para la solubilizacién de los cuerpos de inclusion, pero habitualmente el
caotropo se usa a una concentracion inferior y no es necesariamente el mismo que los caotropos usados para la
solubilizacién. En la mayoria de los casos la disolucion de repliegue/oxidacion también contendra un agente reductor
o el agente reductor mas su forma oxidada en una razén especifica para generar un potencial redox particular que
permite que se produzca una reorganizacion de puentes disulfuro en la formacién de los puentes de cisteina de la
proteina. Algunos de los pares redox cominmente usados incluyen cisteina/cistamina, glutatiéon (GSH)/ditiobis-GSH,
cloruro cuprico, ditiotreitol (DTT)/ditiano-DTT, y 2-2-mercaptoetanol (bME)/ditio-b(ME). En muchos casos, puede
usarse o puede necesitarse un codisolvente para aumentar la eficacia del repliegue, y los reactivos mas comunes
usados para este fin incluyen glicerol, polietilenglicol de diversos pesos moleculares, arginina y similares.

Si no se forman cuerpos de inclusién en un grado significativo tras la expresion de un polipéptido B7-L, entonces el
polipéptido se encontrara principalmente en el sobrenadante tras la centrifugacion del homogeneizado celular. El
polipéptido puede aislarse adicionalmente del sobrenadante usando métodos tales como los descritos en el presente
documento.

La purificacion de un polipéptido B7-L de la disolucién puede lograrse usando una variedad de técnicas. Si el
polipéptido se ha sintetizado de tal manera que contiene una etiqueta tal como hexahistidina (polipéptido B7-
L/hexaHis) u otro péptido pequerio tal como FLAG (Eastman Kodak Co., New Haven, CT) o myc (Invitrogen) en su
extremo o bien carboxilo o bien amino terminal, puede purificarse en un procedimiento de una etapa haciendo pasar
la disolucion a través de una columna de afinidad en la que la matriz de la columna tiene una alta afinidad por la
etiqueta.

Por ejemplo, la polihistidina se une con gran afinidad y especificidad al niquel. Por tanto, puede usarse una columna
de afinidad de niquel (tal como las columnas de niquel de Qiagen®) para la purificacion del polipéptido B7-L/poliHis.
Véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology §10.11.8 (Ausubel et al., eds., Green Publishers Inc. y
Wiley and Sons 1993).

Adicionalmente, pueden purificarse polipéptidos B7-L mediante el uso de un anticuerpo monoclonal que puede
reconocer y unirse especificamente a un polipéptido B7-L.

Otros procedimientos adecuados para la purificacién incluyen, sin limitacion, cromatografia de afinidad,
cromatografia de inmunoafinidad, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de exclusiéon molecular, HPLC,
electroforesis (incluyendo electroforesis en gel nativo) seguida por elucion en gel, e isoelectroenfoque preparativo
(maquina/técnica “Isoprime”, Hoefer Scientific, San Francisco, CA). En algunos casos, pueden combinarse dos o
mas técnicas de purificacion para lograr una pureza aumentada.

También pueden prepararse polipéptidos B7-L mediante métodos de sintesis quimica (tales como sintesis de
péptidos en fase solida) usando técnicas conocidas en la técnica tales como las expuestas por Merrifield et al., 1963,
J. Am. Chem. Soc. 85: 2149; Houghten et al., 1985, Proc Natl Acad. Sci. USA 82: 5132; y Stewart y Young, Solid
Phase Peptide Synthesis (Pierce Chemical Co. 1984). Tales polipéptidos pueden sintetizarse con o sin una
metionina en el extremo amino terminal. Los polipéptidos B7-L quimicamente sintetizados pueden oxidarse usando
métodos expuestos en esas referencias para formar puentes disulfuro. Se espera que los polipéptidos B7-L
quimicamente sintetizados tengan una actividad biolégica comparable a los polipéptidos B7-L correspondientes
producidos de manera recombinante o purificados a partir de fuentes naturales, y por tanto pueden usarse de
manera intercambiable con un polipéptido B7-L natural o recombinante.

Otros medios de obtencion del polipéptido B7-L es mediante purificacién a partir de muestras bioldgicas tales como
tejidos y/o fluidos fuente en los que se encuentra de manera natural el polipéptido B7-L. Tal purificacién puede
realizarse usando métodos para la purificaciéon de proteinas tal como se describe en el presente documento. La
presencia del polipéptido B7-L durante la purificacion puede monitorizarse, por ejemplo, usando un anticuerpo
preparado contra polipéptido B7-L producido de manera recombinante o fragmentos peptidicos del mismo.

En la técnica se conocen varios métodos adicionales para producir acidos nucleicos y polipéptidos, y los métodos
pueden usarse para producir polipéptidos que tienen especificidad por el polipéptido B7-L. Véase, por ejemplo,
Roberts et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 94: 12297-303, que describe la produccion de proteinas de fusion
entre un ARNm y su péptido codificado. Véase también, Roberts, 1999, Curr. Opin. Chem. Biol. 3: 268-73.
Adicionalmente, la patente estadounidense n.° 5.824.469 describe métodos para obtener oligonucleétidos que
pueden llevar a cabo una funcion biolégica especifica. El procedimiento implica generar una combinacion
heterogénea de oligonucledtidos, que tienen cada uno una secuencia aleatorizada en 5, una secuencia
preseleccionada central, y una secuencia aleatorizada en 3’. La combinacion heterogénea resultante se introduce en
una poblacion de células que no muestran la funcién biolégica deseada. Entonces se examinan subpoblaciones de
las células para seleccionar las que muestran una funcion bioldgica predeterminada. A partir de esa subpoblacién,
se aislan oligonucleotidos que pueden llevar a cabo la funcién biolégica deseada.
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Las patentes estadounidenses n.”® 5.763.192; 5.814.476; 5.723.323 y 5.817.483 describen procedimientos para
producir péptidos o polipéptidos. Esto se realiza produciendo genes estocasticos o fragmentos de los mismos, y
después introduciendo esos genes en células huésped que producen una o mas proteinas codificadas por los genes
estocasticos. Entonces se examinan las células huésped para identificar los clones que producen péptidos o
polipéptidos que tienen la actividad deseada.

Otro método para producir péptidos o polipéptidos se describe en la publicacion internacional n.° W099/15650,
presentada por Athersys, Inc. Conocido como “Random Activation of Gene Expression for Gene Discovery” (RAGE-
GD), el procedimiento implica la activacién de la expresion de genes enddgenos o la sobreexpresion de un gen
mediante métodos de recombinacion in situ. Por ejemplo, se activa o aumenta la expresion de un gen enddgeno
integrando una secuencia reguladora en la célula diana que puede activar la expresion del gen mediante
recombinacion no homdloga o ilegitima. En primer lugar se somete el ADN diana a radiacion, y se inserta un
promotor genético. Eventualmente el promotor localiza una rotura en la parte frontal de un gen, iniciando la
transcripcion del gen. Esto da como resultado la expresién del péptido o polipéptido deseado.

Se apreciara que estos métodos también pueden usarse para crear bibliotecas de expresion de polipéptido B7-L
exhaustivas, que posteriormente pueden usarse para la seleccion fenotipica de alto rendimiento en una variedad de
ensayos, tales como ensayos bioquimicos, ensayos celulares y ensayos en organismos completos (por ejemplo,
planta, ratén, etc.).

Sintesis

Los expertos en la técnica apreciaran que las moléculas de acido nucleico y polipéptido tal como se describen en el
presente documento pueden producirse mediante medios recombinantes y otros.

Agentes de union selectiva / anticuerpos

El término “agente de union selectiva” se refiere a una molécula que tiene especificidad para uno o mas polipéptidos
B7-L. Los agentes de union selectiva adecuados incluyen anticuerpos y derivados de los mismos. Pueden
prepararse anticuerpos adecuados usando métodos conocidos en la técnica. Un anticuerpo selectivo para
polipéptido B7-L a modo de ejemplo de la presente invencion puede unirse a una determinada parte del polipéptido
B7-L inhibiendo asi la unién del polipéptido a un receptor de polipéptido B7-L.

Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo que se unen a polipéptidos B7-L estan dentro del alcance de la presente
invencion. Los anticuerpos pueden ser policlonales incluyendo policlonal monoespecifico; monoclonal (AcM);
recombinante; quimérico; humanizado, tal como con injerto de region determinante de la complementariedad (CDR);
humano; de cadena sencilla; y/o biespecifico; asi como fragmentos; variantes; o derivados de los mismos. Los
fragmentos de anticuerpo incluyen las partes del anticuerpo que se unen a un epitopo en el polipéptido B7-L.
Ejemplos de tales fragmentos incluyen fragmentos Fab y F(ab’) generados mediante escision enzimatica de
anticuerpos de longitud completa. Otros fragmentos de union incluyen los generados mediante técnicas de ADN
recombinante, tales como la expresion de plasmidos recombinantes que contienen secuencias de acido nucleico que
codifican regiones variables de anticuerpos.

Los anticuerpos policlonales dirigidos contra un polipéptido B7-L se producen generalmente en animales (por
ejemplo, conejos o ratones) por medio de multiples inyecciones subcutaneas o intraperitoneales de polipéptido B7-L
y un adyuvante. Puede ser util conjugar un polipéptido B7-L con una proteina portadora que es inmunogénica en la
especie que va a inmunizarse, tal como hemocianina de lapa californiana, suero, albumina, tiroglobulina bovina, o
inhibidor de tripsina de semilla de soja. Ademas, se usan agentes de agregacion tales como alumbre para potenciar
la respuesta inmunitaria. Tras la inmunizacion, se extrae sangre de los animales y se somete el suero a ensayo para
determinar el titulo de anticuerpos anti-B7-L.

Se producen anticuerpos monoclonales dirigidos contra polipéptidos B7-L usando cualquier método que proporcione
la produccién de moléculas de anticuerpo mediante lineas celulares continuas en cultivo. Ejemplos de métodos
adecuados para preparar anticuerpos monoclonales incluyen los métodos del hibridoma de Kohler et al., 1975,
Nature 256: 495-97 y el método del hibridoma de células B humanas (Kozbor, 1984, J. Immunol. 133: 3001; Brodeur
et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications 51-63 (Marcel Dekker, Inc., 1987). La invencion
también proporciona lineas celulares de hibridoma que producen anticuerpos monoclonales reactivos con
polipéptidos B7-L.

Los anticuerpos monoclonales de la invencion pueden modificarse para su uso como productos terapéuticos. Una
realizaciéon es un anticuerpo “quimérico” en el que una parte de la cadena pesada (H) y/o ligera (L) es idéntica u
homadloga a una secuencia correspondiente en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a
una clase o subclase de anticuerpos particular, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es idéntico u homdlogo a
una secuencia correspondiente en anticuerpos derivados de otra especie 0 que pertenecen a otra clase o subclase
de anticuerpos. También se incluyen fragmentos de tales anticuerpos, siempre que muestren la actividad bioldgica
deseada. Véase la patente estadounidense n.° 4.816.567; Morrison et al., 1985, Proc. Natl. Acad Sci. 81: 6851-55.

En otra realizacion, un anticuerpo monoclonal de la invencién es un anticuerpo “humanizado”. En la técnica se
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conocen bien métodos para humanizar anticuerpos no humanos. Véase las patentes estadounidenses n.®® 5.585.089
y 5.693.762. Generalmente, un anticuerpo humanizado tiene uno o mas restos de aminoacido introducidos en el
mismo procedentes de una fuente que no es humana. La humanizaciéon puede realizarse, por ejemplo, usando
métodos descritos en la técnica (Jones ef al., 1986, Nature 321: 522-25; Riechmann et al., 1998, Nature 332: 323-
27; Verhoeyen et al., 1988, Science 239: 1534-36), sustituyendo al menos una parte de una regién determinante de
la complementariedad de roedor por las regiones correspondientes de un anticuerpo humano.

La invencion también abarca anticuerpos humanos que se unen a polipéptidos B7-L. Usando animales transgénicos
(por ejemplo, ratones) que pueden producir un repertorio de anticuerpos humanos en ausencia de produccion de
inmunoglobulina enddgena, se producen tales anticuerpos mediante inmunizaciéon con un antigeno de polipéptido
B7-L (es decir, que tiene al menos 6 aminoacidos contiguos), opcionalmente conjugado con un portador. Véase, por
ejemplo, Jakobovits et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. 90: 2551-55; Jakobovits et al., 1993, Nature 362: 255-58;
Bruggermann et al, 1993, Year in Immuno. 7: 33. En un método, tales animales transgénicos se producen
incapacitando los loci endégenos que codifican cadenas de inmunoglobulina pesada y ligera en los mismos, e
insertando loci que codifican proteinas de cadena pesada y ligera humanas en el genoma de los mismos. Entonces
se cruzan animales parcialmente modificados (es decir, los que tienen menos que el complemento completo de
modificaciones) para obtener un animal que tenga todas las modificaciones del sistema inmunitario deseadas.
Cuando se administra un inmunogeno, estos animales transgénicos producen anticuerpos con secuencias de
aminoacidos humanas (en vez de, por ejemplo, murinas), incluyendo regiones variables que son inmunoespecificas
para esos antigenos. Véanse las solicitudes internacionales n.” PCT/US96/05928 y PCT/US93/06926. Se describen
métodos adicionales en la patente estadounidense n.° 5.545.807, las solicitudes internacionales n.°® PCT/US91/245
y PCT/GB89/01207, y en las patentes europeas n.°° 546073B1 y 546073A1. También pueden producirse anticuerpos
humanos mediante la expresion de ADN recombinante en células huésped o mediante expresion en células de
hibridoma tal como se describe en el presente documento.

En una realizacion alternativa, también pueden producirse anticuerpos humanos a partir de bibliotecas de
presentacion en fagos (Hoogenboom et al., 1991, J. Mol. Biol. 227: 381; Marks et al., 1991, J. Mol. Biol. 222: 581).
Estos procesos imitan la seleccion inmunitaria mediante la presentacion de repertorios de anticuerpos sobre la
superficie de bacteriéfagos filamentosos, y posterior seleccion de fago mediante su unién a un antigeno de eleccion.
Una de tales técnicas se describe en la solicitud internacional n.° PCT/US98/17364, que describe el aislamiento de
anticuerpos agonistas funcionales y de alta afinidad para receptores de MPL y msk usando tal enfoque.

Los anticuerpos quiméricos, con injerto de CDR y humanizados se producen normalmente mediante métodos
recombinantes. Se introducen acidos nucleicos que codifican los anticuerpos en células huésped y se expresan
usando materiales y procedimientos descritos en el presente documento. En una realizacion preferida, los
anticuerpos se producen en células huésped de mamifero, tales como células CHO. Pueden producirse anticuerpos
monoclonales (por ejemplo, humanos) mediante la expresion de ADN recombinante en células huésped o mediante
la expresion en células de hibridoma tal como se describe en el presente documento.

Los anticuerpos anti-B7-L de la invencion pueden emplearse en cualquier método de ensayo conocido, tal como
ensayos de union competitiva, ensayos de tipo sandwich directos e indirectos y ensayos de inmunoprecipitacion
(Sola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques 147-158 (CRC Press, Inc., 1987)) para la detecciéon y
cuantificacion de polipéptidos B7-L. Los anticuerpos se uniran a polipéptidos B7-L con una afinidad que es apropiada
para el método de ensayo que esta empleandose.

Para aplicaciones de diagndstico, en determinadas realizaciones, pueden marcarse anticuerpos anti-B7-L con un
resto detectable. El resto detectable puede ser uno cualquiera que puede producir, o bien directa o bien
indirectamente, una sefial detectable. Por ejemplo, el resto detectable puede ser un radiosiétopo, tal como 3H, 14C,
¥p Bg 1) 91 My o Ga; un compuesto fluorescente o quimioluminiscente, tal como isotiocianato de
fluoresceina, rodamina o luciferina; o una enzima, tal como fosfatasa alcalina, B-galactosidasa o peroxidasa del
rabano (Bayer, et al., 1990, Meth. Enz. 184: 138-63).

Los ensayos de unidn competitiva se basan en la capacidad de un patron marcado (por ejemplo, un polipéptido B7-
L, o una parte inmunolégicamente reactiva del mismo) para competir con el analito de muestra de prueba (un
polipéptido B7-L) para unirse con una cantidad limitada de anticuerpo anti-B7-L. La cantidad de un polipéptido B7-L
en la muestra de prueba es inversamente proporcional a la cantidad de patrén que se une a los anticuerpos. Para
facilitar la determinacion de la cantidad de patron que se une, normalmente se insolubilizan los anticuerpos antes o
después de la competicion, de modo que el patron y el analito que estan unidos a los anticuerpos pueden separarse
convenientemente del patrén y el analito que permanece sin unirse.

Los ensayos de tipo sandwich implican normalmente el uso de dos anticuerpos, cada uno que puede unirse a una
parte inmunogénica diferente, o epitopo, de la proteina que va a detectarse y/o cuantificarse. En un ensayo de tipo
sandwich, el analito de muestra de prueba se une normalmente a un primer anticuerpo que esta inmovilizado en un
soporte solido, y posteriormente un segundo anticuerpo se une al analito, formando asi un complejo de tres partes
insoluble. Véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 4.376.110. El segundo anticuerpo puede estar marcado
en si mismo con un resto detectable (ensayos de tipo sandwich directos) o puede medirse usando un anticuerpo
anti-inmunoglobulina que esta marcado con un resto detectable (ensayos de tipo sandwich indirectos). Por ejemplo,
un tipo de ensayo de tipo sandwich es un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), en cuyo caso el
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resto detectable es una enzima.

Los anticuerpos anti-B7-L, también son utiles para la obtencion de imagenes in vivo. Puede administrarse un
anticuerpo marcado con un resto detectable a un animal, preferiblemente en el torrente sanguineo, y someterse a
ensayo la presencia y ubicacion del anticuerpo marcado en el huésped. El anticuerpo puede marcarse con cualquier
resto que pueda detectarse en un animal, ya sea mediante resonancia magnética nuclear, radiologia u otros medios
de deteccion conocidos en la técnica.

Los anticuerpos de la invencién pueden usarse como terapéuticos. Estos agentes terapéuticos son generalmente
agonistas o antagonistas, porque o bien potencian o bien reducen, respectivamente, al menos una de las actividades
biologicas de un polipéptido B7-L. En una realizacién, los anticuerpos antagonistas de la invencion son anticuerpos o
fragmentos de unién de los mismos que pueden unirse especificamente a un polipéptido B7-L y que pueden inhibir o
eliminar la actividad funcional de un polipéptido B7-L in vivo o in vitro. En realizaciones preferidas, el agente de unién
selectiva, por ejemplo, un anticuerpo antagonista, inhibira la actividad funcional de un polipéptido B7-L en al menos
aproximadamente el 50%, y preferiblemente en al menos aproximadamente el 80%. En otra realizacién, el agente de
union selectiva puede ser un anticuerpo anti-polipéptido B7-L que puede interaccionar con una pareja de unién de
polipéptido B7-L (un ligando o receptor) inhibiendo o eliminando asi la actividad de polipéptido B7-L in vitro o in vivo.
Los agentes de union selectiva, incluyendo anticuerpos anti-polipéptido B7-L agonistas y antagonistas, se identifican
mediante ensayos de seleccién que se conocen bien en la técnica.

Micromatrices

Se apreciara que puede utilizarse la tecnologia de micromatriz de ADN segun la presente invencion. Las
micromatrices de ADN son matrices de alta densidad en miniatura de acidos nucleicos ubicados sobre un soporte
sélido, tal como vidrio. Cada celda o elemento dentro de la matriz contiene numerosas copias de una Unica especie
de acido nucleico que actua como diana para la hibridacion con una secuencia de acido nucleico complementaria
(por ejemplo, ARNm). En la obtencion de perfiles de expresion usando tecnologia de micromatriz de ADN, en primer
lugar se extrae ARNm de una muestra celular o tisular y después se convierte enzimaticamente en ADNc marcado
fluorescentemente. Este material se hibrida con la micromatriz y se elimina el ADNc no unido mediante lavado.
Entonces se visualiza la expresion de genes diferenciados representados en la matriz cuantificando la cantidad de
ADNc marcado que se une especificamente a cada molécula de acido nucleico diana. De esta manera, puede
cuantificarse la expresion de miles de genes de una manera paralela, con alto rendimiento, a partir de una unica
muestra de material biolégico.

Esta obtencién de perfiles con alto rendimiento tiene una amplia gama de aplicaciones con respecto a las moléculas
de B7-L de la invencion, incluyendo, pero sin limitarse a: la identificacion y validacidon de genes relacionados con
enfermedades de B7-L como dianas para productos terapéuticos; toxicologia molecular de moléculas de B7-L
relacionadas e inhibidores de las mismas; estratificacion de poblaciones y generacién de marcadores sustitutos para
ensayos clinicos; y potenciacion del descubrimiento de farmacos de moléculas pequefias de polipéptidos B7-L
relacionados ayudando en la identificacién de compuestos selectivos en selecciones de alto rendimiento.

Derivados quimicos

Un experto en la técnica puede preparar derivados quimicamente modificados de polipéptidos B7-L, dadas las
divulgaciones descritas en el presente documento. Los derivados de polipéptido B7-L se modifican de una manera
que es diferente, o bien en el tipo o bien en la ubicacion de la moléculas unidas de manera natural al polipéptido. Los
derivados pueden incluir moléculas formadas mediante la delecién de uno o méas grupos quimicos unidos de manera
natural. El polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 puede modificarse mediante
union covalente de uno o mas polimeros. Por ejemplo, el polimero seleccionado es normalmente soluble en agua de
modo que la proteina a la que se une no precipita en un entorno acuoso, tal como un entorno fisiolégico. Dentro del
alcance de polimeros adecuados se incluye una mezcla de polimeros. Preferiblemente, para el uso terapéutico de la
preparacién de producto final, el polimero sera farmacéuticamente aceptable.

Los polimeros pueden ser cada uno de cualquier peso molecular y pueden ser ramificados o no ramificados. Los
polimeros tienen cada uno normalmente un peso molecular promedio de entre aproximadamente 2 kDa y
aproximadamente 100 kDa (indicando el término “aproximadamente” que en preparaciones de un polimero soluble
en agua, algunas moléculas pesaran mas, algunas menos, que el peso molecular mencionado). El peso molecular
promedio de cada polimero es preferiblemente de entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 50 kDa, mas
preferiblemente de entre aproximadamente 12 kDa y aproximadamente 40 kDa y lo mas preferiblemente de entre
aproximadamente 20 kDa y aproximadamente 35 kDa.

Polimeros solubles en agua adecuados o0 mezclas de los mismos incluyen, pero no se limitan a, hidratos de carbono
unidos en N o unidos en O, azucares, fosfatos, polietilenglicol (PEG) (incluyendo las formas de PEG que se han
usado para derivatizar proteinas, incluyendo  mono-(C4-Cy), alcoxi, o ariloxi-polietilenglicol),
monometoxipolietilenglicol, dextrano (tal como dextrano de bajo peso molecular de, por ejemplo, aproximadamente
6 kD), celulosa u otros polimeros a base de hidratos de carbono, poli-(N-vinilpirrolidona)-polietilenglicol,
homopolimeros de propilenglicol, copolimeros de 6xido de polipropileno/éxido de etileno, polioles polioxietilados (por
ejemplo, glicerol), y poli(alcohol vinilico). La presente invencion también abarca moléculas reticuladas bifuncionales
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que pueden usarse para preparar multimeros de polipéptido B7-L unidos covalentemente.

En general, puede realizarse la derivatizaciéon quimica en cualquier condicion adecuada usada para hacer reaccionar
una proteina con una molécula de polimero activada. Los métodos para preparar derivados quimicos de polipéptidos
comprenderan generalmente las etapas de: (a) hacer reaccionar el polipéptido con la molécula de polimero activada
(tal como un derivado de aldehido o éster reactivo de la molécula de polimero) en condiciones en las que el
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 se une a una o mas moléculas de
polimero y (b) obtener los productos de reaccién. Las condiciones de reaccion 6ptimas se determinaran basandose
en parametros conocidos y el resultado deseado. Por ejemplo, cuanto mayor es la razén de molécula de polimeros
con respecto a proteina, mayor es el porcentaje de molécula de polimero unida. En una realizacion, el derivado de
polipéptido B7-L puede tener un unico resto de molécula de polimero en el extremo amino terminal. Véase, por
ejemplo, la patente estadounidense n.° 5.234.784.

La pegilacion de un polipéptido puede llevarse a cabo especificamente usando cualquiera de las reacciones de
pegilacién conocidas en la técnica. Tales reacciones se describen, por ejemplo, en las siguientes referencias:
Francis et al., 1992, Focus on Growth Factors 3: 4-10; patentes europeas n.”® 0154316 y 0401384; y patente
estadounidense n.° 4.179.337. Por ejemplo, la pegilacion puede llevarse a cabo mediante una reaccion de acilacion
0 una reaccion de alquilacién con una molécula de polietilenglicol reactiva (o un polimero soluble en agua reactivo
analogo) tal como se describe en el presente documento. Para las reacciones de acilacién, un polimero
seleccionado debe tener un unico grupo éster reactivo. Para la alquilaciéon reductora, un polimero seleccionado debe
tener un Unico grupo aldehido reactivo. Un aldehido reactivo es, por ejemplo, propionaldehido de polietilenglicol, que
es soluble en agua, o derivados de monoalcoxilo C1-C1o 0 ariloxilo del mismo (véase la patente estadounidense n.°
5.252.714).

En otra realizacion, pueden acoplarse quimicamente polipéptidos B7-L a biotina. Entonces se permite que las
moléculas de biotina/polipéptido B7-L se unan a avidina, dando como resultado moléculas tetravalentes de
avidina/biotina/polipéptido B7-L. Los polipéptidos B7-L también pueden acoplarse covalentemente a dinitrofenol
(DNP) o ftrinitrofenol (TNP) y precipitarse los conjugados resultantes con IgM anti-DNP o anti-TNP para formar
conjugados decaméricos con una valencia de 10.

Generalmente, los estados que pueden aliviarse o0 modularse mediante la administracién de los presentes derivados
de polipéptido B7-L incluyen los descritos en el presente documento para polipéptidos B7-L. Sin embargo, los
derivados de polipéptido B7-L dados a conocer en el presente documento pueden tener actividades adicionales,
actividad bioldgica potenciada o reducida, u otras caracteristicas, tales como semivida aumentada o reducida, en
comparacioén con las moléculas no derivatizadas.

Animales no humanos modificados mediante ingenieria genética

Pueden prepararse animales no humanos tales como ratones, ratas u otros roedores; conejos, cabras, ovejas u
otros animales de granja, en los que se han alterado (es decir, “desactivado”) los genes que codifican polipéptido
B7-L nativo de tal manera que el nivel de expresién de polipéptido B7-L se disminuye significativamente o se elimina
completamente. Tales animales pueden prepararse usando técnicas y métodos tales como los descritos en la
patente estadounidense n.° 5.557.032.

Pueden prepararse animales no humanos tales como ratones, ratas u otros roedores; conejos, cabras, ovejas u
otros animales de granja, en los que el animal sobreexpresa o bien la forma nativa de un gen B7-L para ese animal o
bien un gen B7-L heterdlogo, creando asi un animal “transgénico”. Tales animales transgénicos pueden prepararse
usando métodos bien conocidos tales como los descritos en la patente estadounidense n.° 5.489.743 y la
publicacion internacional n.° WO 94/28122.

En tales animales no humanos, o bien se activa o bien se inactiva el promotor para uno o mas de los polipéptidos
B7-L de la presente invencion (por ejemplo, usando métodos de recombinacion homologa) para alterar el nivel de
expresion de uno o mas de los polipéptidos B7-L nativos.

Estos animales no humanos pueden usarse para seleccidon de candidatos farmacoldgicos. En tal seleccion, puede
medirse el impacto de un candidato farmacolégico sobre el animal. Por ejemplo, los candidatos farmacoldgicos
pueden aumentar o disminuir la expresion del gen B7-L. En determinadas realizaciones, la cantidad de polipéptido
B7-L que se produce puede medirse tras la exposicién del animal al candidato farmacolégico. Adicionalmente, puede
detectarse el impacto real del candidato farmacoldgico sobre el animal. Por ejemplo, la sobreexpresion de un gen
particular puede dar como resultado, o estar asociada con, una enfermedad o estado patoldgico. En tales casos,
puede someterse a prueba la capacidad de un candidato farmacoldgico para reducir la expresion del gen o su
capacidad para prevenir o inhibir un estado patoldgico. En otros ejemplos, la producciéon de un producto metabdlico
particular tal como un fragmento de un polipéptido, puede dar como resultado, o estar asociada con, una
enfermedad o estado patologico. En tales casos, puede someterse a prueba la capacidad del candidato
farmacolégico para disminuir la produccién de tal producto metabdlico o su capacidad para prevenir o inhibir un
estado patoldgico.
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Ensayo de otros moduladores de la actividad del polipéptido B7-L

En algunas situaciones, puede ser deseable identificar moléculas que son moduladoras, es decir, agonistas o
antagonistas, de la actividad de polipéptido B7-L. Pueden identificarse moléculas naturales o sintéticas que modulan
el polipéptido B7-L usando uno o mas ensayos de seleccion, tales como los descritos en el presente documento.
Tales moléculas pueden administrarse o bien de una manera ex vivo o bien de una manera in vivo mediante
inyeccion, o mediante administracion oral, dispositivo de implantacion o similares.

“Molécula de prueba” se refiere a una molécula que esta en evaluacion para determinar su capacidad para modular
(es decir, aumentar o disminuir) la actividad de un polipéptido B7-L. Lo mas comunmente, una molécula de prueba
interaccionara con un polipéptido B7-L. Sin embargo, también se contempla que una molécula de prueba también
puede modular la actividad de polipéptido B7-L indirectamente, tal como afectando a la expresion del gen B7-L, o
uniéndose a una pareja de union de polipéptido B7-L (por ejemplo, receptor o ligando). En una realizacion, una
molécula de prueba se unira a un polipéptido B7-L con una constante de afinidad de al menos aproximadamente
10 M, preferiblemente de aproximadamente 10® M, mas preferiblemente de aproximadamente 10° M, e incluso
mas preferiblemente de aproximadamente 107 m.

Puede incubarse un polipéptido B7-L con una molécula de prueba en condiciones que permiten la interaccion de la
molécula de prueba con un polipéptido B7-L, y se mide el grado de la interaccion. La molécula de prueba puede
seleccionarse en una forma sustancialmente purificada o en una mezcla cruda.

Un agonista o antagonista de polipéptido B7-L puede ser una proteina, péptido, hidrato de carbono, lipido o molécula
de pequefio peso molecular que interacciona con el polipéptido B7-L para regular su actividad. Moléculas que
regulan la expresion del polipéptido B7-L incluyen acidos nucleicos que son complementarios a acidos nucleicos que
codifican un polipéptido B7-L, o son complementarios a secuencias de acido nucleico que dirigen o controlan la
expresion de polipéptido B7-L, y que actuan como reguladores antisentido de la expresion.

Una vez se ha identificado que una molécula de prueba interacciona con un polipéptido B7-L, la molécula puede
evaluarse adicionalmente para determinar su capacidad para aumentar o disminuir la actividad del polipéptido B7-L.
La medicion de la interaccion de una molécula de prueba con polipéptido B7-L puede llevarse a cabo en diversos
formatos, incluyendo ensayos de unién basados en células, ensayos de unién a membrana, ensayos en fase de
disolucion e inmunoensayos. En general, se incuba una molécula de prueba con un polipéptido B7-L durante un
periodo de tiempo especificado, y se determina la actividad del polipéptido B7-L mediante uno o0 mas ensayos para
medir la actividad biolégica.

También puede someterse a ensayo la interaccion de moléculas de prueba con polipéptidos B7-L directamente
usando anticuerpos policlonales o monoclonales en un inmunoensayo. Alternativamente, pueden usarse formas
modificadas de polipéptidos B7-L que contienen las etiquetas de epitopo tal como se describe en el presente
documento en disolucion e inmunoensayos.

En el caso de que los polipéptidos B7-L presenten actividad biolégica mediante una interaccion con una pareja de
union (por ejemplo, un receptor o un ligando), puede usarse una variedad de ensayos in vitro para medir la unién de
un polipéptido B7-L a la correspondiente pareja de unién (tal como un agente de union selectiva, receptor o ligando).
Estos ensayos pueden usarse para examinar moléculas de prueba para determinar su capacidad para aumentar o
disminuir la tasa y/o el grado de unién de un polipéptido B7-L a su pareja de unién. En un ensayo, se inmoviliza un
polipéptido B7-L en los pocillos de una placa de microtitulacion. Entonces pueden afiadirse la pareja de union de
polipéptido B7-L radiomarcada (por ejemplo, pareja de union de polipéptido B7-L yodada) y una molécula de prueba
o bien por separado (en cualquier orden) o bien simultdneamente a los pocillos. Tras la incubacion, pueden lavarse
los pocillos y contarse para determinar la radioactividad, usando un contador de centelleo, para determinar el grado
en el que se une la pareja de unién al polipéptido B7-L. Normalmente, se sometera a prueba una molécula a lo largo
de un intervalo de concentraciones, y puede usarse una serie de pocillos de control que carecen de uno o mas
elementos de los ensayos de prueba para la precision en la evaluacion de los resultados. Una alternativa a este
método implica invertir las “posiciones” de las proteinas, es decir, inmovilizar la pareja de unidn de polipéptido B7-L a
los pocillos de la placa de microtitulacion, incubar con la molécula de prueba y polipéptido B7-L radiomarcado, y
determinar el grado de union de polipéptido B7-L. Véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, chap.
18 (Ausubel et al., eds., Green Publishers Inc. y Wiley and Sons 1995).

Como alternativa al radiomarcado, puede conjugarse un polipéptido B7-L o su pareja de uniéon con biotina, y
entonces puede detectarse la presencia de proteina biotinilada usando estreptavidina unida a una enzima, tal como
peroxidasa del rabano (HRP) o fosfatasa alcalina (AP), que puede detectarse colorimétricamente, o mediante
marcado fluorescente de estreptavidina. También puede usarse un anticuerpo dirigido hacia un polipéptido B7-L o
hacia una pareja de unién de polipéptido B7-L, y que esta conjugado con biotina, para fines de deteccion tras la
incubacién del complejo con estreptavidina unida a enzima unida a AP o HRP.

También puede inmovilizarse un polipéptido B7-L o una pareja de unién de polipéptido B7-L mediante union a perlas
de agarosa, perlas acrilicas u otros tipos de tales sustratos de fase solida inertes. El complejo sustrato-proteina
puede colocarse en una disolucién que contiene la proteina complementaria y el compuesto de prueba. Tras la
incubacién, pueden precipitarse las perlas mediante centrifugacion, y puede evaluarse la cantidad de union entre un
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polipéptido B7-L y su pareja de union usando los métodos descritos en el presente documento. Alternativamente, el
complejo sustrato-proteina puede inmovilizarse en una columna pasando la molécula de prueba y la proteina
complementaria a través de la columna. Entonces puede evaluarse la formacién de un complejo entre un polipéptido
B7-L y su pareja de union usando cualquiera de las técnicas descritas en el presente documento (por ejemplo,
radiomarcaje o union a anticuerpo).

Otro ensayo in vitro que es util para identificar una molécula de prueba que aumenta o disminuye la formacion de un
complejo entre una proteina de unién a polipéptido B7-L y una pareja de union de polipéptido B7-L es un sistema
detector por resonancia de plasmon superficial tal como el sistema de ensayo BlAcore (Pharmacia, Piscataway, NJ).
El sistema BlAcore se utiliza segun especifica el fabricante. Este ensayo implica esencialmente la unién covalente o
bien de polipéptido B7-L o bien de una pareja de unién de polipéptido B7-L a un chip sensor recubierto con dextrano
que se encuentra ubicado en un detector. Entonces pueden inyectarse el compuesto de prueba y la otra proteina
complementaria, o bien simultaneamente o bien secuencialmente, en la camara que contiene el chip sensor. Puede
evaluarse la cantidad de proteina complementaria que se une basandose en el cambio de masa molecular que esta
fisicamente asociada al lado recubierto con dextrano del chip sensor, midiéndose el cambio de masa molecular por
el sistema detector.

En algunos casos, puede ser deseable evaluar dos o mas compuestos de prueba juntos para determinar su
capacidad para aumentar o disminuir la formacion de un complejo entre un polipéptido B7-L y una pareja de union
de polipéptido B7-L. En estos casos, los ensayos expuestos en el presente documento pueden modificarse
facilmente afiadiendo tal(es) compuesto(s) de prueba adicional(es) o bien simultdneamente con, o bien ftras, el
primer compuesto de prueba. El resto de las etapas en el ensayo son tal como se expone en el presente documento.

Pueden usarse ventajosamente ensayos in vitro tales como los descritos en el presente documento para examinar
grandes niumeros de compuestos para determinar un efecto sobre la formacién de un complejo entre un polipéptido
B7-L y una pareja de union de polipéptido B7-L. Los ensayos pueden automatizarse para examinar compuestos
generados en bibliotecas de presentacion en fagos, de péptidos sintéticos y de sintesis quimica.

También pueden seleccionarse compuestos que aumentan o disminuyen la formacion de un complejo entre un
polipéptido B7-L y una pareja de union de polipéptido B7-L en cultivo celular usando células y lineas celulares que
expresan o bien polipéptido B7-L o bien pareja de unién de polipéptido B7-L. Pueden obtenerse células y lineas
celulares de cualquier mamifero, pero preferiblemente seran de fuente humana o de otro primate, de canino o de
roedor. La union de un polipéptido B7-L a células que expresan pareja de union de polipéptido B7-L en la superficie
se evalla en presencia o ausencia de moléculas de prueba, y el grado de unién puede determinarse, por ejemplo,
mediante citometria de flujo usando un anticuerpo biotinilado frente a una pareja de unién de polipéptido B7-L.
Pueden usarse ventajosamente ensayos en cultivo celular para evaluar adicionalmente compuestos con puntuacion
positiva en ensayos de unién a proteina descritos en el presente documento.

También pueden usarse cultivos celulares para examinar el impacto de un candidato farmacoldgico. Por ejemplo, los
candidatos farmacolégicos pueden disminuir o aumentar la expresion del gen B7-L. En determinadas realizaciones,
la cantidad de polipéptido B7-L o un fragmento de polipéptido B7-L que se produce puede medirse tras la exposicion
del cultivo celular al candidato farmacolégico. En determinadas realizaciones, puede detectarse el impacto real del
candidato farmacologico sobre el cultivo celular. Por ejemplo, la sobreexpresion de un gen particular puede tener un
impacto particular sobre el cultivo celular. En tales casos, puede someterse a prueba la capacidad de un candidato
farmacolégico para aumentar o disminuir la expresion del gen o su capacidad para prevenir o inhibir un impacto
particular sobre el cultivo celular. En otros ejemplos, la producciéon de un producto metabdlico particular tal como un
fragmento de un polipéptido, puede dar como resultado, o estar asociada con, una enfermedad o estado patoldgico.
En tales casos, puede someterse a prueba la capacidad de un candidato farmacolégico para disminuir la produccion
de tal producto metabdlico en un cultivo celular.

Internalizacién de proteinas

Puede usarse la secuencia de proteina tfat (de VIH) para internalizar proteinas en una célula. Véase, por ejemplo,
Falwell et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 91: 664-68. Por ejemplo, se ha descrito que una secuencia de 11
aminoacidos (Y-G-R-K-K-R-R-Q-R-R-R; SEQ ID NO: 24) de la proteina tat de VIH (denominada “dominio de
transduccion de proteina” o TAT PDT) media el suministro a través de la membrana citoplasmatica y la membrana
nuclear de una célula. Véase Schwarze et al., 1999, Science 285: 1569-72; y Nagahara et al., 1998, Nat. Med. 4:
1449-52. En estos procedimientos, se preparan constructos de FITC (G-G-G-G-Y-G-R-K-K-R-R-Q-R-R-R marcado
con FITC; SEQ ID NO: 25), que penetran en tejidos tras la administracion intraperitoneal, y se detecta la union de
tales constructos a células mediante analisis de citometria de flujo activada por fluorescencia (FACS). Las células
tratadas con una proteina de fusion fat-B-gal mostraran actividad de p-gal. Tras la inyeccion, puede detectarse la
expresion de una construccion de este tipo en varios tejidos, incluyendo tejido hepético, renal, pulmonar, cardiaco y
cerebral. Se cree que tales construcciones experimentan algun grado de despliegue con el fin de entrar en la célula,
y como tal, pueden requerir un repliegue tras su entrada en la célula.

Por tanto, se apreciara que la secuencia de proteina tat puede usarse para internalizar un polipéptido deseado en
una célula. Por ejemplo, usando la secuencia de proteina tat, puede administrarse por via intracelular un antagonista
de B7-L (tal como un agente de union selectiva anti-B7-L, molécula pequefia, receptor soluble u oligonucleétido
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antisentido) para inhibir la actividad de una molécula de B7-L. Tal como se usa en el presente documento, la
expresion “molécula de B7-L” se refiere tanto a moléculas de acido nucleico B7-L como a polipéptidos B7-L tal como
se define en el presente documento. Cuando se desea, también puede administrarse la propia proteina B7-L
internamente a una célula usando estos procedimientos. Véase también, Straus, 1999, Science 285: 1466-67.

Identificacion de fuente de célula usando el polipéptido B7-L

Segun determinadas realizaciones de la invencién, puede ser Util poder determinar la fuente de un determinado tipo
de célula asociado con un polipéptido B7-L. Por ejemplo, puede ser util determinar el origen de una enfermedad o
estado patolégico como ayuda para seleccionar una terapia apropiada. En determinadas realizaciones, pueden
usarse acidos nucleicos que codifican un polipéptido B7-L como sonda para identificar células tal como se describe
en el presente documento examinando los acidos nucleicos de las células con una sonda de este tipo. En otras
realizaciones, pueden usarse anticuerpos anti-polipéptido B7-L para someter a prueba para determinar a presencia
de polipéptido B7-L en células, y por tanto, determinar si tales células son de los tipos descritos en el presente
documento.

Composiciones de polipéptido B7-L y administracion

Las composiciones terapéuticas estan dentro del alcance de la presente invencion. Tales composiciones
farmacéuticas de polipéptido B7-L pueden comprender una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido B7-L
0 una molécula de acido nucleico B7-L en mezcla con un agente de formulacion farmacéutica o fisiolégicamente
aceptable seleccionado por su idoneidad con el modo de administracion. Las composiciones farmacéuticas pueden
comprender una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas agentes de unién selectiva de polipéptido B7-L en
mezcla con un agente de formulacién farmacéutica o fisiolégicamente aceptable seleccionado por su idoneidad con
el modo de administracion.

Los materiales de formulacion aceptables son preferiblemente no téxicos para los receptores a las dosificaciones y
concentraciones empleadas.

La composicion farmacéutica puede contener materiales de formulacion para modificar, mantener o conservar, por
ejemplo, el pH, osmolaridad, viscosidad, transparencia, color, isotonicidad, olor, esterilidad, estabilidad, tasa de
disolucion o liberacion, adsorcion, o penetracion de la composicion. Materiales de formulacién adecuados incluyen,
pero no se limitan a, aminoacidos (tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina, o lisina), agentes
antimicrobianos, antioxidantes (tales como acido ascérbico, sulfito de sodio, o hidrogenosulfito de sodio), tampones
(tales como borato, bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos, u otros acidos organicos), agentes de carga (tales como
manitol o glicina), agentes quelantes (tales como acido etilendiamina-tetraacético (EDTA)), agentes complejantes
(tales como cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina, o hidroxipropilbeta-ciclodextrina), productos de relleno,
monosacaridos, disacaridos, y otros hidratos de carbono (tales como glucosa, manosa, o dextrinas), proteinas (tales
como albumina sérica, gelatina, o inmunoglobulinas), agentes colorantes, aromatizantes y diluyentes, agentes
emulsionantes, polimeros hidréfilos (tales como polivinilpirrolidona), polipéptidos de bajo peso molecular, contraiones
de formacion de sales (tales como sodio), conservantes (tales como cloruro de benzalconio, acido benzoéico, acido
salicilico, timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, acido sérbico, o peroxido de
hidrogeno), disolventes (tales como glicerina, propilenglicol, o polietilenglicol), alcoholes de azucares (tales como
manitol o sorbitol), agentes de suspension, tensioactivos o agentes humectantes (tales como plurénicos; PEG;
ésteres de sorbitano; polisorbatos tales como polisorbato 20 o polisorbato 80; tritdn; trometamina; lecitina; colesterol
o tiloxapal), agentes potenciadores de la estabilidad (tales como sacarosa o sorbitol), agentes potenciadores de la
tonicidad (tales como haluros de metal alcalino, preferiblemente cloruro de sodio o potasio, o manitol-sorbitol),
vehiculos de administracion, excipientes y/o adyuvantes farmacéuticos. Véase Remington’s Pharmaceutical
Sciences (182 Ed., A. R. Gennaro, ed., Mack Publishing Company 1990).

Un experto en la técnica determinara la composicion farmacéutica 6ptima dependiendo, por ejemplo, de la via de
administracion prevista, el formato de administracion y la dosificacion deseada. Véase, por ejemplo, Remington’s
Pharmaceutical Sciences, citado anteriormente. Tales composiciones pueden influir sobre el estado fisico, la
estabilidad, la tasa de liberacién in vivo, y la tasa de aclaramiento in vivo de la molécula de B7-L.

El portador o vehiculo primario en una composicién farmacéutica puede ser de naturaleza o bien acuosa o bien no
acuosa. Por ejemplo, un vehiculo o portador adecuado para su inyeccion puede ser agua, solucion salina fisioldgica,
o liquido cefalorraquideo artificial, posiblemente complementado con otros materiales comunes en composiciones
para la administracion parenteral. La solucidon salina tamponada neutra o solucion salina mezclada con albumina
sérica son vehiculos adicionales a modo de ejemplo. Otras composiciones farmacéuticas a modo de ejemplo
comprenden tampoén Tris de aproximadamente pH 7,0-8,5, o tampdn acetato de aproximadamente pH 4,0-5,5, que
pueden incluir ademas sorbitol o un sustituto adecuado. En una realizacion de la presente invencién, pueden
prepararse composiciones de polipéptido B7-L para su almacenamiento mezclando la composicidn seleccionada que
tiene el grado deseado de pureza con agentes de formulacion opcionales (Remington’s Pharmaceutical Sciences,
citado anteriormente) en forma de una torta liofilizada o una disolucion acuosa. Ademas, el producto de polipéptido
B7-L puede formularse como liofilizado usando excipientes apropiados tales como sacarosa.

Las composiciones farmacéuticas de polipéptido B7-L pueden seleccionarse para su administracion parenteral.
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Alternativamente, las composiciones pueden seleccionarse para su inhalacion o para su administracion a través del
tubo digestivo, tal como por via oral. La preparacion de tales composiciones farmacéuticamente aceptables esta
dentro de la habilidad del experto en la técnica.

Los componentes de formulacion estan presentes en concentraciones que son aceptables para el sitio de
administracion. Por ejemplo, los tampones se usan para mantener la composicion a pH fisiolégico o a un pH
ligeramente inferior, normalmente dentro de un intervalo de pH de desde aproximadamente 5 hasta
aproximadamente 8.

Cuando se contempla la administracion parenteral, las composiciones terapéuticas para su uso en esta invencion
pueden estar en forma de una disolucién acuosa libre de pirégenos, parenteralmente aceptable, que comprende la
molécula de B7-L deseada en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo particularmente adecuado
para la inyecciéon parenteral es agua destilada estéril en la que se formula una molécula de B7-L como una
disolucion isoténica estéril, apropiadamente conservada. Aun otra preparacién puede implicar la formulacion de la
molécula deseada con un agente, tal como microesferas inyectables, particulas bioerosionables, compuestos
poliméricos (tales como poli(acido lactico) o poli(acido glicélico)), perlas, o liposomas, que proporciona la liberacion
controlada o sostenida del producto que entonces puede administrarse mediante una inyeccion de depoésito.
También puede usarse acido hialurénico, y esto puede tener el efecto de fomentar la duraciéon sostenida en la
circulacion. Otros medios adecuados para la introduccion de la molécula deseada incluyen dispositivos de
administracion de farmacos implantables.

En una realizacién, puede formularse una composicion farmacéutica para su inhalacion. Por ejemplo, puede
formularse polipéptido B7-L como un polvo seco para su inhalacién. También pueden formularse disoluciones de
inhalacién de polipéptido B7-L o molécula de acido nucleico con un propelente para la administracién como aerosol.
En aun otra realizacion, pueden nebulizarse disoluciones. La administracion pulmonar se describe adicionalmente en
la publicacion internacional n.° WO 94/20069, que describe la administracion pulmonar de proteinas quimicamente
modificadas.

También se contempla que determinadas formulaciones puedan administrarse por via oral. En una realizacion de la
presente invencion, pueden formularse polipéptidos B7-L que se administran de esta manera con o sin los vehiculos
habitualmente usados en la preparacién de formas farmacéuticas soélidas tales como comprimidos y capsulas. Por
ejemplo, puede disefiarse una capsula para liberar la parte activa de la formulacién en el punto en el tracto
gastrointestinal en el que se maximiza la biodisponibilidad se minimiza la degradacion presistémica. Pueden incluirse
agentes adicionales para facilitar la absorcion del polipéptido B7-L. También pueden emplearse diluyentes,
aromatizantes, ceras de bajo punto de fusion, aceites vegetales, lubricantes, agentes de suspensién, agentes
disgregantes de comprimidos, y aglutinantes.

Otra composicidon farmacéutica puede implicar una cantidad eficaz de polipéptidos B7-L en una mezcla con
excipientes no téxicos que son adecuados para la fabricacion de comprimidos. Disolviendo los comprimidos en agua
estéril, u otro vehiculo apropiado, pueden prepararse disoluciones en forma de dosis unitaria. Los excipientes
adecuados incluyen, pero no se limitan a, diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio, carbonato o
bicarbonato de sodio, lactosa, o fosfato de calcio; o agentes aglutinantes, tales como almidén, gelatina, o goma
arabiga; o agentes lubricantes tales como estearato de magnesio, acido estearico, o talco.

Composiciones farmacéuticas de polipéptido B7-L adicionales resultaran evidentes para los expertos en la técnica,
incluyendo formulaciones que implican polipéptidos B7-L en formulaciones de administracion sostenida o controlada.
Los expertos en la técnica también conocen técnicas para formular una variedad de otros medios de administracion
sostenida o controlada, tales como vehiculos liposémicos, microparticulas bioerosionables o perlas porosas e
inyecciones de deposito. Véase, por ejemplo, la solicitud internacional n.° PCT/US93/00829, que describe la
liberacion controlada de microparticulas porosas para la administraciéon de composiciones farmacéuticas.

Ejemplos adicionales de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices poliméricas semipermeable en
forma de articulos conformados, por ejemplo peliculas o microcapsulas. Las matrices de liberacion sostenida pueden
incluir poliésteres, hidrogeles, polilactidas (patente estadounidense n.° 3.773.919 y patente europea n.° 058481),
copolimeros de &cido L-glutamico y L-glutamato de gamma-etilo (Sidman et al., 1983, Biopolymers 22: 547-56),
poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) (Langer et al., 1981, J. Biomed. Mater. Res. 15: 167-277 y Langer, 1982, Chem.
Tech. 12: 98-105), etlieno-acetato de vinilo (Langer et al., citado anteriormente) o poli(acido D(-)-3-hidroxibutirico)
(patente europea n.° 133988). Las composiciones de liberacion sostenida también pueden incluir liposomas, que
pueden prepararse mediante cualquiera de varios métodos conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Eppstein et
al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 3688-92; y las patentes europeas n.’® 036676, 088046 y 143949,

Normalmente, la composicién farmacéutica de B7-L que va a usarse para la administracion in vivo debe ser estéril.
Esto puede lograrse mediante filtracion a través de membranas de filtracién estériles. Cuando se liofiliza la
composicion, la esterilizacién usando este método puede realizarse o bien antes, o bien después, de la liofilizacion y
reconstitucion. La composicidon para su administracién parenteral puede almacenarse en forma liofilizada o en una
disolucion. Ademas, las composiciones parenterales se colocan generalmente en un recipiente que tiene un orificio
de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa de disolucién intravenosa o vial que tiene un tapén que puede perforarse
por una aguja de inyeccién hipodérmica.
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Una vez formulada la composicion farmacéutica, puede almacenarse en viales estériles como disolucion,
suspension, gel, emulsién, sélido, o como polvo deshidratado o liofilizado. Tales formulaciones pueden almacenarse
o bien en una forma lista para su uso o bien en una forma (por ejemplo, liofilizada) que requiere su reconstitucion
antes de la administracion.

La cantidad eficaz de una composicién farmacéutica de B7-L que debe emplearse terapéuticamente dependera, por
ejemplo, del contexto terapéutico y de los objetivos. Un experto en la técnica apreciard que los niveles de
dosificacion apropiados para el tratamiento variaran por tanto dependiendo, en parte, de la molécula administrada, la
indicacion para la que esta usandose la molécula de B7-L, la via de administracion, y el tamafio (peso corporal,
superficie corporal o tamafio de 6rgano) y estado (la edad y salud general) del paciente. Por consiguiente, el médico
puede titular la dosificaciéon y modificar la via de administracion para obtener el efecto terapéutico 6ptimo. Una
dosificacion tipica puede oscilar desde aproximadamente 0,1 pg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg o mas,
dependiendo de los factores mencionados anteriormente. En otras realizaciones, la dosificacion puede oscilar desde
0,1 ug/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg; o desde 1 ug/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg; o desde 5 ug/kg
hasta aproximadamente 100 mg/kg.

La frecuencia de dosificacion dependera de los parametros farmacocinéticos de la molécula de B7-L en la
formulacion que esta usandose. Normalmente, un médico administrara la composiciéon hasta que se alcance una
dosificacion que logra el efecto deseado. Por tanto la composicién puede administrarse como una Unica dosis, como
dos 0 mas dosis (que pueden contener o no la misma cantidad de la molécula deseada) a lo largo del tiempo, o
como una infusion continua mediante un dispositivo de implantacion o catéter. Los expertos en la técnica realizan de
manera rutinaria un refinamiento adicional de la dosificacion apropiada y esta dentro del ambito de las tareas que
realizan de manera rutinaria. Las dosificaciones apropiadas pueden determinarse mediante el uso de datos de
respuesta a la dosis apropiados.

La via de administracion de la composicidon farmacéutica es de acuerdo con métodos conocidos, por ejemplo, por via
oral; mediante inyeccion por vias intravenosa, intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimal),
intracerebroventricular, intramuscular, intraocular, intraarterial, intraporta, o intralesional; mediante sistemas de
liberacion sostenida; o mediante dispositivos de implantacion. Cuando se desea, las composiciones pueden
administrarse mediante inyeccidon en bolo o de manera continua mediante infusién, o mediante dispositivo de
implantacion.

De manera alternativa o adicional, la composicion puede administrarse de manera local por medio de implantacion
de una membrana, esponja u otro material apropiado sobre el que se ha absorbido o encapsulado la molécula
deseada. Cuando se usa un dispositivo de implantacion, el dispositivo puede implantarse en cualquier tejido u
organo adecuado, y la administracion de la molécula deseada puede realizarse mediante difusion, bolo de liberacion
programada, o administracion continua.

En algunos casos, puede ser deseable usar composiciones farmacéuticas de polipéptido B7-L de una manera ex
vivo. En tales casos, se exponen células, tejidos u 6rganos que se han extraido del paciente a composiciones
farmacéuticas de polipéptido B7-L tras lo cual vuelven a implantarse posteriormente las células, tejidos u érganos en
el paciente.

En otros casos, un polipéptido B7-L puede administrarse implantando determinadas células que se han modificado
genéticamente, usando métodos tales como los descritos en el presente documento, para expresar y secretar el
polipéptido B7-L. Tales células pueden ser células de animal o humanas, y pueden ser autélogas, heterélogas o
exogenas. Opcionalmente, las células pueden inmortalizarse. Con el fin de reducir la posibilidad de una respuesta
inmunolégica, pueden encapsularse las células para evitar la infiltracion de tejidos circundantes. Los materiales de
encapsulacién son normalmente recintos biocompatibles, semipermeables, poliméricos 0 membranas que permiten
la liberacion del/de los producto(s) de proteina pero impiden la destruccion de las células por el sistema inmunitario
del paciente o por otros factores perjudiciales de los tejidos circundantes.

Tal como se comenta en el presente documento, puede ser deseable tratar poblaciones celulares aisladas (tales
como células madre, linfocitos, glébulos rojos, condrocitos, neuronas, y similares) con uno o mas polipéptidos B7-L.
Esto puede lograrse exponiendo directamente las células aisladas al polipéptido, cuando esta en una forma que es
permeable a la membrana celular.

También pueden contemplarse células y métodos (por ejemplo, recombinacién homodloga y/u otros métodos de
produccién recombinante) tanto para la produccién in vitro de polipéptidos terapéuticos como para la produccion y
administracion de polipéptidos terapéuticos mediante terapia génica o terapia celular. Pueden usarse métodos de
recombinacion homaéloga y otros para modificar una célula que contiene un gen B7-L normalmente silencioso para la
transcripcion, o un gen subexpresado, y asi producir una célula que expresa cantidades terapéuticamente eficaces
de polipéptidos B7-L.

La recombinacion homdloga es una técnica desarrollada originalmente para seleccionar como diana genes para
inducir o corregir mutaciones en genes transcripcionalmente activos. Kucherlapati, 1989, Prog. in Nucl. Acid Res. &
Mol. Biol. 36: 301. La técnica basica se desarrolld6 como un método para introducir mutaciones especificas en
regiones especificas del genoma de mamiferos (Thomas et al., 1986, Cell 44: 419-28; Thomas y Capecchi, 1987,
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Cell 51: 503-12; Doetschman et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 85: 8583- 87) o para corregir mutaciones
especificas dentro de genes defectuosos (Doetschman et al., 1987, Nature 330: 576-78). Técnicas de recombinacion
homologa a modo de ejemplo se describen en la patente estadounidense n.° 5.272.071; patentes europeas n.*
9193051 y 505500; solicitud internacional n.° PCT/US90/07642, y publicacion internacional n.° WO 91/09955.

Mediante recombinacién homdéloga, puede dirigirse la secuencia de ADN que va a insertarse en el genoma a una
regiéon especifica del gen de interés uniéndola a ADN de direccionamiento. EI ADN de direccionamiento es una
secuencia de nucledtidos que es complementaria (homdloga) a una regién del ADN gendmico. Se ponen pequefias
partes de ADN de direccionamiento que son complementarias a una regiéon especifica del genoma en contacto con
la cadena original durante el proceso de replicacion de ADN. Una propiedad general del ADN que se ha insertado en
una célula es hibridarse, y por tanto recombinarse con otras partes de ADN endégeno mediante regiones homélogas
compartidas. Si esta cadena complementaria se une a un oligonucleétido que contiene una mutaciéon o una
secuencia diferente o un nucleétido adicional, éste también se incorpora en la cadena recién sintetizada como
resultado de la recombinacién. Como resultado de la funcién de correccion de lectura, la nueva secuencia de ADN
puede servir como molde. Por tanto, el ADN transferido se incorpora en el genoma.

Unidas a estas partes de ADN de direccionamiento hay regiones de ADN que pueden interaccionar con, o controlar,
la expresiéon de un polipéptido B7-L, por ejemplo, secuencias flanqueantes. Por ejemplo, se inserta un elemento
promotor/potenciador, un supresor, o un elemento modulador de la transcripcion exégeno en el genoma de la célula
huésped prevista en la proximidad y en orientacion suficiente para influir sobre la transcripcion de ADN que codifica
el polipéptido B7-L deseado. El elemento de control controla una parte del ADN presente en el genoma de la célula
huésped. Por tanto, puede lograrse la expresion del polipéptido B7-L deseado no mediante transfeccion del ADN
que codifica el propio gen B7-L, sino mas bien mediante el uso de ADN de direccionamiento (que contiene regiones
de homologia con el gen endégeno de interés) acoplado con segmentos reguladores de ADN que proporcionan la
secuencia génica endégena con sefiales reconocibles para la transcripcion de un gen B7-L.

En un método a modo de ejemplo, la expresion de un gen seleccionado deseado en una a célula (es decir, un gen
celular endégeno deseado) se altera mediante recombinacion homodloga en el genoma celular en un sitio
preseleccionado, mediante la introduccion de ADN que incluye al menos una secuencia reguladora, un exén, y un
sitio donador de corte y empalme. Estos componentes se introducen en el ADN cromosémico (gendémico) de tal
manera que esto da como resultado, en efecto, la produccién de una nueva unidad de transcripcion (en la que la
secuencia reguladora, el exén, y el sitio donador de corte y empalme presentes en el constructo de ADN estan
operativamente unidos al gen endégeno). Como resultado de la introduccion de estos componentes en el ADN
cromosémico, se altera la expresion del gen endégeno deseado.

La expresién génica alterada, tal como se describe en el presente documento, abarca activar (o provocar que se
exprese) un gen que normalmente es silencioso (no se expresa) en la célula segun se obtiene, asi como aumentar la
expresion de un gen que no se expresa a niveles fisioldgicamente significativos en la célula segun se obtiene. Las
realizaciones abarcan ademas cambiar el patron de regulaciéon o induccion de tal manera que sea diferente del
patron de regulaciéon o induccién que se produce en la célula segun se obtiene, y reducir (incluyendo eliminar) la
expresion de un gen que se expresa en la célula segun se obtiene.

Un método mediante el cual puede usarse la recombinacién homdloga para aumentar, o provocar, la produccion de
polipéptido B7-L a partir del gen B7-L enddgeno de una célula implica usar en primer lugar la recombinacion
homdloga para colocar una secuencia de recombinacion de un sistema de recombinacion especifico del sitio (por
ejemplo, Cre/loxP, FLP/FRT) (Sauer, 1994, Curr. Opin. Biotechnol., 5: 521-27; Sauer, 1993, Methods Enzymol., 225:
890-900) aguas arriba (es decir, en sentido 5°) de la region codificante de polipéptido B7-L gendmica endégena de la
célula. Se introduce un plasmido que contiene un sitio de recombinacién homologo al sitio que se colocé justo en
aguas arriba de la region codificante de polipéptido B7-L gendémica en la linea celular modificada con la enzima
recombinasa apropiada. Esta recombinasa provoca que el plasmido se integre, mediante el sitio de recombinacion
del plasmido, en el sitio de recombinacién ubicado justo aguas arriba de la region codificante de polipéptido B7-L
genomica en la linea celular (Baubonis y Sauer, 1993, Nucleic Acids Res. 21: 2025-29; O'Gorman et al., 1991,
Science 251: 1351-55). Cualquier secuencia flanqueante que se sabe que aumenta la transcripcién (por ejemplo,
potenciador/promotor, intron, potenciador de traslacion), si se coloca apropiadamente en este plasmido, se integrara
de una manera tal como para crear una unidad de transcripcion nueva o modificada que da como resultado la
produccién de polipéptido B7-L de novo o aumentada a partir del gen B7-L enddgeno de la célula.

Un método adicional para usar la linea celular en la que se habia colocado la secuencia de recombinacion especifica
del sitio justo aguas arriba de la region codificante de polipéptido B7-L gendmica enddgena de la célula es usar la
recombinacién homadloga para introducir un segundo sitio de recombinacién en otra parte en el genoma de la linea
celular. Entonces se introduce la enzima recombinasa apropiada en la linea celular con dos sitios de recombinacion,
provocando un acontecimiento de recombinacion (delecién, inversién, y traslocacion) (Sauer, 1994, Curr. Opin.
Biotechnol., 5: 521-27; Sauer, 1993, Methods Enzymol., 225: 890-900) que creara una unidad de transcripcion nueva
o modificada dando como resultado la produccién de polipéptido B7-L de novo o aumentada a partir del gen B7-L
enddgeno de la célula.

Un enfoque adicional para aumentar, o provocar, la expresion de polipéptido B7-L a partir de un gen B7-L enddgeno
de una célula implica aumentar, o provocar, la expresion de un gen o genes (por ejemplo, factores de transcripcion)
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y/o disminuir la expresion de un gen o genes (por ejemplo, represores transcripcionales) de manera que dé como
resultado la produccién de novo o aumentada del polipéptido B7-L a partir del gen B7-L enddgeno de la célula. Este
método incluye la introduccion de un polipéptido que se produce de manera no natural (por ejemplo, un polipéptido
que comprende un dominio de unién a ADN especifico del sitio fusionado con un dominio de factor de transcripcion)
en la célula de manera que resulta la produccién de novo o aumentada del polipéptido B7-L a partir del gen B7-L
enddgeno de la célula.

Si se conoce la secuencia de un gen particular, tal como la secuencia de acido nucleico del polipéptido B7-L
presentada en el presente documento, puede sintetizarse un trozo de ADN que es complementario a una region
seleccionada del gen u obtenerse de otro modo, tal como mediante la restriccion apropiada del ADN nativo en sitios
de reconocimiento especificos que delimitan la regién de interés. Este trozo sirve como una secuencia de
direccionamiento tras la insercion en la célula y se hibridara con su regién homéloga dentro del genoma. Si esta
hibridacion se produce durante la replicacion del ADN, este trozo de ADN, y cualquier secuencia adicional unida al
mismo, actuaran como un fragmento de Okazaki y se incorporara en la cadena hija de ADN recién sintetizada. La
presente invencion, por tanto, incluye nucleétidos que codifican un polipéptido B7-L, nucleétidos que pueden usarse
como secuencias de direccionamiento.

También se contempla la terapia celular con polipéptido B7-L, por ejemplo, la implantaciéon de células que producen
polipéptidos B7-L. Esta realizacion implica implantar células que pueden sintetizar y secretar una forma
biolégicamente activa del polipéptido B7-L. Tales células que producen el polipéptido B7-L pueden ser células que
son productores naturales de polipéptidos B7-L o pueden ser células recombinantes cuya capacidad para producir
polipéptidos B7-L se ha aumentado mediante la transformacién con un gen que codifica el polipéptido B7-L deseado
0 con un gen que aumenta la expresion de polipéptido B7-L. Puede lograrse una modificacion de este tipo por medio
de un vector adecuado para suministrar el gen asi como para fomentar su expresion y secreciéon. Para minimizar una
posible reaccion inmunolégica en pacientes a los que se les administra un polipéptido B7-L, tal como puede
producirse con la administracion de un polipéptido de una especie foranea, se prefiere que las células naturales que
producen el polipéptido B7-L sean de origen humano y produzcan polipéptido B7-L humano. Asimismo, se prefiere
que las células recombinantes que producen el polipéptido B7-L se transformen con un vector de expresion que
contiene un gen que codifica un polipéptido B7-L humano.

Pueden encapsularse las células implantadas para evitar la infiltracion del tejido circundante. Pueden implantarse
células animales humanas o no humanas en pacientes en recintos 0 membranas poliméricos biocompatibles,
semipermeables que permiten la liberacién del polipéptido B7-L, pero que impiden la destruccion de las células por
parte del sistema inmunitario del paciente o por otros factores perjudiciales del tejido circundante. Alternativamente,
pueden implantarse las propias células del paciente, transformadas para producir polipéptidos B7-L ex vivo,
directamente en el paciente sin tal encapsulacion.

Se conocen en la técnica, técnicas para la encapsulacion de células vivas, y puede realizarse de manera rutinaria la
preparacion de las células encapsuladas y su implantaciéon en pacientes. Por ejemplo, Baetge et al. (publicacion
internacional n.° WO 95/05452 y solicitud internacional n.° PCT/US94/09299) describen capsulas de membranas que
contienen células genéticamente modificadas para el suministro eficaz de moléculas biolégicamente activas. Las
capsulas son biocompatibles y pueden recuperarse facilmente. Las capsulas encapsulan células transfectadas con
moléculas de ADN recombinante que comprenden secuencias de ADN que codifican moléculas biolégicamente
activas unidas operativamente a promotores que no son objeto de regulacion por disminucion in vivo tras la
implantacion en un huésped mamifero. El dispositivo prevé el suministro de las moléculas de células vivas a sitios
especificos dentro de un receptor. Ademas, véanse las patentes estadounidenses n.”® 4.892.538; 5.011.472; y
5.106.627. Se describe un sistema para encapsular células vivas en la publicacién internacional n.° WO 91/10425
(Aebischer et al.). Véanse también, la publicacion internacional n.° WO 91/10470 (Aebischer et al.); Winn et al.,
1991, Exper. Neurol. 113: 322-29; Aebischer et al., 1991, Exper. Neurol. 111: 269-75; y Tresco et al., 1992, ASAIO
38: 17-23.

También se prevé la administracion mediante terapia génica in vivo e in vitro de polipéptidos B7-L. Un ejemplo de
una técnica de terapia génica es usar un gen B7-L (o bien ADN gendmico, ADNc y/o ADN sintético) que codifica un
polipéptido B7-L que puede unirse operativamente a un promotor constitutivo o inducible para formar un “constructo
de ADN para terapia génica”. El promotor puede ser homologo o heterélogo con respecto al gen B7-L enddgeno,
siempre que sea activo en la célula o tipo tisular en el que se insertara el constructo. Otros componentes del
constructo de ADN para terapia génica pueden incluir opcionalmente moléculas de ADN disefiadas para la
integracion especifica del sitio (por ejemplo, secuencias enddgenas Uutiles para la recombinaciéon homdloga),
promotores, potenciadores o silenciadores especificos de tejidos, moléculas de ADN que pueden proporcionar una
ventaja selectiva con respecto a la célula original, moléculas de ADN utiles como marcadores para identificar células
transformadas, sistemas de seleccion negativa, agentes de unién especificos de la célula (como, por ejemplo, para
el direccionamiento celular), factores de internalizacion especificos de la célula, factores de transcripcion que
potencian la expresion desde un vector, y factores que permiten la produccion de vectores.

Luego pueden introducirse una construccion de ADN para terapia génica en células (o bien ex vivo o bien in vivo)
usando vectores virales o no virales. Un medio para introducir el constructo de ADN para terapia génica es por
medio de vectores virales tal como se describe en el presente documento. Ciertos vectores, tales como vectores
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retrovirales, suministraran la construccion de ADN al ADN cromosomico de las células, y el gen puede integrarse en
el ADN cromosomico. Otros vectores funcionaran como episomas, y el constructo de ADN para terapia génica
permanecera en el citoplasma.

Pueden incluirse elementos reguladores para la expresion controlada del gen B7-L en la célula diana. Tales
elementos se activan en respuesta a un efector apropiado. De esta manera, puede expresarse un polipéptido
terapéutico cuando se desee. Un medio de control convencional implica el uso de dimerizadores de molécula
pequefa o rapalogos para dimerizar proteinas quiméricas que contienen un dominio de unién a molécula pequefia y
un dominio que puede iniciar un proceso bioldgico, tal como una proteina de union a ADN o proteinas de activacion
transcripcional (véanse las publicaciones internacionales n.”* WO 96/41865, WO 97/31898 y WO 97/31899). Puede
usarse la dimerizacién de las proteinas para iniciar la transcripcion del transgén.

Una tecnologia de regulacion alternativa usa un método de almacenamiento de proteinas expresadas desde el gen
de interés dentro de la célula como un agregado o agrupamiento (cluster). El gen de interés se expresa como una
proteina de fusiéon que incluye un dominio de agregacion condicional que da como resultado la retencion de la
proteina agregada en el reticulo endoplasmético. Las proteinas almacenadas son estables e inactivas dentro de la
célula. Las proteinas pueden liberarse, sin embargo, administrando un farmaco (por ejemplo, ligando de molécula
pequefa) que elimina el dominio de agregacion condicional y separa de ese modo especificamente los agregados a
agrupamientos de modo que las proteinas pueden secretarse desde la célula. Véanse Aridor et alL, 2000, Science
287: 816-17 y Rivera et al., 2000, Science 287: 826-30.

Otros medios de control o interruptores génicos adecuados incluyen, pero no se limitan a, los sistemas descritos en
el presente documento. Se usa mifepristona (RU486) como antagonista de la progesterona. La unién de un dominio
de unién a ligando del receptor de progesterona modificado al antagonista de la progesterona activa la transcripcion
formando un dimero de los dos factores de transcripcion que luego pasa al nicleo para unirse al ADN. El dominio de
union a ligando se modifica para eliminar la habilidad del receptor para unirse al ligando natural. El sistema de
receptores de hormonas esteroides modificado se describe adicionalmente en la patente estadounidense n.°
5.364.791 y las publicaciones internacionales n.°* WO 96/40911 y WO 97/10337.

Aun otro sistema de control usa ecdisona (una hormona esteroidea de la mosca de la fruta), que se une a y activa un
receptor de ecdisona (receptor citoplasmatico). El receptor se transloca luego al nucleo para unirse a un elemento de
respuesta al ADN especifico (promotor del gen sensible a ecdisona). El receptor de ecdisona incluye un dominio de
transactivacién, dominio de unién a ADN y dominio de unién a ligando para iniciar la transcripcion. El sistema de
ecdisona se describe adicionalmente en la patente estadounidense n.° 5.514.578 y las publicaciones internacionales
n.”* WO 97/38117, WO 96/37609 y WO 93/03162.

Otro medio de control usa un transactivador positivo controlable mediante tetraciclina. Este sistema implica un
dominio de union a ADN de proteina represora tet mutada (cambios de aminoacidos R-4 de tet mutada que dieron
como resultado una proteina transactivadora regulada por tetraciclina inversa, es decir, se une a un operador tet en
presencia de tetraciclina) unida a un polipéptido que activa la transcripcion. Tales sistemas se describen en las
patentes estadounidenses n.°® 5.464.758, 5.650.298 y 5.654.168.

Se describen sistemas de control de la expresion y construcciones de acido nucleico adicionales en las patentes
estadounidenses n.”® 5.741.679 y 5.834.186, concedidas a Innovir Laboratories Inc.

Puede realizarse la terapia génica in vivo introduciendo el gen que codifica el polipéptido B7-L en células mediante
inyeccion local de una molécula de acido nucleico B7-L o mediante otros vectores de suministro virales o no virales
apropiados. Hefti 1994, Neurobiology 25: 1418-35. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico que codifica un
polipéptido B7-L puede estar contenida en un vector de virus adenoasociado (VAA) para el suministro a las células
seleccionadas como diana (véanse, por ejemplo, Johnson, publicacion internacional n.° WO 95/34670; solicitud
internacional n.° PCT/US95/07178). El genoma de VAA recombinante normalmente contiene repeticiones terminales
invertidas de VAA que flanquean una secuencia de ADN que codifica un polipéptido B7-L operativamente unido a un
promotor funcional y secuencias de poliadenilacion.

Los vectores virales adecuados alternativos incluyen, pero no se limitan a, vectores de retrovirus, adenovirus, virus
del herpes simple, lentivirus, virus de la hepatitis, parvovirus, papovavirus, poxvirus, alfavirus, coronavirus,
rabdovirus, paramixovirus y virus del papiloma. La patente estadounidense n.° 5.672.344 describe un sistema de
transferencia génica mediada por virus in vivo que implica un vector de VHS-1 neurotréfico recombinante. La patente
estadounidense n.° 5.399.346 proporciona ejemplos de un proceso para proporcionar a un paciente una proteina
terapéutica mediante el suministro de células humanas que se han tratado in vitro para insertar un segmento de
ADN que codifica una proteina terapéutica. Se describen métodos y materiales adicionales para la practica de
técnicas de terapia génica en las patentes estadounidenses n.°® 5.631.236 (que implican vectores adenovirales),
5.672.510 (que implican vectores retrovirales), 5.635.399 (que implican vectores retrovirales que expresan citocinas).

Los métodos de suministro no viral incluyen, pero no se limitan a, transferencia mediada por liposomas, suministro
de ADN desnudo (inyeccion directa), transferencia mediada por receptor (complejo de ADN-ligando),
electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio y bombardeo con microparticulas (por ejemplo, pistola génica).
Los materiales y métodos para terapia génica también pueden incluir promotores inducibles, potenciadores-
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promotores especificos de tejido, secuencias de ADN disefadas para la integracion especifica del sitio, secuencias
de ADN que pueden proporcionar una ventaja selectiva con ventaja selectiva con respecto a la célula original,
marcadores para identificar células transformadas, sistemas de seleccién negativa y sistemas de control de la
expresion (medidas de seguridad), agentes de unién especificos de la célula (para el direccionamiento celular),
factores de internalizacion especificos de la célula y factores de transcripcion para potenciar la expresion mediante
un vector asi como métodos para la produccion de vectores. Tales métodos y materiales adicionales para la practica
de técnicas de terapia génica se describen en las patentes estadounidenses n.°° 4.970.154 (que implica técnicas de
electroporacion), 5.679.559 (que describe un sistema que contiene lipoproteina para insercion génica), 5.676.954
(que implica vehiculos de liposomas), 5.593.875 (que describe métodos para la transfeccion con fosfato de calcio), y
4.945.050 (que describe un procedimiento en el que se impulsan particulas biolégicamente activas en células a una
velocidad mediante la cual las particulas penetran en la superficie de las células y se incorporan al interior de las
células), y la publicacién internacional n.° WO 96/40958 (que implica ligandos nucleares).

También se contempla que la terapia con el gen B7-L o la terapia celular puedan incluir el suministro de uno o mas
polipéptido(s) adicional(es) en la(s) misma(s) o diferente(s) célula(s). Tales células pueden introducirse por separado
en el paciente, o las células pueden estar contenidas en un unico dispositivo implantable, tal como la membrana de
encapsulacién descrita anteriormente, o las células pueden modificarse por separado por medio de vectores virales.

Un medio para aumentar la expresion enddgena del polipéptido B7-L en una célula mediante terapia génica es
insertar uno o mas elementos potenciadores en el promotor del polipéptido B7-L, en el que los elementos
potenciadores pueden servir para aumentar la actividad transcripcional del gen B7-L. Los elementos potenciadores
usados se seleccionaran basandose en el tejido en el que se desea activar el gen, se seleccionaran los elementos
potenciadores que se sabe que confieren activacion del promotor en ese tejido. Por ejemplo, si un gen que codifica
un polipéptido B7-L va a “activarse” en células T, puede usarse el elemento potenciador del promotor Ick. En este
caso, la parte funcional del elemento transcripcional que va a afadirse puede insertarse en un fragmento de ADN
que contiene el promotor del polipéptido B7-L (y opcionalmente, insertarse en un vector y/o secuencias flanqueantes
en 5 y/o 3’) usando técnicas de clonacién convencionales. Este constructo, conocido como un “constructo de
recombinacion homadloga” puede introducirse luego en las células deseadas o bien ex vivo o bien in vivo.

También puede usarse la terapia génica para disminuir la expresién del polipéptido B7-L modificando la secuencia
de nucleétidos del promotor endégeno. Tal modificacion se logra normalmente mediante métodos de recombinacion
homoéloga. Por ejemplo, puede modificarse mediante ingenieria genética una molécula de ADN que contiene la
totalidad o una parte del promotor del gen B7-L seleccionado para la inactivacién, para eliminar y/o sustituir trozos
del promotor que regulan la transcripcion. Por ejemplo, puede delecionarse la caja TATA y/o el sitio de unién de un
activador transcripcional del promotor usando técnicas de biologia molecular convencionales; tal delecién puede
inhibir la actividad del promotor reprimiendo de ese modo la transcripcion del correspondiente gen B7-L. la delecion
de la caja TATA o el sitio de union del activador de la transcripcidon en el promotor puede lograrse generando una
construccion de ADN que comprende la totalidad o la parte relevante del promotor del polipéptido B7-L (de la misma
especie o una relacionada que el gen B7-L que va a regularse) en el que uno o mas de los nucleétidos de la caja
TATA ylo el sitio de unién del activador transcripcional se mutan mediante sustitucion, delecién y/o insercién de uno
o0 mas nucledtidos. Como resultado, la caja TATA y/o el sitio de unién del activador tiene una actividad disminuida o
se vuelve completamente inactivo. Este constructo, que también contendra normalmente al menos
aproximadamente 500 bases de ADN que corresponden a las secuencias de ADN en 5 y 3’ (enddgenas)
adyacentes al segmento promotor que se ha modificado, pueden introducirse en las células apropiadas (o bien ex
vivo o bien in vivo) o bien directamente o bien mediante un vector viral tal como se describe en el presente
documento. Normalmente, la integracion del constructo en el ADN gendémico de las células sera mediante
recombinacion homadloga, en la que las secuencias de ADN en 5 y 3’ en el constructo de promotor pueden servir
para ayudar a integrar la region promotora modificada mediante hibridaciéon con el ADN cromosémico endégeno.

Usos terapéuticos

Pueden usarse moléculas de acido nucleico B7-L, polipéptidos, y agonistas y antagonistas de los mismos para
tratar, diagnosticar, mejorar o prevenir varias enfermedades, trastornos o estados, incluyendo los citados en el
presente documento.

Los agonistas y antagonistas del polipéptido B7-L incluyen aquellas moléculas que regulan la actividad del
polipéptido B7-L y o bien aumentan o bien disminuyen al menos una actividad de la forma madura del polipéptido
B7-L. Los agonistas o antagonistas pueden ser cofactores, tales como una proteina, un péptido, un hidrato de
carbono, un lipido o una molécula de pequefio peso molecular, que interaccionan con el polipéptido B7-L y regulan
de ese modo su actividad. Los posibles agonistas o antagonistas del polipéptido incluyen anticuerpos que
reaccionan con formas o bien solubles o bien unidas a membrana de polipéptidos B7-L que comprenden parte o la
totalidad de los dominios extracelulares de dichas proteinas. Las moléculas que regulan la expresién del polipéptido
B7-L normalmente incluyen acidos nucleicos que codifican polipéptido B7-L que pueden actuar como reguladores
antisentido de la expresion.

Puesto que los ratones transgénicos que expresan un miembro relacionado de la familia B7 mostraron hiperplasia de
la vesicula seminal (solicitud de patente estadounidense en tramitacién junto con la presente n.° 09/729.264,
presentada el 28 de noviembre de 2000), los agonistas y antagonistas del polipéptido B7-L pueden ser utiles en el
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tratamiento de trastornos reproductivos y trastornos proliferativos.

La sobreexpresion del polipéptido B7-L puede desempeiar un papel en el crecimiento y el mantenimiento de células
cancerigenas provocando hiperplasia de la vesicula seminal. Por consiguiente, los agonistas o antagonistas para el
polipéptido B7-L pueden ser utiles para el diagndstico o el tratamiento del cancer. Los ejemplos de tales canceres
incluyen, pero no se limitan a, cadncer de vesicula seminal, cancer de pulmén, cancer cerebral, cAncer de mama,
canceres del sistema hematopoyético, cancer de prostata, cancer de ovario y cancer de testiculos. Otros canceres
estan abarcados dentro del alcance de la invencion.

La sobreexpresion del polipéptido B7-L puede desempefiar un papel en la proliferacion inapropiada de células
provocando hiperplasia de la vesicula seminal. El polipéptido B7-L puede desempefiar un papel en la proliferacion
inapropiada de células basada en la sobreexpresion que provoca hiperplasia de la vesicula seminal. Por
consiguiente, los agonistas o antagonistas para el polipéptido B7-L pueden ser Utiles para el diagndstico o
tratamiento de enfermedades asociadas con la proliferacion celular anémala. Los ejemplos de tales enfermedades
incluyen, pero no se limitan a, arteriosclerosis y reestenosis vascular. Otras enfermedades que se ven influenciadas
por la proliferacién inapropiada de células estan abarcadas dentro del alcance de la invencion.

La sobreexpresion del polipéptido B7-L puede desempefiar un papel en el sistema reproductor provocando
hiperplasia de la vesicula seminal. Por consiguiente, los agonistas o antagonistas para el polipéptido B7-L pueden
ser Utiles para el diagnéstico o tratamiento de enfermedades asociadas con el sistema reproductor. Los ejemplos de
tales enfermedades incluyen, pero no se limitan a, esterilidad, aborto espontaneo, parto prematuro y parto, y
endometriosis. Otras enfermedades del sistema reproductor estan abarcadas dentro del alcance de la invencién.

Preferiblemente, la moléculas de acido nucleico B7-L, polipéptidos, y agonistas y antagonistas de la presente
invencion se usan para tratar, diagnosticar, mejorar o prevenir enfermedades asociadas con la funcién de las células
T (por ejemplo, funcionar como sefiuelo receptor de células T). Por ejemplo, pueden usarse anticuerpos, proteinas
solubles que comprenden dominios extracelulares, u otros reguladores del polipéptido B7-L que dan como resultado
una activacion prolongada o potenciada de células T, para aumentar la respuesta inmunitaria a tumores.

Las moléculas de acido nucleico B7-L, polipéptidos, y agonistas y antagonistas de la presente invencion pueden
usarse en el tratamiento de la enfermedad autoinmunitaria, supervivencia de injertos, activacion de células
inmunitarias para inhibir el crecimiento de células tumorales, enfermedades mediadas por células B dependientes de
células T e inmunoterapia génica contra el cancer. En una realizacién, los agonistas de la funcién del polipéptido B7-
L, polipéptidos B7-L solubles, o derivados del polipéptido B7-L pueden ser beneficiosos para aliviar los sintomas en
enfermedades con disfuncién crénica de las células inmunitarias. Pueden tratarse enfermedades autoinmunitarias,
tales como lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, osteoartritis, purpura trombocitopénica inmune (PTI) y
psoriasis, con agonistas de la funcién del polipéptido B7-L, polipéptidos B7-L solubles, o derivados del polipéptido
B7-L. Ademas, también pueden tratarse enfermedades inflamatorias cronicas, tales como enfermedad inflamatoria
del intestino (enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa), enfermedad de Grave, tiroiditis de Hashimoto y diabetes
mellitus, con agonistas de la funcién del polipéptido B7-L, polipéptidos B7-L solubles, o derivados del polipéptido B7-
L.

Pueden usarse agonistas de la funcion del polipéptido B7-L, polipéptidos B7-L solubles, o derivados del polipéptido
B7-L como agentes inmunosupresores para el trasplante de 6rganos y médula 6sea y pueden usarse para prolongar
la supervivencia de injertos. Tales agonistas de la funcion del polipéptido B7-L, polipéptidos B7-L solubles, o
derivados del polipéptido B7-L pueden proporcionar ventajas significativas con respecto a los tratamientos
existentes. La terapia de trasplante de 6rganos y médula 6sea debe competir con el rechazo mediado por células T
de las células o el tejido foraneos por parte del huésped. Los regimenes terapéuticos actuales para inhibir el rechazo
mediado por células T implican el tratamiento con los farmacos ciclosporina o FK506. Aunque los farmacos son
eficaces, los pacientes experimentan efectos secundarios graves, incluyendo hepatotoxicidad, nefrotoxicidad y
neurotoxicidad. La diana para la clase de ciclosporina/FK506 de agentes terapéuticos es la calcineurina, una
fosfatasa con expresion ubicua. Los agonistas de la funcién del polipéptido B7-L, polipéptidos B7-L solubles, o
derivados del polipéptido B7-L pueden carecer de los efectos secundarios graves observados con el uso de los
presentes agentes inmunoterapéuticos. Pueden usarse los agonistas de la funcion del polipéptido B7-L, polipéptidos
B7-L solubles, o derivados del polipéptido B7-L como agentes inmunosupresores para trastornos autoinmunitarios,
tales como artritis reumatoide, osteoartritis psoriasis, esclerosis multiple, diabetes y lupus eritematoso sistémico.
También pueden usarse los agonistas de la funcion del polipéptido B7-L, polipéptidos B7-L solubles, o derivados del
polipéptido B7-L para aliviar el sindrome de choque téxico, enfermedad inflamatoria del intestino, alosensibilizacion
debido a transfusiones sanguineas, enfermedades mediadas por células B dependientes de células T y el
tratamiento de enfermedad la enfermedad de injerto contra huésped.

Por ejemplo, muchas vacunas actian provocando una respuesta de anticuerpos eficaz y especifica. Algunas
vacunas, especialmente aquéllas contra microorganismos intestinales (por ejemplo, virus de la hepatitis A y
Salmonella), provocan una respuesta de anticuerpos de corta vida. Es deseable potenciar y prolongar esta
respuesta para aumentar la eficacia de la vacuna. Por tanto, los polipéptidos B7-L solubles pueden servir como
adyuvantes de vacuna.

A la inversa, puesto que B7-L puede tener funciones reguladoras inmunitarias negativas, la inhibicion de la actividad
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de B7-L usando anticuerpos, moléculas pequefas, pepticuerpos, u otros antagonistas de la funcion de B7-L pueden
dar como resultado potenciacion inmunitaria y actividad antitumoral.

También pueden potenciarse respuestas antivirales mediante activadores o agonistas de la ruta del polipéptido B7-L.
La potenciacion de funciones inmunitarias células por los antagonistas del polipéptido B7-L también puede ser
beneficiosa en la eliminacion de células infectadas por virus. De modo complementario, los antagonistas del
polipéptido B7-L también pueden tener efectos sobre funciones inmunitarias humorales que pueden potenciar
respuestas mediadas por anticuerpos y que pueden funcionar para ayudar a eliminar virus del organismo.

A la inversa, existen varios estados clinicos que mejorarian mediante la inhibicion de la produccion de anticuerpos.
La hipersensibilidad es una respuesta inmunitaria normalmente beneficiosa que es exagerada o inapropiada, y
conduce a reacciones inflamatorias y dafo tisular. Las reacciones de hipersensibilidad que estan mediadas por
anticuerpos pueden ser particularmente susceptibles al antagonismo por parte de agonistas de la funcién del
polipéptido B7-L, polipéptidos B7-L solubles, o derivados del polipéptido B7-L. Las alergias, fiebre del heno, asma y
edema agudo provocan reacciones de hipersensibilidad de tipo I, y estas reacciones pueden suprimirlas los
agonistas de la funcién del polipéptido B7-L, polipéptidos B7-L solubles, o derivados del polipéptido B7-L.

Pueden tratarse enfermedades que provocan reacciones de hipersensibilidad mediadas por anticuerpos, incluyendo
lupus eritematoso sistémico, artritis (artritis reumatoide, artritis reactiva y artritis psoridsica), nefropatias
(glomerulonefritis, tubulopatias membranosa, mesangiocapilar, segmentaria y focal, necrotizante focal, extracapilar y
proliferativa), trastornos cutaneos (pénfigo, penfigoide y eritema nodoso), endocrinopatias (tiroiditis, enfermedad de
Grave, enfermedad de Hashimoto, diabetes mellitas insulinodependiente), diversas neumopatias (especialmente
alveolitis extrinseca), diversas vasculopatias, enfermedad celiaca, con produccién aberrante de IgA, muchas
anemias y trombocitopenias, sindrome de Guillain-Barre y miastenia grave, con agonistas de la funciéon del
polipéptido B7-L, polipéptidos B7-L solubles, o derivados del polipéptido B7-L.

Ademas, pueden inhibirse trastornos linfoproliferativos, tales como mieloma multiple, macroglobulinemia de
Waldenstrom y crioglobulinemias, mediante agonistas de la funcion del polipéptido B7-L, polipéptidos B7-L solubles,
o derivados del polipéptido B7-L. Finalmente, la enfermedad de injerto contra huésped, un trastorno inmunitario
“artificial”, puede beneficiarse de la inhibicion de la produccion de anticuerpos mediante agonistas de la funcion del
polipéptido B7-L, polipéptidos B7-L solubles, o derivados del polipéptido B7-L.

Pueden usarse agonistas o antagonistas de la funcién del polipéptido B7-L (simultdnea o secuencialmente) en
combinacion con una o mas citocinas, factores de crecimiento, antibiéticos, antiinflamatorios y/o agentes
quimioterapicos segun sea apropiado para el estado que esté tratandose.

Otras enfermedades provocadas por o mediadas por niveles no deseados de polipéptidos B7-L estan abarcadas
dentro del alcance de la invencién. Los niveles no deseados incluyen niveles excesivos de polipéptidos B7-L niveles
por debajo de lo normal de polipéptidos B7-L.

El polipéptido B7-L es un ligando para un regulador negativo de respuestas inmunitarias, PD-1 (Nishimura et al.,
1999, Immunity 11: 141-51). Por tanto, es probable que los agonistas de esta ruta del polipéptido B7-L inhiban las
respuestas inmunitarias y los antagonistas de la ruta pueden potenciar la respuestas inmunitarias. Sin embargo, los
agonistas o antagonistas de la funcion del polipéptido B7-L pueden producir resultados inesperados debido a
factores biolégicos desconocidos.

Usos de acidos nucleicos y polipéptidos B7-L

Pueden usarse moléculas de acido nucleico de la invencién para mapear las ubicaciones del gen B7-L y genes
relacionados en los cromosomas. Puede realizarse el mapeo mediante técnicas conocidas en la técnica, tales como
amplificacion por PCR e hibridacion in situ.

Las moléculas de acido nucleico B7-L (incluyendo aquéllas que no codifican por si mismas polipéptidos
biolégicamente activos), pueden ser Utiles como sondas de hibridacion en ensayos de diagnédstico, o bien de manera
cualitativa o bien de manera cuantitativa, para determinar la presencia de una molécula de acido nucleico B7-L en
muestras de liquido corporal o tejido de mamifero.

También pueden emplearse otros métodos en los que es deseable inhibir la actividad de uno o mas polipéptidos B7-
L. Puede efectuarse tal inhibicién mediante moléculas de acido nucleico que son complementarias a y se hibridan
con secuencias de control de la expresion (formacion de triple hélice) o con ARNm de B7-L. Por ejemplo, pueden
introducirse moléculas de ADN o ARN antisentido, que tienen una secuencia que es complementaria a al menos una
parte de un gen B7-L, en la célula. Pueden disefiarse sondas antisentido mediante técnicas disponibles usando la
secuencia del gen B7-L dada a conocer en el presente documento. Normalmente, cada una de tales moléculas
antisentido sera complementaria al sitio de inicio (extremo 5’) de cada gen B7-L seleccionado. Cuando la molécula
antisentido se hibrida entonces con el ARNm de B7-L correspondiente, se impide o reduce la traduccion de este
ARNm. Los inhibidores antisentido proporcionan informacién relativa a la disminucién o ausencia de un polipéptido
B7-L en una célula u organismo.

Alternativamente, puede emplearse la terapia génica para crear un inhibidor dominante negativo de uno o mas
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polipéptidos B7-L. En esta situacion, puede prepararse el ADN que codifica un polipéptido mutante de cada
polipéptido B7-L seleccionado e introducirse en las células de un paciente usando métodos o bien virales o bien no
virales tal como se describe en el presente documento. Cada mutante de este tipo esta disefiado normalmente para
competir con el polipéptido endégeno en su papel bioldgico.

Ademas, un polipéptido B7-L, ya sea biolégicamente activo o no, puede usarse como inmundgeno, es decir, el
polipéptido contiene al menos un epitopo frente al que pueden producirse anticuerpos. Pueden usarse agentes de
union selectiva que se unen a un polipéptido B7-L (tal como se describe en el presente documento) para fines de
diagnéstico in vivo e in vitro, incluyendo, pero sin limitarse a, el uso en forma marcada para detectar la presencia del
polipéptido B7-L en una muestra de células o liquido corporal. También pueden usarse los anticuerpos para
prevenir, tratar o diagnosticar varias enfermedades y trastornos, incluyendo los citados en el presente documento.
Los anticuerpos pueden unirse a un polipéptido B7-L de modo que se disminuya o bloquee al menos una actividad
caracteristica de un polipéptido B7-L, pueden unirse a un polipéptido para aumentar al menos una actividad
caracteristica de un polipéptido B7-L (incluyendo aumentando la farmacocinética del polipéptido B7-L).

Pueden usarse polipéptidos B7-L para clonar ligandos de B7-L usando una estrategia de “clonacion por expresién”.
Puede usarse polipéptido B7-L radiomarcado (125y0do) o polipéptido B7-L "con etiqueta de afinidad/actividad” (tal
como una fusion con Fc o una fusidn con fosfatasa alcalina) en ensayos de unién para identificar un tipo celular,
linea celular o tejido que expresa un ligando de B7-L. EI ARN aislado a partir de tales células o tejidos puede
convertirse entonces en ADNc, clonarse en un vector de expresion de mamifero, y transfectarse en células de
mamifero (por ejemplo, COS o 293) para crear una biblioteca de expresién. Entonces puede usarse el polipéptido
B7-L radiomarcado o con etiqueta como un reactivo de afinidad para identificar y aislar el subconjunto de células en
esta biblioteca que expresa un ligando de B7-L. Entonces se aisla el ADN de estas células y se transfecta en células
de mamifero para crear una biblioteca de expresiéon secundaria en la que la fraccién de células que expresan el
ligando de B7-L seria muchas veces mayor que en la biblioteca original. Este proceso de enriquecimiento puede
repetirse iterativamente hasta que se aisla un uUnico clon recombinante que contiene el ligando de B7-L. El
aislamiento de ligandos de B7-L es util para identificar o desarrollar agonistas y antagonistas novedosos de la ruta
de sefalizacion de B7-L. Tales agonistas y antagonistas incluyen ligandos de B7-L, anticuerpos anti-ligandos de B7-
L, moléculas pequefias u oligonucleotidos antisentido.

Se prepararon depésitos de ADNc que codifican el polipéptido B7-L humano, se subclonaron en pGEM-T-Easy
(Promega, Madison, WI), y que tenian el nimero de acceso PTA 2481, en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo,
10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209 el 19 de septiembre de 2000.

Los &cidos nucleicos de B7-L humano de la presente invencion también son herramientas utiles para aislar los
correspondientes genes cromosomicos del polipéptido B7-L. Puede usarse el ADN gendémico de B7-L humano para
identificar enfermedades hereditarias de degeneracion tisular.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion.

Ejemplo 1: Clonacién de los genes del polipéptido B7-L humano

Generalmente, se usaron los materiales y métodos descritos en Sambrook et al citado anteriormente para clonar y
analizar los genes que codifican polipéptidos B7-L humanos y murinos.

Se realizé una busqueda de la base de datos Genbank-EMBL usando el programa TBLASTX (http://blast.wustl.edu)
y B7-H1 como la secuencia de consulta. Se identificd que un clon genémico humano (Celera Genomics, Rockville,
MD, GA_16817596) contenia la secuencia de &acido nucleico que codificaba para un supuesto nuevo miembro de la
familia B7. La secuencia de ADNc predicha para este supuesto nuevo miembro de la familia B7 se ensamblé usando
un clon que contenia una secuencia parcial de acido nucleico de B7-L (n.° de registro GenBank AK001872).

Se us6 ADN de plasmido de diversas bibliotecas de ADNc y bibliotecas de ADNc de Marathon (Clontech, Palo Alto,
CA) como molde en amplificaciones por PCR realizadas con los cebadores 2515-27 (5’-C-A-T-A-A-T-A-G-A-G-C-A-
T-G-G-C-A-G-C-A-A-T-G-T-G-A-C-3’; SEQ ID NO: 26) y 2524-63 (5-G-G-G-T-C-C-T-G-G-A-G-T-G-G-C-T-G-G-T-G-
T-T-G-3’; SEQ ID NO: 27). Se disefiaron los cebadores de PCR para que correspondiesen a secuencias dentro de
un supuesto exén en la secuencia de ADNc identificada anteriormente. Se realizaron amplificaciones por PCR
usando técnicas convencionales.

Se obtuvo el fragmento de PCR de 400 pb esperado a partir de bibliotecas de ADNc generadas a partir de
estomago, timo, cuero cabelludo, boveda craneal, fémur, mesenterio, bazo, columna vertebral, traquea y placenta
fetales humanos. Ademas, se obtuvo el fragmento esperado en células T adultas humanas, protuberancia
cerebral/médula, y NVL del mesencéfalo. Ademas, se obtuvo el fragmento esperado en una linea celular de linfoma
y en tumores de colon, mama, ovario y pulmén. Las bibliotecas de ADNc de Marathon para glandula suprarrenal,
cerebro, rifion, higado, pulmén, bazo y timo fetales humanos, y médula ésea, corazén, rifién, higado, pulmén,
pancreas, placenta, retina, musculo esquelético, intestino delgado, bazo, testiculos y timo de adulto también
produjeron el fragmento esperado. También se obtuvo el fragmento de 400 pb a partir de una subcombinacion (E4)
de ADNc de tejido mixto humano (conteniendo la subcombinacion aproximadamente 15.000 clones). La
subcombinacion se derivd de una biblioteca sintetizada a medida (LTI-FL, Life Technologies Inc., Rockville, MD)
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optimizada para clones de ADNc de longitud completa.

El fragmento de 400 pb obtenido en amplificaciones por PCR de ADNCc de tejido mixto humano se aislé y cloné en el
vector pGEM-T-Easy® (Promega, Madison, WI). Se determiné la secuencia de ADN de un clon seleccionado para
confirmar que la secuencia del clon era idéntica a la de la secuencia gendémica identificada originariamente.
Entonces, se escindid el fragmento de 400 pb del vector y se marcé mediante incorporacion de ¥p_dCTP. Se uso el
fragmento marcado para seleccionar 150.000 colonias bacterianas derivadas de la subcombinacion de 15.000
clones de la biblioteca de ADNc de LTI-FL que dio positivo en la prueba en el experimento de amplificacion por PCR
anterior. Se transfirieron las colonias de placas con LB/ampicilina a filtros de nitrocelulosa, se prehibridaron en SSC
6X, SDS al 0,5%, disolucion de Denhardt 1X y ADN de esperma de salmén desnaturalizado 100 pg/ml durante 3
horas a 60°C. Tras la adicion de 1 x 10° cpm/ml de la sonda marcada con 2P se realizd la hibridacion durante la
noche en las mismas condiciones. Se lavaron los filtros dos veces durante 30 minutos a temperatura ambiente en
SSC 2X y SDS al 0,1% y luego dos veces durante 30 minutos a 65°C en SSC 0,1X y SDS al 0,1%. Luego se
expusieron los filtros a pelicula de rayos X durante 6 horas a -80°C con pantallas intensificadoras.

Se identificaron varias colonias positivas de esta manera y se preparé ADN de plasmido a partir de estos clones
mediante métodos convencionales. Los insertos de ADNc de estas colonias tenian todos aproximadamente 2,2 kb
de longitud. El analisis de la secuencia de ADN confirmé que los clones contenian la supuesta region codificante de
un nuevo miembro de la familia B7, B7-L, y que la secuencia de acido nucleico identificada en los clones era idéntica
a la identificada en el clon gendmico GA_16817596.

El analisis de secuencia del ADNc de longitud completa para el polipéptido B7-L humano indicé que el gen
comprende un marco de lectura abierto de 819 pb que codifica una proteina de 273 aminoacidos (figura 1). Usando
un secuenciador de proteinas HP G100, se secuencié el extremo amino-terminal del polipéptido B7-L maduro y se
encontré que comprendia la secuencia de aminoacidos L-F-T-V-T-V-P-K-E-L-Y-I-I-E (SEQ ID NO: 28), estableciendo
de ese modo que el polipéptido B7-L tiene un péptido sefal de 19 aminoacidos de longitud en su extremo amino-
terminal (véase la figura 1; péptido sefal predicho indicado mediante subrayado).

La secuencia de acido nucleico identificada en los clones, aunque contenia todo el marco de lectura abierto, no
contenia la region no traducida en 5’ completa del transcrito de B7-L. Se determina esta secuencia usando rondas
sucesivas de de 5-RACE usando los cebadores 2515-24 (5’-G-T-G-G-C-T-C-T-T-T-C-A-C-G-G-T-G-T-G-G-G-G-A-T-
G-3’; SEQ ID NO: 29) y 2538-68 (5'-C-C-A-G-T-G-T-C-A-A-A-G-T-T-G-C-A-T-T-C-C-A-G-G-G-T-3’; SEQ ID NO: 30)
y los siguientes moldes: bibliotecas de ADNc de Marathon derivadas de higado, bazo y timo fetales, y médula ésea,
pulmén y bazo de adulto; bibliotecas de ADNc de una linea celular de linfoma y tumor de ovario; y bibliotecas de
ADNc de bazo, placenta fetales, y células T y columna vertebral de adulto. Se emplearon protocolos para RACE
convencionales. Se obtuvieron bandas claras para la amplificacion por RACE de la linea celular de linfoma, bazo,
placenta fetales, y células T de adulto. Se ligaron estos productos en el vector pGEM-T-Easy®. Se determina la
secuencia de la region no traducida en 5’ del transcrito de B7-L mediante la secuenciacién de clones seleccionados
de estas reacciones de transformacion.

El producto de proteina predicho del gen B7-L se refiere a la familia B7 de proteinas. Estas proteinas son miembros
de la superfamilia de inmunoglobulinas y funcionan como reguladores de la respuesta inmunitaria mediada por
células T. Los miembros de la familia B7 de proteinas son proteinas de membrana de tipo-1 con un pequefio
dominio citoplasmatico y regiones extracelulares que contienen dominios de inmunoglobulina V (variable) y C
(constante). Los elementos conocidos de la familia B7 incluyen CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), B7-rpl y B7-H1. B7-1y
B7-2 interaccionan con CD28 y CTLA-4 y son mediadores de la ruta coestimuladora de las células T. B7-rpl se une a
un receptor distinto (ICOS; coestimulador inducible) y también es un estimulador de la proliferacién de células T. B7-
H1 también coestimula la proliferacion de células T, pero no se une a CD28, CTLA-4 o ICOS. Las secuencias de
proteina de esta familia se conservan escasamente y por consiguiente, son dificiles de distinguir de otras moléculas
relacionadas usando métodos informaticos, especialmente cuando se compara sélo una parte de la secuencia de
region codificante de longitud completa. Otras proteinas que muestran homologia de secuencia con la familia B7
incluyen las butirofilinas y PRO352. Estan relacionadas de manera mas lejana todavia las proteinas de mielina de
los oligodendrocitos (MOGs). Las figuras 2A-2C ilustran una alineacion de secuencias de aminoacidos de las
proteinas humanas polipéptido B7-L (GA16817596), CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), B7-H1, B7rp-1, PRO352, butirofilina
BTF1, butirofilina BTF2, butirofilina BTF4, butirofilina BTF3 y butirofilina.

La secuencia de longitud completa del ortélogo de raton de B7-L se deposité en GenBank el 1 de junio de 1999 (n.°
de registro AF142780). El ortdlogo de raton de B7-L se situé con precision en la familia de B7/butirofilina en el
momento del depodsito. Se depositd una secuencia parcial de ADNc de B7-L humano, que codificaba para 173
aminoacidos de la parte C-terminal del polipéptido B7-L) en GenBank el 23 de febrero de 2000 (n.° de registro
AK001872). El polipéptido parcial codificado por este clon no se asigné a una familia de proteinas particular en el
momento del depdsito.

Se derivd una estructura parcial de intrén-exén para el gen B7-L a partir de los clones gendmicos GA_ 43440610,
GA_43068628, GA_ 43068627, y GA_43440600 (Celera Genomics). Las figuras 3A-3E ilustran una parte de la
secuencia de nucleotidos gendmica para el polipéptido B7-L humano (SEQ ID NO: 14). La ubicacién de la secuencia
de aminoacidos deducida del exén 1 (SEQ ID NO: 19) se muestra en la figura 3C. La secuencia mostrada en las
figuras 3A-3E esta separada por un hueco de tamafio desconocido de la parte de la secuencia de nucleétidos
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gendmica mostrada en la figura 4 (SEQ ID NO: 15). La secuencia mostrada en la figura 4 esta separada por una
secuencia enmascarada de aproximadamente 2400 bases de la secuencia de nucleétidos gendmica mostrada en las
figuras 5A-5F (SEQ ID NO: 16). La ubicacion de la secuencia de aminoacidos deducida del exén 2 (SEQ ID NO: 20)
se muestra en la figura 5D. La secuencia mostrada en las figuras 5A-5F esta separada por un hueco de
aproximadamente 9600 bases de la secuencia de nucledtidos gendmica mostrada en las figuras 6A-6B (SEQ ID NO:
17). La ubicacion de la secuencia de aminoacidos deducida del exén 3 (SEQ ID NO: 21) se muestra en 6A. La
secuencia mostrada en las figuras 6A-6B esta separada por una secuencia enmascarada de aproximadamente 720
bases de la secuencia de nucledtidos genémica mostrada en las figuras 7A-7M (SEQ ID NO: 18). Las ubicaciones
de la secuencia de aminoacidos deducida de los exones 4 (SEQ ID NO: 22), 5 (SEQ ID NO: 23), y 6 se muestran en
7D-7TE, 7H, y 7L, respectivamente.

Ejemplo 2: Expresién de ARNm de B7-L

Se hibridd mediante transferencia de tipo Northern (Clontech) un tejido humano multiple a una sonda de 874 pb
correspondiente a los nucleétidos 33-906 de la secuencia de ADNc de B7-L humano. Se marcé de manera radiactiva
la sonda usando un kit de marcaje de cebadores al azar Prime-It RmT (Stratagene) segun las instrucciones del
fabricante. Se hibridaron las transferencias de tipo Northern y se lavaron segun las instrucciones del fabricante, y
luego se expusieron a autorradiografia. La figura 8 ilustra los resultados del analisis de transferencia de tipo
Northern.

La expresion del ARNm de B7-L se localiza mediante hibridacion in situ. Se fija un panel de tejidos de raton
embrionarios y de adulto normales en paraformaldehido al 4%, se incluyen en parafina, y se seccionan a 5 um. Se
permeabilizan los tejidos seccionados en HCI 0,2 M, se digieren con proteinasa K, y se acetilan con trietanolamina y
anhidrido acético. Se prehibridan las secciones durante 1 hora a 60°C en disolucién de hibridacion (NaCl 300 mM,
Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, EDTA 5 mM, disolucion de Denhardt 1X, SDS al 0,2%, DTT 10 mM, ARNt 0,25 mg/ml, poliA
25 pg/ml, poliC 25 ng/ml y formamida al 50%) y luego se hibridaron durante la noche a 60°C en la misma disolucion
que contenia dextrano al 10% y 2 x 10* cpm/ul de una ribosonda antisentido marcada con *p complementario al gen
B7-L humano. Se obtiene la ribosonda mediante transcripcion in vitro de un clon que contiene secuencias de ADNc
de B7-L humano usando técnicas convencionales.

Tras la hibridacion, se enjuagaron las secciones con disolucion de hibridacién, se trataron con ARNasaA para digerir
la sonda no hibridada, y luego se lavaron con SSC 0,1X a 55°C durante 30 minutos. Luego se sumergieron las
secciones en emulsion NTB-2 (Kodak, Rochester, NY), se expusieron durante 3 semanas a 4°C, se revelaron, y se
contratifieron con hematoxilina y eosina. Se analizaron simultdneamente la morfologia tisular y la sefal de
hibridacion mediante campo oscuro e iluminacién convencional para el cerebro (una seccidén sagital y dos
coronales), tubo digestivo (eséfago, estdbmago, duodeno, yeyuno, ileo, colon proximal y colon distal), hipdfisis,
higado, pulmén, corazén, bazo, timo, ganglios linfaticos, rifion, glandula suprarrenal, vejiga, pancreas, glandula
salivar, 6rganos reproductores masculinos y femeninos (ovario, trompa de Falopio y utero en la mujer; y testiculos,
epididimo, préstata, vesicula seminal y conducto deferente en el hombre), TAM y TAB (subcutaneo, perirrenal),
hueso (fémur), piel, mama y musculo esquelético.

Ejemplo 3: Produccién de polipéptidos B7-L

A. Expresién de polipéptidos B7-L en bacterias

Se us6 PCR para amplificar secuencias de ADN molde que codifican un polipéptido B7-L usando cebadores
correspondientes a los extremos 5’ y 3’ de la secuencia. Pueden modificarse los productos de ADN modificados para
que contengan sitios para enzimas de restriccion para permitir la insercidon en vectores de expresion. Se purifican en
gel los productos de PCR y se insertan en vectores de expresion usando metodologia de ADN recombinante
convencional. Se digiere un vector a modo de ejemplo, tal como pAMG21 (n.° ATCC 98113) que contiene el
promotor lux y un gen que codifica resistencia a kanamicina, con Bam HI y Nde | para la clonacién direccional del
ADN insertado. Se transforma la mezcla ligada en una cepa huésped de E. coli mediante electroporacion y se
seleccionan los transformantes por la resistencia a kanamicina. Se aisla ADN de plasmido de colonias
seleccionadas y se somete a secuenciacion de ADN para confirmar la presencia del inserto.

Se incuban células huésped transformadas en medio 2xYT que contiene kanamicina 30 pg/mL a 30°C antes de la
induccién. Se induce la expresion génica mediante la adicion de N-(3-oxohexanoil)-dl-homoserina-lactona hasta una
concentracion final de 30 ng/mL seguido por incubacién a o bien 30°C o bien 37°C durante seis horas. Se evalua la
expresion del polipéptido B7-L mediante centrifugacion del cultivo, resuspension y lisis de los sedimentos
bacterianos, y analisis de las proteinas de las células huésped mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida.

Se purifican los cuerpos de inclusion que contienen el polipéptido B7-L tal como sigue. Se sedimentan células
bacterianas mediante centrifugacion y se resuspenden en agua. Se lisa la suspensién celular mediante sonicacién y
se sedimenta mediante centrifugacién a 195.000 xg durante de 5 a 10 minutos. Se desecha el sobrenadante, y se
lava el sedimento y se transfiere a un homogeneizador. Se homogeneiza el sedimento en 5 mL de una disolucién de
Percoll (Percoll liquido al 75% y NaCl 0,15 M) hasta que se suspende uniformemente y luego se diluye y se
centrifuga a 21.600 xg durante 30 minutos. Se recuperan fracciones de gradiente que contienen los cuerpos de
inclusion y se combinan. Se analizan los cuerpos de inclusidn aislados mediante SDS-PAGE.
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Se escinde del gel una unica banda en un gel de SDS-poliacrilamida correspondiente al producido en E. coli, y se
determina la secuencia de aminoacidos N-terminal esencialmente como describen Matsudaira et al., 1987, J. Biol.
Chem. 262: 10-35.

B. Expresién del polipéptido B7-L en células de mamifero

Se usa PCR para amplificar secuencias de ADN molde que codifican un polipéptido B7-L usando cebadores
correspondientes a los extremos 5 y 3’ de la secuencia. Pueden modificarse los productos de ADN amplificados
para que contengan sitios para enzimas de restriccion para permitir la insercion en vectores de expresion. Se
purifican en gel los productos de PCR y se insertan en vectores de expresion usando metodologia de ADN
recombinante convencional. Puede usarse un vector a modo de ejemplo, pCEP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA), que
contiene un origen de replicacion del virus Epstein-Barr, para la expresion de polipéptidos B7-L en células 293-
EBNA-1. Se ligan los productos de PCR purificados en gel y amplificados en vector pCEP4 y se introducen en
células 293-EBNA mediante lipofeccion. Se seleccionan las células transfectadas en higromicina 100 pg/ml y se
hacen crecer los cultivos resistentes a farmacos resultantes hasta confluencia. Luego se cultivan las células medios
libres de suero durante 72 horas. Se eliminan los medios condicionados y se analiza la expresion del polipéptido B7-
L mediante SDS PAGE.

Puede detectarse la expresion del polipéptido B7-L mediante tincion con plata. Alternativamente, se produce el
polipéptido B7-L como una proteina de fusién con una etiqueta epitdpica, tal como un dominio constante de IgG o un
epitopo FLAG, que puede detectarse mediante analisis de inmunotransferencia de tipo Western usando anticuerpos
contra la etiqueta peptidica.

Pueden escindirse polipéptidos B7-L de un gel de SDS-poliacrilamida, o se purifican proteinas de fusion de B7-L
mediante cromatografia de afinidad para la etiqueta epitdpica, y se someten a analisis de la secuencia de
aminoacidos N-terminal tal como se describe en el presente documento.

C. Expresién de la proteina de fusién polipéptido B7-L/Fc en células de mamifero

Se amplificé un fragmento de 660 pb de ADNc de B7-L, que codificaba para 220 aminoacidos en el extremo amino-
terminal del polipéptido B7-L, y que incluia el péptido sefial y el dominio extracelular del polipéptido B7-L, mediante
PCR usando cebadores adecuados y técnicas convencionales. Se us6 el ADN de plasmido aislado de la biblioteca
sintetizada a medida descrita en el ejemplo 1 como molde en las amplificaciones por PCR.

Luego se cloné el fragmento de 660 pb en el vector de expresion, pCEP4/Fc, que contiene la secuencia de acido
nucleico que codifica los 235 aminoacidos carboxi-terminales de Fc humano (IgG-1). Se seleccionaron colonias tras
la transformacion de células bacterianas, y se aisl6 ADN de plasmido de pCEP4-B7-L/Fc usando técnicas
convencionales.

Se us6 el ADN de plasmido aislado para transfectar células 293-EBNA-1 usando el reactivo de transfeccion
FUGENE 6 (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN) segun las instrucciones del fabricante. Tras la
transfeccion, se cultivaron las células a 37°C en medio DMEM, complementado con suero bovino fetal al 10%,
durante 24 horas, y luego se transfirieron a medio libre de suero DMEM vy se hicieron crecer a 37°C durante 5 dias.
Se purificod la proteina de fusion polipéptido B7-L/Fc de los medios condicionados en una columna de proteina A
HiTrap (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) segun las instrucciones del fabricante, y luego se dializé la
proteina de fusién en PBS. Se mididé la concentracién de la proteina purificada usando reactivo de ensayo
Coomassie® Plus Protein (Pierce, Rockford, IL) y BSA como patrén, segun las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 4: Identificacion del polipéptido B7-L como ligando de PD-1 novedoso

Para determinar si el polipéptido B7-L funciona en una de las rutas coestimuladores mediadas por B7 conocidas, se
realizé andlisis de FACS en células CHO D- que expresan CD28, CRP-1/ICOS o PD-1 tras tratamiento con una
proteina de fusién polipéptido B7-L/Fc.

Se obtuvo la secuencia de acido nucleico de longitud completa que codifica PD-1 murino (mPD-1; Ishida et al., 1992,
EMBO J. 11: 3887-95), y que incluye el péptido sefial de PD-1 nativo, mediante amplificacién por PCR de una
biblioteca de ADNc de linfocitos de bazo activado murino usando cebadores que incorporan sitios de endonucleasas
de restriccion Hind Il y Sal I. Se digiri6 el producto de PCR resultante con Hind Ill y Sal | y luego se ligd en el vector
pDSRa-19. Tras la transformacién en células bacterianas, se seleccionaron clones y se secuenciaron. Se linealizé
un clon que contenia la secuencia de ADNc de mPD-1 de longitud completa (clon 1,5) usando la endonucleasa de
restriccion Pvu |, y se us6 el plasmido linealizado para transfectar células CHO D- mediante el método con fosfato de
calcio. Se cultivaron las células CHO D- transfectadas, y se aislaron colonias individuales mediante clonacién en
anillo varias semanas después. Se identificd un transfectante de alta expresion (clon 3,36) por su capacidad para
unirse especificamente a la proteina de fusién B7-HI/Fc (Dong et al., 1999, Nat. Med. 5: 1365-69).

Se cultivaron células CHO D- que expresaban sélo el vector, mPD-1 (clon 3,36), CD28 human, o mCRPVI/ICOS (clon
1,41; Yoshinaga et al., 1999, Nature 402: 827-32) en matraces T175 en DMEM complementados con dFBS al 5%,
PSG 1X 'y NEAA 1X. Se liberaron células de los matraces de cultivo usando disolucion de disociacion celular (Sigma,
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San Luis, MO), se diluyeron con tampén de lavado (PBS que contenia BSA al 0,5%), y luego se contaron.

Se hicieron reaccionar aproximadamente 3,0 x 10° células en 0,1 ml de medios durante 1 hora en hielo con 1 ug de
CRPI/Fc murino purificado, polipéptido B7-L humano/Fc, B7rp1 murino/Fc, o B7-2/Fc murino. También se incubaron
células CHO D- con B7-HI murino/Fc tal como se describié anteriormente, excepto porque las células se expusieron
a 10 ug de proteina de fusién en 1 ml de medios condicionados libres de suero recogidos de células CHO D- que
expresaban mB7HI/Fc. Tras la incubacion, se diluyeron las células con 5 ml de tampén de lavado, se centrifugaron y
luego se lavaron dos veces con 5 ml de tampdn de lavado. Luego se resuspendieron las células en 100 pl de
tampon de lavado que contenia 10 ug/ml de un anticuerpo de deteccion conjugado con FITC especifico de Fc de IgG
de cabra anti-humano (Chemicon, Temecula CA). Se permitié que las células reaccionaran durante 30 minutos en
hielo, y luego se lavaron tal como se describié anteriormente. Tras el lavado, se resuspendieron las células en un
volumen final de 1 ml de tampdén de lavado y luego se analizaron usando un aparato FACS Star (Beckman
Dickinson, Franklin Lakes, NJ).

Tal como se muestra en la figura 9, polipéptido B7-L se une especificamente al receptor PD-1, pero no a los
receptores CD28 o CRP-1/ICOS. Las proteina de fusiéon B7-2/Fc y B7rp-1/Fc se unieron a los receptores CD28 y
CRP-1/ICOS, tal como se esperaba. Como se mostré también que B7-H1 se unia especificamente al receptor PD-1
(figura 9B), el analisis de FACS indica que tanto el polipéptido B7-L como B7-H1 son ligandos para el receptor PD-1.
Puesto que PD-1 es un regulador negativo de la proliferacion de células T (Nishimura et al., 1999, Immunity 11: 141-
51), la activacion de esta ruta mediante el polipéptido B7-L soluble puede dar como resultado una respuesta
inmunitaria reducida. A la inversa, los anticuerpos antagonistas contra el polipéptido B7-L pueden aumentar las
funciones inmunitarias.

Ejemplo 5: Inhibicion de la proliferacion de células T por el polipéptido B7-L

Para determinar si el polipéptido B7-L desempefia un papel en la proliferacion de células T, se realizaron ensayos de
proliferacion de células T humanas usando proteinas de fusién polipéptido B7-L/Fc. Se aislaron células T humanas
altamente purificadas ( > 98% de CD3+) mediante seleccion negativa de células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) frescas o descongeladas, de adherencia reducida usando el kit de aislamiento de células T Pan (Miltenyi
Biotec, Auburn, CA). Se recubrieron previamente placas de cultivo celular de fondo redondo, de 96 pocillos durante
la noche a 4°C con 0,5 o 1,5 ug/ml de anticuerpo anti-CD3 (PharMingen, San Diego, CA), Fc de IgG anti-humana 10
pug/ml (Sigma), y PBS, en un volumen de 0,1 ml. Se eliminé la disolucion de recubrimiento previo, se lavaron las
placas una vez con PBS, y se afiadieron a los pocillos 0,1 ml de las proteinas de fusion polipéptido B7-L/Fc, B7-2/Fc
o B7rp-1/Fc diluidas hasta 20 pg/ml en medios RPMI 1640 complementados con FCS al 10%, o medios solos. Luego
se incubaron las placas durante 4 horas a 37°C. Tras la incubacion, se eliminaron los medios y se afiadieron y 0,2 ml
de las células T purificadas (que contenian 10 x 10° células) a cada pocillo recubierto previamente. Luego se
incubaron las placas durante 48 horas a 37°C. Tras la incubacion, se afiadid 1 pCi/pocillo de [3H]-timidina a cada
pocillo y se incubaron los cultivos durante 18 h adicionales a 37°C. Luego se recogieron las células y se midieron las
cuentas por minuto (CPM).

Tal como se muestra en la figura 10, la proteina de fusién polipéptido B7-L/Fc pudo inhibir la proliferaciéon de células
T mediada por el anticuerpo anti-CD3 a cualquier concentracion del anticuerpo anti-CD3. A la inversa, las proteinas
de fusion B7rp-1/Fc y B7-1/Fc mostraron que coestimulaban la proliferacion de células T en las mismas condiciones.
Estos resultados indican que el polipéptido B7-L es un regulador negativo de la proliferacién de células T. Ademas,
estos resultados sugieren que la proteina de fusion polipéptido B7-L/Fc, u otros agonistas solubles del polipéptido
B7-L, pueden usarse para inhibir la funciéon inmunitaria, proporcionando de ese modo resultados terapéuticos
favorables. También podrian usarse ensayos in vitro, tales como el ensayo descrito en el presente documento para
seleccionar anticuerpos, proteinas solubles, o inhibidores de molécula pequefia de la actividad del polipéptido B7-L.

Ejemplo 6: Los receptores del polipéptido B7-L se expresan en células mononucleares de sangre periférica humanas

Se uso el analisis de FACS para identificar receptores del polipéptido B7-L en células T y B en CMSP humanas.
Usando la centrifugacion en gradiente Ficoll-Paque (Amersham Pharmacia Biotech), se purificaron CMSP a partir de
sangre obtenida de voluntarios humanos sanos, y se estimularon las células mediante incubacién en lipopolisacarido
(LPS) 10 pg/ml durante 3 dias. Tras el tratamiento con LPS, se bloquearon 5 x 10° células en un volumen de 0,2 ml
con Fc de IgG humana 100 pg/ml durante 10 minutos en hielo. Luego se incubaron las células con 10 pug/ml de
diversas proteinas de fusién con Fc biotiniladas (o controles adecuados) durante 30 minutos en hielo. Tras la
incubacién con proteinas de fusién con Fc, se incubaron las muestras celulares indicadas en la figura 11 con
anticuerpos anti-CD3 (PharMingen) o antiCD19 (Becton Dickinson) durante 30 minutos en hielo. Tras la incubacion,
se lavaron las células dos veces en tampén de lavado (PBS que contenia BSA al 0,5%), y luego se tifieron con
FITC-avidina (dilucion 1:100) durante 30 minutos en hielo. Se resuspendieron las células en 1 ml de tampén de
lavado y se analizaron en un aparato FACS Star.

Tal como se muestra en la figura 11, la proteina polipéptido B7-L/Fc se unié a poblaciones significativas de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP). La doble tincién con la proteina de fusion polipéptido B7-L/Fc y
marcadores de células T (CD3) o células B (CD19) indicé que una parte de las células a las que se unié la proteina
de fusion polipéptido B7-L/Fc eran células T y células B. También se mostré que numeros significativos de las
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células que expresaban el receptor del polipéptido B7-L, sin embargo, no eran células T ni células B. Por tanto,
células distintas de linfocitos, asi como, linfocitos en CMSP pueden estar reguladas por el polipéptido B7-L. Este
patron de unién concuerda con el patron de expresion de PD-1 (Ishida et al., 1992, EMBOJ. 11: 3887-95).

Ejemplo 7: Produccién de anticuerpos anti-polipéptido B7-L

Pueden obtenerse anticuerpos contra los polipéptidos B7-L mediante inmunizacién con proteina purificada o con
péptidos B7-L producidos mediante sintesis biolégica o quimica. Los procedimientos adecuados para generar
anticuerpos incluyen los descritos en Hudson y Bay, Practical Immunology (2nd ed., Blackwell Scientific
Publications).

En un procedimiento para la produccion de anticuerpos, se les inyectd a animales (normalmente ratones o conejos)
un antigeno de B7-L (tal como un polipéptido B7-L), y aquéllos con niveles de titulos séricos suficientes segun se
determina mediante ELISA se seleccionan para la produccion del hibridoma. Se recogen los bazos de los animales
inmunizados y se preparan como suspensiones de células individuales de las que se recuperan los esplenocitos. Se
fusionan los esplenocitos con células de mieloma de ratén (tales como células Sp2/0-Ag14), se incuban en primer
lugar en DMEM con penicilina 200 U/mL, sulfato de estreptomicina 200 ug/ml y glutamina 4 mM, y luego se incuban
en medio de seleccion HAT (hipoxantina, aminopterina y timidina). Tras la seleccion, se toman los sobrenadantes de
cultivo tisular de cada pocillo de fusion y se someten a prueba para determinar la produccién de anticuerpos anti-B7-
L mediante ELISA.

También pueden emplearse procedimientos alternativos para obtener los anticuerpos anti-B7-L, tal como la
inmunizacién de ratones transgénicos que portan loci de Ig humana para la produccion de anticuerpos humanos, y la
seleccion de bibliotecas de anticuerpos sintéticos, tales como las generadas mediante mutagénesis de un dominio
variable de anticuerpo.

Ejemplo 8: Expresion del polipéptido B7-L en ratones transgénicos

Para evaluar la actividad biolégica del polipéptido B7-L, se prepara una construccion que codifica una proteina de
fusion polipéptido B7-L/Fc bajo el control de un promotor de ApoE especifico del higado. Se espera que la
administracion de este constructo provoque cambios patoldgicos que son informativos en cuanto a la funcion del
polipéptido B7-L. De manera similar, se prepara una construccion que contiene el polipéptido B7-L de longitud
completa bajo el control del promotor de beta-actina. Se espera que la administracion de este constructo dé como
resultado la expresion ubicua.

Para generar estas construcciones, se usa PCR par amplificar secuencias de ADN molde que codifican un
polipéptido B7-L usando cebadores que corresponden a los extremos & y 3’ de la secuencia deseada y que
incorporan sitios de enzimas de restricciéon para permitir la insercién del producto amplificado en un vector de
expresion. Tras la amplificacion, se purifican en gel los productos de PCR, se digieren los las enzimas de restriccion
apropiadas, y se ligan en un vector de expresién usando técnicas de ADN recombinante convencionales. Por
ejemplo, pueden clonarse secuencias del polipéptido B7-L amplificadas en un vector de expresién bajo el control del
promotor de B-actina humana tal como se describe por Graham et al., 1997, Nature Genetics, 17: 272-74 y Ray et
al., 1991, Genes Dev. 5: 2265-73.

Tras la ligaciéon, se usan mezclas de reaccidon para transformar una cepa huésped de E. coli mediante
electroporacion y se seleccionan los transformantes por la resistencia a farmacos. Se aisla ADN de plasmido de
colonias seleccionadas y se somete a secuenciacion de ADN para confirmar la presencia de un inserto apropiado y
ausencia de mutacién. El vector de expresion del polipéptido B7-L se purifica a través de dos tandas de
centrifugacion en gradiente de densidad de CsCl, se escinden con una enzima de restriccion adecuada, y se purifica
el fragmento linealizado que contiene el transgén del polipéptido B7-L mediante electroforesis en gel. Se resuspende
el fragmento purificado en Tris 5 mM, pH 7,4, y EDTA 0,2 mM a una concentracién de 2 mg/mL.

Se inyectan embriones de una sola célula de ratones cruzados BDF1 x BDF1 tal como se describe (publicacion
internacional n.° WO 97/23614). Se cultivan los embriones durante la noche en un incubador de CO, y se
transfirieron 15-20 embriones de dos células a los oviductos de un raton hembra CD1 pseudoprefiada. La
descendencia obtenida de la implantacion de embriones microinyectados se selecciona mediante amplificacidon por
PCR del transgén integrado en muestras de ADN gendmico tal como sigue. Se digirieron trozos de oreja en 20 mL
de tampén para orejas (Tris 20 mM, pH 8,0, EDTA 10 mM, SDS al 0,5% y proteinasa K 500 mg/mL) a 55°C durante
la noche. Luego se diluye la muestra con 200 mL de TE, y se usan 2 mL del tampdn para orejas en una reaccion de
PCR reaccion usando cebadores apropiados.

A las 8 semanas de edad, se sacrifican animales fundadores transgénicos y animales control para realizar la
necropsia y el analisis anatomopatoldgico. Se extirpan partes del bazo y se aisla el ARN celular total de los bazos
usando el kit de extraccion de ARN total (Qiagen) y se determiné la expresion del transgén mediante RT-PCR. Se
convierte el ARN recuperado de los bazos en ADNc usando el sistema de preamplificacion SuperScriptT'\’I (Gibco-
BRL) tal como sigue. Se usa un cebador adecuado, ubicado en la secuencia del vector de expresién y en 3’ con
respecto al transgén del polipéptido B7-L, para cebar la sintesis de ADNc a partir de los transcritos de transgén. Se
incuban diez mg de ARN de bazo total de fundadores transgénicos y controles con 1 mM de cebador durante 10
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minutos a 70°C y se ponen en hielo. Se complementa entonces la reaccion con Tris-HCI 10 mM, pH 8,3, KCI 50 mM,
MgCl; 2,5 mM, 10 mM de cada dNTP, DTT 0,1 mM y 200 U de transcriptasa inversa SuperScript Il. Tras la
incubacién durante 50 minutos a 42°C, se detiene la reaccion calentando durante 15 minutos a 72°C y se digiere con
2 U de ARNasa H durante 20 minutos a 37°C. Luego se amplifican las muestras mediante PCR cebadores
especificos para el polipéptido B7-L.

Ejemplo 9: Actividad bioldgica del polipéptido B7-L en ratones transgénicos

Antes del sacrificio, se pesan los animales transgénicos, se anestesian mediante isofluorano y se extrae sangre
mediante puncion cardiaca. Se someten las muestras andlisis de hematologia y bioquimica sérica. Se realiza una
radiografia tras la exanguinacion terminal. Tras la diseccién macroscépica, se someten los principales drganos
viscerales a analisis de peso.

Tras la diseccion macroscopica, se extirpan los tejidos (es decir, higado, bazo, pancreas, estdmago, todo el tubo
digestivo, rifién, érganos reproductores, piel y glandulas mamarias, hueso, cerebro, corazén, pulmén, timo, traquea,
esofago, tiroides, glandulas suprarrenales, vejiga urinaria, ganglios linfaticos y musculo esquelético) y se fijan en Zn-
formalina tamponado al 10% para el examen histoldgico. Tras la fijacion, se procesan los tejidos en bloques de
parafina, y se obtienen secciones de 3 mm. Se tifien todas las secciones con hematoxilina y exosina, y luego se
someten a analisis histoldgico.

Se someten el bazo, ganglio linfatico y placas de Peyer tanto de los ratones transgénicos como control a analisis
inmunohistolégico con anticuerpos especificos de células B y células T tal como sigue. Las secciones incluidas en
parafinas fijadas con formalina se desparafinan y se hidratan con agua desionizada. Se enfrian bruscamente las
secciones con peroxido de hidrégeno al 3%, se bloquean con bloqueo de proteinas (Lipshaw, Pittsburgh, PA), y se
incuban en anticuerpo monoclonal de rata anti-B220 y CD3 de raton (Harlan, Indianapolis, IN). Se detecta la unién a
anticuerpos mediante inmunoglobulinas de conejo anti-rata biotiniladas y estreptavidina conjugada con peroxidasa
(BioGenex, San Ramén, CA) con DAB como cromdgeno (BioTek, Santa Barbara, CA). Se contratifien las secciones
con hematoxilina.

Tras la necropsia, se extirpan los NLM y secciones de bazo y timo de crias de animales transgénicos y control. Se
preparan suspensiones de células individuales mediante la trituracion suave de los tejidos con el extremo plano de
una jeringa contra el fondo de un filtro Cell Strainer de nilon de 100 mm (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Se
lavan las células dos veces, se cuentan, y luego se incuban aproximadamente 1 x 10° células de cada tejido durante
10 minutos con 0,5 pg de bloqueo de Fc CD16/32 (Fcylll/ll) en un volumen de 20 pl. Luego se tifien las muestras
durante 30 minutos a 2-8°C en un volumen de 100 pl de PBS (que carece de Ca* y Mg®), albimina sérica bovina al
0,1%, y azida de sodio al 0,01% con 0,5 ug anticuerpo de anticuerpos monoclonales conjugados con PE o FITC
contra CD90.2 (Thy-1,2), CD45R (B220), CD11b (Mac-1), Gr-1, CD4 o CD8 (PharMingen, San Diego, CA). Tras la
unién a anticuerpos, se lavan las células y luego se analizan mediante citometria de flujo en un aparato FACScan
(Becton Dickinson).
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Gln
175

ttc
Phe
190

agc
Ser

att
Ile

age
Ser

205

cca
Pro

att
Ile
235

tat
Tyr

ctg
Leu

agg
Arg

gaa
Glu

tag
Trp

ata
Ile

tet
Ser

gtg
Val

ctt
Leu

ctg
Leu

aca
Thr

Leu

gac
Asp

tac
Tyr

act
Thr

cag
Gln

gtt
Val
160

gte
Val

tgt
Cys

gac
Asp

cac
His

gtg
Val

Pro Leu

80

gaa
Glu

gga
Gly

tac
Tyr

aag
Lys

atc
Ile
130

cac
His

aca
Thr

get
Ala
145

cck
Fro

gcc
Ala

acc
Thr

agt
Ser

tte
FPhe

gtg
Val

ctt
Len

caa
Gln
210

att
Ile
225

tte
FPhe

ata
Ile

gce
Bla

240

tca
Ser

aaa
Lys
255

aac
Asn
270

agt
Ser

gac
Asp

got
Bla

aca
Thr

aca
Thr

ate
Ile

tga

atatgacatc taaagaagct tctggactet

ccatttgeac
agactagcea
gecctatgget

ccacagaatt

cctcaagttt

ttttoaaatg
acacctggee
ttaagcaage

cctteaggat

tctaagtgat

cotttggatg
atgaaacttyg
actactgcac

cottottget

ttceca

43

Ala
85

Gly Lys

tac
Tyx
100

cad
Gln

cag
Gln

act
Thr

ctg
Leu
115

ctg
Leu

cta
Leu

gtt
Val

aaqg
Lys

cct
Fro

tat
Tyr

ggt
Gly

aac
Asn

acc
Thr

age
Ser
165

gtt
Val

ctg
Leu
180

cge
Aryg

act
Thr

aat
Asn

tgg
Trp
195

agt
Ser

atg
Met

cag
Gln

tce
Ser

atec
Ile

cce
Pro

ckta
Leu

ada
Lys
245

aga
Arg

celk
Fro

daa
Lys

aga
Arg
260

acctgtggte

gaacaagaat
acccageact
ccectteact
tttacagaat

goccagactga

Ser Fhe

ata
Ile

tge
Cys

aaa
Lys

gte
Val

cca
Pro

gaa
Glu
135

ctg
Leu
150

Ala

tee
Ser

cac
His

cta
Leu

aaq
Lys

cac
His

gtg
Val

ccc
ro
215

gaa
Glu

ate
Ile

tgc
Cys
230

cte
Leu

Caa
Gln

gte
Val

acc
Thr

ttgggagcca

tcggtggect
ttaatctgaa
gatctggact
taccccactg

aagcaaaaqgqg

341

389

437

485

533

581

6do

677

725

773

821

874

834

954

1054

1114

1174

1209



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met

1

Ile

Glu

His

Asp

85

Pro

Glu

Lys

His

hla

145

Pro

Thr 5

Val

Leu

Ile

225

Ile

Thr

Ile

Ile

Ala

His

Val

50

Thr

Leu

Gly

Tyx

Ile

130

Thr

Ala

Phe
Gln
210
Fhe

hla

Thr

<210> 3

<211> 254
<212> PRT

Phe

Ala

Gly

35

Asn

Ser

Gly

Gln

Leu

115

Leu

Gly

As=n

Val

Trp
195
Ser
Ile

Len

Lys

Len

Leu

20

Ser

Leu

Fro

Lys

Tyr

100

Thr

Tyr

Thr

Leu

180

Asn

Gln

Pro

Arg

Arg
280

<213> Homo sapiens

Leu

Phe

Bsn

Gly

His

Lieu

Val

Pro

Ser

165

Arg

Thr

Met

Ser

Lys

245

Pro

Leu

Thr

Val

Ala

Arg

70

Ser

Cys

Lys

Pro

Leu

150

His

Leu

His

Glu

Cys

230

Gln

Val

Met

Val

Thr

Ile

55

Glua

Phe

Ile

Val

Glu
135

Lys

Val

Pro

215

Ile

Leu

Thr

Thr

Leu

40

Thx

Arg

His

Ile

Lys

120

Thr

Glu

Arg

Pro

Arg

200

Arg

Cys

Thr

ES 2372522713

Ser

Val

25

Glu

Ala

Ala

Ile

Ile

105

Ala

Asp

Val

Thr

Fro

185

Glu

Ala

Gln

Thr
265

Leu

10

Pro

Cys

Ser

Thr

Pro

20

Tyr

Ser

Glu

Ser

Fro

170

Pro

Leu

Phe

Lys
250

Lys

Glu

Lys

Asn

Leu

Leu

75

Gly

Tyr

Thr
Pro
Ile

235

Leu

44

Leu

Glu

Fhe

Gln

ed

Leu

Val

Val

Arg

p Pro

Gly

Arg

Leu

Thr

220

Fhe

Tyr

Glu

Gin

Leu

Asp

45

Lys

Glu

Gln

Ala

Lys

125

Leu

Rsn

Len

Asn

Ala

205

Trp

Ile

Ser

Val

Len

Tyr

30

Thr

Val

Glu

Val

Trp

110

Ile

Thr

val

Tyr

Phe

190

Ser

Leu

Ala

Ser

Asn
270

Gln

Arg

95

Asp

Asn

Cys

Ser

Gln

175

Ser

Ile

Leu

Thr

Lys

255

Ser

Gln

Ile

Ser

Bsn

Leu

80

Asp

m.

1yr

Thr

Gln

WVal

160

Val

Cys

Val
240

Asp

Ala



ES 2372522713

<220>

<221> TRANSMEM
<222> (202)..(222)
<400> 3

Leu Phe Thr Val Thr Val Pro Lys Glu Leu Tyr Ile Ile Glu His Gly
1 5 10 15

Ser Asn Val Thr Leu Glu Cys Asn Phe BAsp Thr Gly Ser His Val Asn
20 25 30

Leu Gly Bla Ile Thr Ala Ser Leu Gln Lys Val Glu Asn Asp Thr Ser
35 ’ 40 45

Pro His Arg Glu Arg Ala Thr Leu Leu Glu Glu Gln Leu Pro Leu Gly
50 55 60

Lys Ala Ser Phe His Ile Pro Gln Val Gln Val Arg Asp Glu Gly Gln
65 T0 15 g0

Tyr Gln Cys Ile Ile Ile Tyr Gly Val Ala Trp Asp Tyr Lys Tyr Leu
85 40 95

Thr Leu Lys Val Lys Ala Ser Tyr Arg Lys Ile Asn Thr His Ile Leu
100 105 110

Lys Val Pro Glu Thr Asp Glu Val Glu Leu Thr Cys Gln Ala Thr Gly
115 120 125

Tyr Pro Leu &Ala Glu Val Ser Trp Pro Asn Val Ser Val Pro Ala Asn
130 135 140

Thr Ser His Ser Arg Thr Pro Glu Gly Leu Tyr Gln Val Thr Ser Val
145 150 155 160

Leu Arg Leu Lys Pro Pro Pro Gly Arg Asn Phe Ser Cys Val Phe Trp
165 170 175

&sn Thr His Val Arg Glu Leu Thr Leu Ala Ser Ile Asp Leu Gln Ser
180 185 190

Gln Met Glu Pro Arg Thr His Pro Thr Trp Leu Leu His Ile Phe Ile

185 200 205
Fro Ser Cys Ile Ile Ala Phe Ile Phe Ile Ala Thr Val Ile Ala Leu
210 215 220
Arg Lys Gln Leu Cys Gln Lys Leu Tyr Ser Ser Lys Asp Thr Thr Lys
223 230 235 240
Arg Pro Val Thr Thr Thr Lys Arg Glu Val Asn Ser Ala Ile
245 250
<210> 4
<211> 224
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 4
45



Met Gly
1

Leu Asn
Ser Gly

Ser Cys
50

Tyr Trp
65

Mat Asn
Asn Asn
Thr Tyr

Glu His
130

Pro Ser
145

Ile Cys
Glu Asn
Fro Glu

Thr Thr
210

<210>5
<211> 323
<212> PRT

His
FPhea
Val

35
Gly
Gln
Ile
Leau
Glu
115
Leu
Ile
Ser
Gly
Thr

185

Asn

Thr
Fhe

20
Ile
His
Lys=
Trp
Ser
100
Cys
Ala
Ser
Thr
Flu
180

Elu

His

<213> Homo sapiens

<400> 5

His

Asn

Glu

Pro

85

Ile

Val

Glu

Leu

Ser

Leu

Val

Val

Lys
70

Glu

Val

Val

Val

Fhe

150

Gly

Len

Tyr

Fhe

ES 2372522713

Eln

Leu

Ser

535

Lys

Tyzr

Ile

Len

Thr

135

Glu

Gly

Asn

Ala

Met
215

Gly

Val

Lys

40

Val

Met

Lys

Leu

Lys

120

Leu

Ile

Fhe

Ala

Val

200

Cys

Al=a

Thr Ser

10
Leu Ala
25

Glu Val

Glu Glu

Val Leu

Asn Arg

a0

Leu
105

Tyr Glu

Val

Ser

Fro Thr

Glu
- 170

Pro

Ile Asn

185

Ser Ser

Leu Ile

46

Fro

Gly

Lys

Leu

Thr

75

Thr

Arg

Ser
155

Pro

Thr

Lys

Lys

Sar

Len

GElu

Ala

60

Met

ITle

Pro

Asp

ala

140

Asn

His

Thr

Leu

Tyr
220

Lys

Ser

Mat
Fhe
Ser
Ala
125
Asp
Ile
Leu
Val
EEP
205

Gly

Cys
His

30
Bla
Thr
Ser
Asp
Asp
110
Phe
FPhe
Arg
Ser
Ser
180

Fhe

His

Pro

15

Phe

Thr

Arg

Gly

Ile

95

Glu

Lys

Pro

Trp
175
Gln

Asn

Leu

Tyr
Cys
Leu
Ile
RAsp

80
Thr
Gly
Arg
Thr
Ile
160
Leu
Asp

Met

Arg



ES 2372522713

Met Gly Leu Ser Asn Ile Leu Phe Val Met Ala Phe Leu Leu Ser Gly
1 5 10 15

Ala Ala Pro Leu Lys Ile Gln Ala Tyr Phe Asn Glu Thr Ala Asp Leu
20 25 30

Pro Cys Gln Phe Ala Asn Ser Gln Asn Gln Ser Leu Ser Glu Leu Val
35 40 45

Val Fhe Trp GIn Asp Gln Glu Asn Leu Val Leu Asn Glu Val Tyr Leu
50 35 a0

Gly Lys Glu Lys Phe Asp Ser Val His Ser Lys Tyr Met Gly Arg Thr
Ser Phe Asp Ser Asp Ser Trp Thr Leu Arg Leu His Asn Leu Gln Ile
: B5 90 95

Lys Asp Lys Gly Leu Tyr Gln Cys Ile Ile His His Lys Lys Proc Thr
100 . 105 110

Gly Met Ile Arg Ile His Gln Met Asn Ser Glu Leu Ser Val Leu Ala
115 120 125

Asn Phe Ser Gln Pro Glu Ile Val Pro Ile Ser Rsn Ile Thr Glu Asn
130 135 140

Val Tyr Ile Asn Leu Thr Cys Ser Ser Ile His Gly Tyr Pro Glu Pro
145 150 155 1le0

Lys Lys Met Ser Val Leu Leu Arg Thr Lys Asn Ser Thr Ile Glu Tyr
165 170 175

Asp Gly Ile Met Gln Lys Ser Gln Asp Asn Val Thr Glu Leu Tyr Asp
180 ) 185 190

Val Ser Ile Ser Leu Ser Val Ser Phe Pro Asp Val Thr Ser Asn Met
1585 200 205

Thr Ile Phe Cys Ile Leu Glu Thr Asp Lys Thr Arg Lesu Leu Ser Ser
‘210 215 220

Pro Phe Ser Ile Glu Leu Glu Asp Pro Gln Pro Pro Pro Asp His Ile
225 230 235 240

Pro Trp Ile Thr Ala Val Leu Pro Thr Val Ile Ile Cys Val Met Val
245 250 255

Phe Cys Leu Ile Leu Trp Lys Trp Lys Lys Lys Lys Arg Pro Arg Asn
260 265 270

Ser Tyr Lys Cys Gly Thr Asn Thr Met Glu Arg Glu Glu Ser Glu Gln
275 280 285

Thr Lys Lys Arg Glu Lys Ile His Ile Pro Glu Arg Ser Asp Glu Ala
290 285 300

Gln Arg Val Phe Lys Ser Ser Lys Thr Ser Ser Cys Asp Lys Ser Asp
305 310 . 315 L 320

Thr Cys Fhe

47



<210>6

<211> 290

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met Arg Ile

1

Asn

Gly

Asp

Ile

&85

Tyr

Ala

Arg

Lys

Asp
145

Pro
.

Gly

Val

Cys

Val

225

Leu

Fhe

Gly

Glu

Bla
Ser
Leu

50
Gln
Arg
Ala
Cys
Val
130
Pro
Lys
Lys
Thr
Thr
210
Ile
Val
Ile

Ile

Thr

<210>7

<211> 302

Phe
Asn

35
Ala
Phe
Gln
Leu
Mat
115
Asn
Val
Ala
Thr
Jer
155
Phe
Pro
Ile

Phe

Gln
275

Phe

Met

Ala

Val

Arg

Gln

100

Ile

Ala

Thr

Glu

Thr

180

Thr

Arg

Glu

Leu

Arg

260

Asp

Val

Thr

Leu

His

Ala

B85

Ile

Ser

Pro

Ser

Val

165

Thr

Leu

Arg

Thr

Val
Thr
Ile
Ile
Gly

70
Arg
Thr
Tyr
Tyx
Glu
150
Ile
Thr
Arg
Leu
Pro
230
Ala

Arg

Asn

Phe

Val

Glu

Val

25

Glu

Leu

Asp

Gly

Asn

135

His

Trp

Asn

Ile

Asp

215

Leu

Ile

Lys

Ser

Ile

Fro

Cys,

40

Tyr
Glu
Leu
Val
Gly
120
Lys

Glu

Thr

Ser

Asn

200

Pro

Ala

Leu

Gly

Lys
280

ES 2372522713

Phe

Trp

Asp

Lys

Lys

105

Ala

Ile

Leu

Ser

Lys

185

Thr

Glu

His

Leu

Arg

265

Lys

Met

10
Lys
Phe
Glu
Leu
Asp

a0

Leu

Asn

Thr

Ser

170

Arg

Thr

Glu

Pro

Cys

250

Met

Gln

Thr Tyr
Leu Tyr
Pro Val
Met Glu

&0

Lys Val
75

Gln Leu
Gln Asp

Tyr Lys

Gln Arg
140

Cys Gln

155

Asp His

Glu Glu

Thr Asn

Asn His
220

Pro Asn

235

Leu Gly

Met Asp

Ser Asp

48

Trp

Val

‘Glu

45

Asp
Gln
Ser
Ala
Arg
125
Ile
Ala
Gln
Lys
Glu
205
Thr
Glu
Val

Val

Thr
285

His

Val

30

Lys

Lys

His

Leu

Gly

110

Ile

Leu

Glu

Val

Len

190

Ile

Ala

Arg

Ala

Lys

270

His

Leu

15

Glu

Gln

Asn

Ser

Gly

95

Val

Thr

Val

Gly

Leu

175

Fhe

Phe

Glu

Thr

Leu

255

Lys

Leu

Leu
Tyx
Leu
Ile
Ser

80
Asn
Tyr
Val
Val
Tyr
160
Ser
Asn
Tyr
Leu
His
240

Thr

Cys

_Glu



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>7

Met
1
Arg

Val

Tyr

65
Arg
Ser
Cys

Glu

Ala

145°

Ile

Asn

Met

Fro

Asn

225

Lys

Ile

Arg

Rla

Glu

Val

50

His

Asn

Leau

Leu

Val

130

Asn

Ser

Arg

Ser

210

Len

Ile

Ser

Gly

Leu Gly Ser

Asp
Leu
35

Tyr

Ile

Arg

Val

115

Thr

His

Gly

Leu

Gly

135

Val

Thr

Thr

Ile

Trp

Thx

20

Ser

Val

Pro

hla

Leu

100

Leu

Leu

Ser

Tyr

Leu

180

Leu

Asn

Val

Glu

Leu

280

Val

5

Gln
Cys
Tyr
Gln
Leu

85
Phe
Ser
His
Pxo
Pro

165

Asp

Ile
Gl_y
Asn
245

Ala

Cys

Fro

Gla

Ala

Asn
_ 70
Met
Asn
Gln
Val
Ser
150

Arg

Gln

Asp

Gly

Ser
230

‘Pro

val

Arg

Gly

Lys

Cys

Gln

55

Ser

Ser

Val

Ser

Ala

1325

Gln

Pro

Ala

Val

Cys

215

Gln

Val

Leu

ES 2372522713

Leu
Glu
Pro

40

Thr

Ser 1

Pro

Thr

Len

120

Ala

Asp

Asn

Len

val

200

Cys

Thr

Ser

Cys

Arg

Leu
Val
Glu

Ser

Ala
Pro
105

Gly

Asn

Val

Ile
Gly
Thr
Leu

265

Cys

Phe

10

Rrg

Gly

Glu

Glu

Gly

80

Gln

FPhe

Fhe

Leu

Tyr !

170

Asn

Val

Glu

Asn

Gly

250

Leu

Leu

Leu

Ala

Ser

Ser

Bsn

75

Met

Bsp

Gln

Ser

Thy
155

Leu
Asn
Asp
235

Glu

Val

Gln

49

Leu

Met

Arg

Lys

a0
Val
Leu
Glu
Glu
Val

140

Bhe

Arg
Val
220

Ile

Lys

His

Fhe

Val

Fhe

45

Thr

Asp

Arg

Val

125

Pro

Thr

Asn

Val

Ile

205

Leu

Gly

Asn

Val

Ser

Ser

Gly

30

Ser

Gly

Lys

110

Leu

Val

Cys

Lys

Fhe

180

Ala

Leu

Glu

Ala

Ala

270

Tyr

Ser

15

Ser

Leu

Val

Arg

95

Phe

Ser

Val

Thr

Thr

175

Leu

Arg

Gln

Arg

Ala

255

val

Ala

Leu
Asp
Asn
Thr
Tyr

80
Phe
His
Val
Ser
Ser
180
Asp
Asn
Thr
Gln
Asp
240
Thr

Ala

FLly



ES 2372522713

275 280 285
Ala Trp Ala Val Ser Pro Glu Thr Glu Leu Thr Gly His Val
290 285 300
<210> 8
<211> 316
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> INCIERTO

<222> (233)

<223> “Xaa” puede ser cualquier aminoacido que se produce de manera natural

<400> 8

50



ES 2372522713

Met Leu Arg Arg Arg Gly Ser Pro Gly Met Gly Val His Val Gly Ala
1 5 10 15

Ala Leu Gly RAla Leu Trp Phe Cys Leu Thr Gly Ala Leu Glu Val Gln
20 25 30

Val Pro Glu Asp Pro Val Val Ala Leu Val Gly Thr Asp Ala Thr Leu
35 40 45

Cys Cys Ser Fhe Ser PFro Glu Fro Gly Phe Ser Leu Ala Gln Leu Asn
50 55 60

Leu Ile Trp Gln Leu Thr Asp Thr Lys Gln Leu Val His Ser Phe Ala
65 70 75 80

Glu Gly Gln Asp Gln Gly Ser Ala Tyr Rla Asn Arg Thr Ala Leu Phe
85 30 85

Pro Zsp Leu Leu Ala Gln Gly Asn Bla Ser Leu Arg Leu Gln Arg Val
100 105 110
Arg Val Ala Asp Glu Gly Ser Fhe Thr Cys Phe Val Ser Ile Arg Rsp
115 120 125

Fhe Gly Ser Ala Ala Val Ser Leu Gln Val Ala Ala Pro Tyr Ser Lys
130 135 140 :

Pro Ser Met Thr Leu Glu Pro Asn Lys Asp Leu Arg Pro Gly Asp Thr
145 150 155 150

Val Thr Ile Thr Cys Ser Ser Tyr Gln Gly Tyr Pro Glu Ala Glu Val
165 170 175

Fhe Trp Gln Asp Gly Gln Gly Val Pro Leu Thr Gly Asn Val Thr Thr
1B0 185 130

Ser Gln Met RAla Asn Glu Gln Gly Leu Phe Asp Val His Ser Val Leu
185 200 205

Arg Val Val Leu Gly Alz Asn Gly Thr Tyr Ser Cys Leu Val Arg Asn
210 215 220

Pro Val Leu Gln Gln Asp Ala His Xaa Ser Val Thr Ile Thr Gly Gln
225 230 235 240

51



Pro Met

Val Cys

Lys Ile

Rsp Gly

290

Ser Asp

305
<210>9
<211> 276
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9

Thr

Leun

Lys
275

Glu

Ser

Phe

Ile-

260

Gln

Gly

Lys

Pro

245

Ala

Ser

Glu

Glu

ES 2372522713

Pro Glu

Leu Leu

Cys Glu

Gly Ser

295

Asp Asp
310

Lla
Val
Glu
280

Lys

Gly

Leu Trp Val Thr
250

BAla Leun Ala Pha
265

Glu Asn Ala Gly

Thr ﬂlé Leu Gln
300

Gln Glu Ile Al=s
315

52

Val

Val

Bla

285

Pro

Cvys
270

Glu

Leu

Leu
255
Trp

Asp

Lys

Sar

Lrg

Gln

His



ES 2372522713

Met Glu Ser Ala Ala Ala Leu His Phe Ser Arg Pro Ala Ser Leu Leu
Leu Leu Leu Leu Ser Leu Cys Ala Leu Val Ser Ala Gln Fhe Ile Val
20 25 30

Val Gly Pro Thr Asp Pro Ile Leu Ala Thr Val Gly Glu Asn Thr Thr
35 40 45

Leu Arg Cys His Leu Ser Pro Glu Lys Asn Ala Glu Asp Met Glu Val
50 55 &l

Arg Trp Phe Arg Ser Gln Phe Ser Pro Ala Val Phe Val Tyr Lys Gly
65 70 75 g0

Gly Arg Glu Arg Thr Glu Glu Gln Met Glu Glu Tyr Arg Gly Arg Thr
a5 =11 g5

Thr Phe Val Ser Lys Asp Ile Ser Arg Gly Ser Val Rla Leu Val Ile
100 105 110

His Rsn Ile Thr Ala Gln Glu Asn Gly Thr Tyr Arg Cys Tyr FPhe Gln
115 120 125

Glu Gly Arg Ser Tyr Asp Glu Ala Ile Leu Hisg Leu Val Val Ala Gly
130 135 140

Leu Gly Ser Lys Pro Leu Ile Ser Met Arg Gly His Glu Asp Gly Gly
145 150 155 160

Ile Arg Leu Glu Cys Ile Ser Arg Gly Trp Tyr Pro Lys Pro Leu Thr
165 : 170 175

Val Trp Arg Asp Pro Tyr Gly Gly Val Ala Pro Ala Leu Lys Glu Val
180 185 190

Ser Met Pro Asp Ala Asp Gly Leu Phe Met Val Thr Thr Ala Val Ile
195 200 ) 205

53



Ile

Leu

225

Mat

Ile

Gln

Arg

210

Lau

Pro

Leu

Lys

<210> 10

<211> 523

<212> PRT

Asp

Gly

Ser

Met

Glu
275

Lys
Gln
Val
Ile
260

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 10

ES 2372522713

Ser Val Arg Asn

Lys

Ser
245

Pro

215

Lys Glu Ser
230

Pro Cys Ala

Ile Rla Val

Met Ser

Val Ile

Val RAla

250

Cys Ile
265

54

Cys

Phe
235

Leu

Tyr

Ser
220
Ile

Pro

Trp

Ile Asn Asn Thr

Pro Glu Ser FPhe
240

Ile Tle Val Val
255

Ile Asn Lys Leu
270
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Met Glu Pro Rla ARla Ala Leu His Phe Ser Leu Pro Ala Ser Leu Leu
Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ser Leu Cys Ala Leu Val Ser Ala
20 25 30

Gln Phe Thr Val Val Gly Pro ARla Asn Pro Ile Leu Ala Met Val Gly
35 .40 45

Glu Asn Thr Thr Leu Arqg Cys His Leu Ser Pro Glu Lys Asn Ala Glu
50 55 a0

Asp Met Glu Val Arg Trp Phe Arg Ser Gln Phe Ser Pro Ala Val Phe
65 70 75 ' 80

Val Tyr Lys Gly Gly Arg Glu Arg Thr Glu Glu Gln Met Glu Glu Tyr
B85 80 95

Arg Gly Arg Ile Thr Phe Val Ser Lys Asp Ile Asn Arg Gly Ser Val
100 105 110

Ala Leu Val Ile His Asn Val Thr Ala Gln Glu Asn Gly Ile Tyr Arg
115 120 125

Cys Tyr Phe Gln Glu Gly Arg Ser Tyr Asp Glu Ala Ile Leu Arg Leu
130 135 140

Val Val Ala Gly Leu Gly Ser Lys Pro Leu Ile Glu Ile Lys Ala Gln
145 150 155 ) 160

Glu Asp Gly Ser Ile Trp Leu Glu Cys Ile Ser Gly Gly Trp Tyr Fro
165 170 175

Glu Pro Léu Thr Val Trp Arg Asp Pro Tyr Gly Glu Val Val Pro Ala
180 185 150

ILeu Lys Glu Val Ser Ile Ala Asp Ala Asp Gly Leu Phe Met Val Thr
195 200 205

55



Thr Ala

210
Val Asn
225

Pro Glu
Val Ile
Ala Val

Leu Gln
290

Glu Glu
305

Arg Thr
His Pro
Pro Tyr
Pro Cys

370

Glu Val
385

Hisg'Ser
Phe Trp
Pro Glu
Phe Leu

450
Arg Ser
465
Arg Pro

Pro Ala

Lys Leu

Val
Asn
Ser
Leu
Pha
275
Arg
Lys
BPhe
Giu

Arg
355

‘Val

Glu

Val

Thr

Arg

435

Asp

His

Fhe

Leu

His
515

Ile

Thr

Phe

Thr

260

Ile

Glu

Glu

Leau

Leu

340

Gln

Leu

val

Glu

Leu

420

Ile

Tyr

Ile

Fhe

Thr

500

Arg

Met

245

Ala

Ile

Lys

Ile

His

325

Phe

Arg

Gly

Glu

Arg

405

Glu

Leu

Glu

Arg
485

Gly

Val

Arg
Leu
230
Pro
Ser
Phe
Lys
Ala
310
Ala
Leu
Val
Trp
Asn
380

Lys

Met

Ala
Thr
470
Ala

Gly

Asp
215
Gly
Ser
Pro
Met
Ile

295

Gln

Ala

Ser

Pro

Glu

375

Val

Gly

Fhe

Leu

Gly

455

Cys

Gly

Ser

Thr

ES 2372522713

Lys

Gln

Bla

Trp

Ala

280

Leu

Gln

Asp

Glu

Asp

360

sSer

Met

Glua

Gly

Lys

Glu

Ser

Met

265

Val

Ser

Len

Val

Asp

345

Asn

Fhe

Val

Val

Asn

425

Glu

440 -

AsD

Pro

Sar

Gly

His
520

Val

Arg

Asp

Val

305

Gln

Val

Lys

Pro

250

Val

Ser

GLly

Gln

Val

330

Arg

Pro

Ala

Trp

Leu

410

Gln

Ser

Ser

Ser

Asp

420

Met

Ser

56

Arg
Glu
235
Trp
Ser
Ile
Glu
Glu
315
Leu
Arg
Glu
Ser
Thr

385

Leu

Phe
Ala
475
Ser

Val

Leu

Asn

220

Thr

Met

Met

Cys

Lys

300

Elu

Asp

Ser

Arg

Gly

380

Val

Tle

Rrg

Cys

Tyr

4860

Fhe

Fro

Fro

Val

Val

Thr
Cys
285
Lys
Leu
Pro
Val
Phe
365
Lys
Gly
Fro
Ala
Arg
445
Asn
Thr

Tle

Glu

Ser
Ile
Bla
Val
270

Il=

Val

Asp
Brg
350
Bsp
His
Val
Gln
Leu
430
Val
Met
Val

Fhe

Glu
510

Cys

Phe

Leu

255

Ile

Lys

Glu

Thr
335
Brg
Ser

Tyr

Cys

Ile
495

Gly

Ser
Tle
240
Ala
Leu
Lys
Gln
Arg

320

Ala

Trp
Arg
400
Gly
Ser
Val
Asp
Val
480

Cys

Leu



<210> 11

<211> 263

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

ES 2372522713
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Phe

Gln

Glu

Thr

Val

b5

Arg

Ala

Cys

Lys

Glu
145

Gln*®

Val

Ala

Ala=
225

Gly

Leu

His

Bhe

Asp

Met

50

Tyr

Gly

Leu

Tyr

Val

130

Fro

Glu

Ser

Arg

210

Asp

Val

Ser
Ala
35

Glu

Ala

Arg

FPhe

115

Ala

Gly

Gln

Ala

WVal

185

Asn

Fro

Leun

Arg

Ser-

Val

20

Asp

Leu

Asp

Thr

Ile

100

Gln

Ala

Gly

Ile

Pro

180

Ile

Ser

Phe

Pro

Gln
260

Lau

Leu

Len

Lys

Gly

Ser

85

His

Asp

Leu

Gln
165
Val
Met
Leu
Phe
Ile

245

Gln

Leu

Gly

Fro
Trp
Lys

70
Ile
Asn
Gly
Gly
His
150
Trp
Val
Arg
Leu
Arg
230

Lenu

Lys

ES 2372522713

Leau
Pro
Cys
Val

55
Glu
Len
Val
Asp
Ser
135
Leu
Ser
Ala
Gly
Gly
215
Ser

Leu

Gla

Val
Ser
His

40
Ser
Val
Arg
Thr
Phe
120
Asn
Glu
Asn
Asp
Gly
200
Leu

Lla

Len

Gln

Gly
25

-Len

Ser

Glu

Asp

ala

105

Tyr

Leu

Cys

Ala

Gly
185

Sar

zlu

Gln

Leu

58

Leu

10

Pro

Phe

Ser

Asp

Gly
80

Ser

Glu

His

Rrg

Lys
170

Val (

Gly

Lys

Pro

Leu
250

Leg
Ile
Proc
Leu

15
Ile
Asp
Lys
Val
Ser

155

Gly

Glu
Thr
Trp

235

Ala

Thr

Leu

Thr

Arg

60

Gln

Thr

Ser

Lla

Glu

140

Thr

zlu

Lau

Gly

Ala

220

Ile

Gly

Pro

Ala

Met

45

Gln

Ser

Ala

Leu
125

Val

Gly T

Asn

Tyr

Val

205

Ser

Ala

Ala

Cys
Met

30
aer
Val
Ala
Gly
Lys
110

Val

Lys

Iie
Glu
190
Ser
Ile

Ala

Ser

Ser

15

Val

Bla

Val

Pro

Lys

25

Tyr

Glu

Gly

Tyx

Pro
175

Val

Cys

Ser

Len

Tyr
255

Ala

Glu
Asn'
Tyr
go
Ala
Lieu
Leu
Tyr
Fro
160
Ala
Ala
Ile
Ile
Ala

240

Fhe



<210> 12

<211> 584

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

ES 2372522713
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Met Lys

Ser Leu

Val Leu

Asp Leu
50

Lieu Arg
65

hAsp Gly
Thr Ser
Ile His
Gln Bsp

130

Ala Leu
145

Gly Ile
Ile 'Lys
Pro Val
Ilae Met

210

Ser Leu
225

Phe 'Phe
Pro Ile

Gln Gln

Glu Met
250

Met
Fhe
Gly

35

Pro

Lys
Ile
Asn
115
Gly
Gly
His
Trp
Val
185
Arg
Leu
Arg
Ser
Lys

275

Lys

Ala

Leu

20

Pro

Cys

Val

zlu

Leu

100

Val

Asp

Ser

Leu

Ser

180

Lla

Gly

Gly

Ser

Leu

260

Glu

GElu

Ser

Val

Ser

His

Ser

Val

85

Arg

Thr

Phe

Asap

zlua

165

Asp

Asp

ser

Leu

Ala

245

Leu

Lys

Met

Ser

Gln

Ely

Lau

Ser

70

Glu

Asp

Tyr

Leu

150

Cys

Thr

Gly

Ser

Glu

230

Gln

Leu

Ile

Leu

Leu

Pro

Phe

ES 2372522713

Ala

Leu

Ile

40

Pro

35

Ser

Asp

Gly

Ser

Glu

135

His

Arg

Lys

Val

Gly

Len

Ile
hsp
120
Lys
Ile
Ser
Gly
Gly

200

Gly

215

Lys
Pro
Leu
ﬂl#

Tyr
285

Thr

Trp

Ala

Leu

280

Ala

FPhe
Thr

25
Leu
Thr
Arg
Gln
Thr
105
Ser
Ala
Glu
Thr
zlu
1858
Leu
Gly
Ala
Ile
Gly
265

Ser

Ala

Leu

10

Pro

Ala

Met

Gln

Ser

80

Ala

Gly

Leu

Val

Gly

170

Asn

Ser

Bla

250

Arg

Thr

60

Leu

Cys

Met

Sear

Val

15

Ala

L_YS
155
Trp

Ile

Ser

Ile

235

Ala

Ser

Glu

Glu

Lau
Ser
Val
Ala

&0
Val
Pro
Lys
Tyr
Glu
140
Gly
Tyr

o
Val
Cys
220
Ser
Leu
Tyr

Thr

Gln
300

Asn

Gly

£5
Glu
Asn
Tyr
Ala
Leu
125
Leu
Tyr
Fro
Ala
Ala
205
Ile
Ile
Ala
Phe
Glu
285

Glu

Fhe

Gln

30

Glu

Thr

Val

Arg

ala

110

Cys

Lys

Glu

Gln

Val

150

Ala

Ile

Ala

Gly

Lieu

270

Brg

Ile

His

Phe

Asp

Met

Tyr

Val

Asp

Fro

175

Ser

Arg

Asp

Thr

255

Trp

Glu

Ser

Val

Ser

Ala

_Glu

Ala
8O
Arg

Arg

Phe

Gly

160

Gln

Ala

Val

Asn

Fro
240

Arg

Leu



Arg Glu
305

Ala Arg
Phe Lys

Leu Leu
Arg Asp
370

Leu Gly
385

Val Gly
Glu Arg
THr Met

Brg Thr
450

Leu Asp
465

Ser His
FPro Val
4
Fro Ile

Rsp His
530

Gly Glu
545

Gly Ala

Gln Ala

Lys

Gly

Fro

Val

355

Leu

Cys

Asp

Lys

Gly

435

Tyr

Ile

Fhe

Fro

515

Ser

Fro

GEln

Arg

Leu

zlua

Ala
340

‘Ser

Pro
Glu
Arg
Lys
420
Leu
Leu
Glu
Tyr
Arg
500
Lys
Leu
Gln

Val

Thr
580

Gln
Lys
325
Asp
Glu
Asp
Asn
Lys
405
Thr
LYS
Thr
Thr
485
Ile
Glu
&zlu
Bla
Ser

565

Glu

Glu
310
Ser
Val
Asp
Asn
FPhe

380

Glu
Trp
Asp
Leu
Gly
470
Fhe
Leu
Val
Thr
Glu
550

Pro

Ala

ES 2372522713

Glu

Leu

Ile

Gln

Lien

Ala

Leu

Arg

3560

Pro
375
Trp
Vai
Gly
Pro
455
Elu
Fro
Thr
Glu
Pro
535
Val

Ser

Leu

Glu

r Ser

His

Lys

Asn

440

Glu

Ile

His

Leu

Ser

520

Leu

Thr

Ala

Tyr

Lys
Tyr
Asp
345
Ser
Arg
Gly
Ile
Met
425
Lys
Pro
sSer
Ala
Glu
505
Ser
Thr

Ser

Thr

61

Trp
His
330
Pro

Val

Fhe

Tyr

Fro

Fhe

Ser

450

Pro

Pro

Pro

Len

Thr
570

Arg
315
lu
Asp
Gln
Glua
His
385

Val

Arg

Arg

Tyr

475

Phe

Thr

Asp

Gly

Leu

555

Asn

Lys

Trp

Thr

Arg

Trp

380

Tyr

Cys

Glu

Ala

Lys

460

Asn

Sar

Ala

Fro

Leu

540

Len

G1ln

Ile
Lys
Bla
Bla
365
Breg
Trp
Ser
Asn
Leu
445
Val
Bla
Glu
Leu
Bsp
525
Ala
Fro

Asn

Gln
Met
Asn
350
Glu

Tyr

Glu

Gly
430
Thr
Gly
Thr
Fro
Thr
510
Leu
BAsn

Ala

His

Tyr
Ala
335
Ala
Glu
Cys
Val
Asn
415
Glu
Ile

Asp

Leu
495

Ile

Val

Glu

His

Lys
575

Met
320
Leu
Ile
Fro
Val
Glu
400
Val
Tr
Pro
Fhe
Gly
480
Tyxr
Cys
Fro
Ser’
Pro

560

Leu



<210> 13

<211> 526

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

ES 2372522713
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Met Ala
1

Ile Leun
Gly Pro
Pro Cys

50

Tr? Fhe
65

Arg Glu
Len Val
Gly Val
Asp Gly

130

Gly Ser
145

Cys Leu
Trp Arg
Asn Pro

Arg Asp
210

Leu Gly
225

Pro Arg
Leu Gly
Asn Glu

Leu Leu
280

Val Thr
305

Asp Ser

Val

Leu

Pro

35

Arg

Arg

Gln

Gln

Arg

115

Ser

Asp

Glu

Thr

Asp

195

Thr
Gln
Leu
Len
Arg
275
Glu
Leu

Lys

Phe

Gln

20

Glu

Leu

Lys

Glu

Asp

100

Val

Fro

Cys

Ser

1E0

Glu

Ser

Glu

Thr

Leu

260

Pro

Glu

Asp

Ser

Fro

Leu

FPro

Ser

Lys

Ala

85

Gly

Ser

Glu

His

Thr

165

Lys

Glu

Thr

Lys

Pro

245

Thr

Arg

Leu

Pro

Val

Ser
Fro
Ile
Vai

70
Glu
Ile
Asp
Glu
Ile
150
Ser
Gly
Gly
Lys
Lys
230
Trp
Ile
Glu
Lys

Asp
310

Ser

Lys

Leu

Bsn

55

Ser

Gln

BAla

Glu

Leu

Asn

215

Val

Ile

Gly

Arg

Trp

295

Thr

Leu

ES 2372522713

GLly

Leau

Ala

40

Ala

Pro

Met

Lys

Gly

120

Leu

- Met

Gly

Lys

Phe

Leu

Asp
25

Val

Ser
Ala
Pro
Gly
105
Glu
ﬁal
Gln
Trp
Fhe

185

Thr

200

Val

Glu

YVal

Ser

Arg

280

Lys

Ala

Glu

Ser

Ile

Ala

Ile

265

Asn

Lys

His

Asp

o

10

Ser

val

Ala

Val

Glu

90

Arg

Tyr

His

Val

Tyr

170

Pro

Val

Cys

Sar

Val

250

Fhe

Glu

Ala

Fro

Ser

Arg
Ala
Gly
Glu
Leu

75
Tyr
Val
Thr
Leu
Gln
155
Pro
Ser
Ala
Tyr
Ile
235
Ala
Phe
Fhe

Thr

His
315

Arg .

63

Cys

Pro

Glu

His

60

Val

Arg

Ala

Cys

Lys

140

Glu

Glu

Thr

Ala

Ile
220

Pro.

Val

Thr

Ser

Leu

300

Leu

Gln

Leu

Phe

Asp

45

Leu

Gly

Leu

Phe

125

Val

Asn

Pro

Ser

Ser

205

Gln

Ala

Ile

Trp

Ser

285

His

Fhe

Lys

Asp

30

Ala

Glu

Arg

Arg

Arg

110

FPhe

Ala

Gly

Gln

Glu

130

Val

Asn

Ser

Leu

270

Lys

Ala

Leun

Leu

Thr

15

Val

Giu

Leu

Asp

Ala

895

Ile

Arg

Ala

Glu

Val

175

Ser

Ile I

Leu

Ser

Met

255

Leu

Glu

Val

Tyr

Pro

Leu

Ile

Leu

Arg

Gly

80

Thr

Arg

Glu

Leu

Ile

1la0

Gln

Arg

Leu

Leu

240

Val

Tyr

RArg

Asp

Glu

320

Glu



10

Lys

Phe

Bsp

Asp

385

Asn

Gly

Ile

Asn

Ser

465

Ar

Lau

His

Thr

Thr

Trp

370

Pro

Gly

Pro

Ser

Val

450

Gly

Val

Ser

Ser

<210> 14

<211> 7819

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> exon

<222> (4599)..(4652)

Glu

Ser

355

Ala

Met

Tvr

Pro

Fhe

435

Thr

Lys

Thr

Fro

Lys
515

Arg
340
Gly
Ile
Thr
Trp
Arg
420
Tyr
Phe
Lys
Val
Met

500

Lenu

325

Fhe

Arg

Gly

Pro

L=

405

Ser

Fro

Ile

485

Ely

Ile

<223> parte codificante del exén 1

<220>

<221> incierto

<222> (145)..(292)

Asp

His

Val

Glu

380

Leu
Val
Met
Gly
Leu
470
Rla

Elu

Fro

ES 2372522713

Ser

Tyr

Cys

375

Asn

Thr

Gly

Asn

Txrp

Trp

360

Arg

Gly

Fro

Ile

Asp

. 440

Pro

455

Thr

Asn

Glu

Thr

Len

Ile

Ala

Ser

Gln
520

Fro
345

Glu

Fhe

Leu

Fhe

425

Gly

Arg

Cys

Bla
505

Pro

64

330

Cys

Val

Asn

Trp

Arg

410

Lieu

Ser

FPro

Pro

Asp

490

Pro

Ser

Val
Glu
Val
Ala
385
Tﬁr
Asp
Asp
Phe
Ile
475
Leu

Arg

Gln

Val
Met
380
Val
Pro
Tyr
Ile
Phe
460
Als
Ser

A=p

Gly

Gly

Gly
365

Lys

Glu

Glu

Tyr

445

Cys

Asp

Lys

Ala

Ala
525

Arg
350
Asp

Lys

Leu

Pro-

Ser
430

Thr

Leu

Asp
510

Fro

335

Glu

Leu

415

Gly

Fhe

Trp

Pro

Ile
485

Thr

Thr

Thr

Phe

Gly

400

Ala

Asp

Ser

Ser

Elu

480

Pro

Leu



10

15

20

25

30

35

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (1977)..(2459)

<223>“N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (2465)..(2576)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (2593)..(3410)

<223>“N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (3490)..(3533)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (6111)..(6194)

<223>“N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (6836)..(6870)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (7091)..(7112)

<223>“N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (7118)..(7420)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (7554)..(7575)

<223>“N” puede serA,C, To G

ES 2372522713

65



<220>

<221> incierto

<222> (7694)..(7718)

<223>“N" puede serA,C, To G

<400> 14

ataagaagct
aagtatccag
atgcagaggt
NANNNNANNN
NNNNNNnnnnn
catattttee
tagecagtgte

agggcaagga

gotagageta

gaattaaggt
gagggagaat
ctaagattct
NNNNNNNNNN
NNNANNNNND
ccagaggagyg
tgttcctegg

agaaggggaa

tgttacatgo

ES 2372522713

gatggcagtg
taacaggact
agotnnnnnn
NNNNNNNNNn
NNNNNNNNNN
attagtagga
tttgctecaag
gttaaagceca

tgtcctttea

gggtggaaga

aggggatggg

NONONNOnnn
NNNNnnnrnnL
NNNODNnnnnnrn
aaggaagctg
gggacagtgt

gtggcaggtg

tgctctaaaa

66

aaggagagce
ccatatttge
DONNNNNNANN
nnannnnnnn
nnnnnnnnnﬁ
ctggttggaa
gccaggaaag
atccaagaat

ataagagtgc

accatgcaaa

aagatgagaa

‘nonononnnn

NONnNONnnnnn
nngcataaac
agtatcttta
tooccogtgga
cttttetgtt

tggeoaagtge

&0

120

180

240

300

360

420

480

540



caggecctgtt
gaaggctate
aattctgtte
acagctcact
tatagcactc
ttgaacctat’
tocatgaccet
ctttgtageca

tatatcagga

gggggcacac
gtggggggty
gagtggattt
teccctagtet
gtgaaagccc
atttgaaagg
accctgggag
acagaaaata
atcttetetg
tcagtecttg
actttaaatc
gectactaaa
cgtaactett
cagecatcteco
tﬁtttttctc
OOANNNNNNTR
nnonnnnnmn
OONNNNNNNN
NNNNONTNT
jotababalebatebelsinl

NNNONnnnnnn

ggtgcagott
ttoctggtcaa
ccagttgtta
gaggacctta
ttcttgagag
tcaagettte
ccatactget
ctgtgtttta
aatgactgte
catgccacaa
cgcaagatet
aggattagct
tetggtactt
ccaataaatg
tgtgcteatg
cggecagtoco
aaatgcatagg
ctggtgaccg
ggcactctet
tttaacactt
caccteocact
tttccecttc
attgeccttag
aaactatata
NNNONNNNRLN
NNNNNNNNRNN
NANDNNNNNnG
NNNNANANND
NNNNNANRNG

nNnnnnnnnnn

ES 2372522713

aagatgatac
gctaaggtat
coctgctgtaa
catttececte
agttgcctat
atetgtacaa
aaatgcaact
azaatataggt
gttgaaaaaa
agggccacat
ttattgtggt
gatataaata
ggcectgggyg
aggcagttgt

ggcaagtggt

ttecagggtca

ataatacaca
ctetteoacaa
ttectatcte
ctgcattgat
tggctateta
cttaatttge
tgactecaage
tctagootgt
nORNNONNND
jghababstebitelsbabel
NOOANNNNNT
fptababalakiislstatsl
NNNNONDNNnD

NNNNNnNnonnn

ctttcttgga
gccatgagea
gatcteceoccett
tagctactaa
atttgttgece
éﬁctcaptga
cteaagagta
tttattatta
gtatgttgta

ggggaageac

'ttcaacagga

atttecagecay
tgattaaggeo
gggtatgggce
ttactctete
gcaaggcooo
ctgcecatttyg
agatctataa
tctgtagatyg
gactcctaaa
étaggcaztt
ttetcoceoceoeoa
cccaaactta
cagcagttoo
NNNNNNNNNR
NNNNNNNNnNL
NNNNNANINN
MANANNNANG
NNNNNANANN

nnnnrnnnnonn

67

tatatatgea
tttecetgtyg
tctaaaataa
ctecatttote
acatctttac
tactgtgett
tttggétcta
tttaggtatyg
ctcacagate
cagggtcageo
agaaatgggt
gctetgggge
agttgeatag
tectgaaatgg
ttagaggtta
aggtgtcaaa
cctttgtace
atgttggaat
atgtaatgea
tttacatcte
caaaccaaat
gootteteoea
ggaattttce
cttecaggtct
NNONNANNNIL
nnnnnnnnnn
NNOMNANANL
RONNNNNNRNnL
NONNARNNNN

nnnnponnnnn

tctgaataag
gaaagcactt
aaacaagaat
tteotectttt
ccattetctt
gtecaggatea
ctgatcacte
gtgaggccaa
ccaagagaaqg
caggaggtgg
gaagcagggt

ataggggetyg

tgttgggaat

gttgatttagc
gaattggcta
gcatcagaat
cttecetttca
accccatgto
gatatcecatg
ta&cccaact
ctacaacaaa
ttttaataaa
cagatttccc
tttttennnn
NNNANNNNNN
nnnnnnnnnn
ONNNNNNTNN
NNAANNNNNN
NNNATNTINNT

nnnnnnnnnn

600
G6a0
T20
T80
840
S00
60
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500

1820
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340



NnnNnnnnnnn
NONNNNnnonn
ctaannnnnn
nnnnnnnnnn
catttatatt
ONNNNNNNNI
nnnnnnnnnn
NNNANNNNNn
nnnonnnnnonn
nnnnnnnrnn
NNNONANNON
NNnnNnnnnnnnn
NNANNRONNNAN
NNNONDNNnNnnn
NNONNNNNNT
nnnnnnnnnn
nNnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
aat?tatata
aagctgttgn
acagaccact
acattcctaa
gtetattgee
ctecctgacec
atttagaktgt
ttggaaagce
tcaaccataa
tacagcagga
tcteooetgte
cactcazaag

cteotgtteta

NNNONNNnnn
NONANNNNNN
ONANANNNNNN
NNNNNNNNNN
tannnnnnnn
NNNONNONNNn
ONNNNNANNN
NNNONNRENN
NNANNNNNGN
nnANNNRNnn
MNNONNNNNn
nnnnnnnnnn
NNANNINNNI
NNNNAANNNN
NNNNNONNNI
NNANNANNNN
TNNNNNONNNT
NNONNRNNNNn
cacacttaga
NNONNONNLnn
tekecacceceot
cegatcteac
tacaccaaag
aaacccteca
atggctccaa
toctecagttt
gaagtccatyg
ccaaggtggg
taaacctctt
cacttgacta

tggagtetta
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nnnnnnnnnn
NnNnnnnnnnnm
NNONNNnNnNnNnn
NNNNnNnNnnonn
NNNOnNNnNnNnn
nnnnnnonnn
nnnonnnnnn
nnnnNnnnmnn
nnﬁnnnnﬁnn
NNNNNnNnnnonn
NNNANNNHNNnn
nnnnnnnnnn
nnnonnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnoannnnnn

NnNnNnnnnnnn

NNNNNNnnnnn .

NNONONNRNN
cacatataac
NNONNNNNNN
actagccect
tgcttgtaat
cttagttgte
ctgcttttea
cagatttccec
cagaccatta
gataaagaaa
geattegeoag
agtaagaggt
ctttgoteag

ttttcaagtg

NANONNNNNN
nnnnnnnnnn
ANNNNONNNN
nnnnnnnnnn
NANNNLNNAN
NNNNNNNNNAN
NINDNNNnNNnN
NNONNNNNNN
nnﬁnnnnnnn
NNANNNNNNN
NNANNNNNNQN
NONNANINNTR
NONNNNNNNn
NINNONNNNo
NNNNNNONnnn
NNNNNNNNNTI
NONNNONNNRNN
NNNNNNNNNI
cctetttegt
NONNNNONNL
ctactctaaqg
cttgecagea
tcttaatgat
tcacacteag
ctgaagaaat
tcagattage
gcttcﬁgaqt
cooccacach
agttcaagaqg
tQaactagca
r

tcaqactcc;

68

NNNNANMNRNn
NNNNONNNNNn
NNNNAN[NNN
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NONNANNNNN
OOONNNONND
NONNNDNNNN0n
NNNnnnnnnn
nannnnnnnn
NONONANNNnN
nnannnnnnn
DINNNNNNRNN
NNNNNRNNNNn
NNONNDRNNND
ANARAANAnRn
nnnnnnnnnn
NNNONnnnnn
atatcaatta
NNONNNNNNLn
ctatecageat

acctctecet

gtaaatgagg

agcagetotyg

gattccatgyg
tgtgtgectet
aaaggagaaa
catcagagce
aggggcaaac

agtatttatt

‘agacatccag

NONNNNNNNN
NONNNNNNNna
NONNNNNNNN
nnnnnngotea
DNNONARNNAN
NNANNNNNnnn
nnnnnnpnnn
NONNONNNAN
NNNNNANNNI
NNONNONARNN
NNANNNONNT
nnnnnannnn
NNNNNNONNN
RNNNNNANND
NORNNNNNNN
nnnnnnnnnn
NNNNNNNNnND
ttgtgtttta
tactttaata
nnnctogeea
ttectgeaaac
ctcagcaata
ttetateatt
ctgttgcectyg
ctgataaaag
gtecctttee
gcatgggagyg
agttecctac
tcaatteccag
gagaatgtag

teccaggtaaa

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2840

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200



gaagatggtyg
aaaaagetat
ggactggttc
tataaagagt
taacttctec
ttoeccctgtt

gagacttteca

tocattatte
ggaaagette
atatfcagaa
gtecttgttta
toceocagetec
ttcéaaagtg

attgtctatt
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atttgacaaa
atgagacgtg
acggeccatta
ctottaattt
actctaccat
aacaaagaac

tcagatcaaa

caaagttggg
caggtaactg
gaaaaggaag
atatcttete
ggtetgteac

Caaagaccca

gttecaaggge
ccaatatgtyg
aagaacttet
tteteocagga
cttcececaaa

geaaagttte

cagctattga
tggttcacaa.
catttggatt
aatcaaccta
tgatttgtta

acaaggcect

tacagaac atg ate ttec cte ctg cta

atg ttg agec ctg gaa ttg cag ctt cac cag ata

gacaaaggga gaggcttaag aaagaagage aggtggtggt

gagaatgtgg
ccaagcacca
ctgacagaaa
tgacaagaaqg
ttgagttcece
taaggagaca
catattatta
cattecatace
aaggctateec
gaadagcagt
gtagttagaa
gaggtgtgga
tttctgcfca
ttctecteoe
cttgagectge
agaccctgag
actttteaty
ggggcaataa
gagggccaaa
tggggaatgt

gtctttattt

cccteoagget
Caédzadaaaa
cggtgactga
acaggatecac
ttaaaggtga
atggooaggg
gttgtttetg
ttaatgtggt
ctttggactt
ttcacagttg
ccatgagtge
cagaggatta
tgattgagaa
tactagetgg
ccagoctggt
atattctgcot
ttttetitge
cttoceottget
agacactgtt
gtaacctctg

tttgcetttt

gagggettte
aagagtccec
gaatattgect
tcagaccatg
gatgccaage
aacaccgtta
tgagtttett
ttactgagte
gaagaaagga
gttgttectce
actattttgg
agtcctcaag
ataatggete

teccagatea
ctggcactag
tacttctact
aaggaaccct
acaaaacagc
ccccatectg
tgggtttgta

ctettaggaa

tttgagagga
atggquctf
cocatctatte
taaatcfaaa
agctgteceoeo
ctetaaagat
ttttgaaaag
ttectaaaac
cttctattgg
tggggaaggt
atgaacacca
aaaataq;cc
ccttggeact
ctettcaccoc
agacatgcac
ctgcteoctge
gcetggetygy
ttocaagtttc
tggcaggact

gottaaaaac

aggagtgagec
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geca ggtaagasag

tectagaocaa
cgtatgattt
atacatgecca
ccactatcca
ctgatacaag
tteotttetg
aatgtcttga
caacaatagc
ccaaatgaac
aggatgaggg
agttcagacc
ggagctaaga
cagocccatg
tgataacctt
agtcacatte
ttggggccct
ctgocagggcce
caftttagag
catagagtga
gggggcttea
actgagatcc

tagggtgaca

agccaaaaat
ctgggectatt
atgtccctat
gtgagggtaa
agggcagggyg
gcagggagag
agacattctg
agcegttggt
aatgaacctt
tgagecagaaa
attcgagggt
gagtaacata
ggaaatcatc
tcgaagaget
ctectecactea
cctcaaagga
agctaaagga
acaagcaaaa
taagggaaat
ggagaaaact

tgggttttcet

aggggcaaca

4260
4320
4380
4440
4500
4560
4616
4662
4722
4782
4842
4902
4962
5022
5082
5142
5202
5262
5322
5382
5442
5502
5562
5622
5682
5742
5802
5862
5822

5382



ttttttatec
cacaagacaa
gagcatttnn
NONNTLMNINT
gaaaaggtac
acaaagcotaa
agacaaccca
tacgtattga
gttgctgaat
ttggaattct
cctacctaaa
toctotttaat
aaactaaagg
tagggggtaaa
agcatgtatt
catataaaaa
tatcagggtg
agacctgeat
agt?ccctat
NNNNNONNnn
NNNNONNNNnNn
nnnnnnnnﬁn
NNONNNANNRD
TINNTITNNINRN
cttatggcgyg
tttgattcca
tatatttgea
aaacatatga
acatctatga
agaagataac

tatatataga

ctocattgget
tgaagatagg
NNNNANNOLNRN
TNNNANNNNT
ttaattteoce
tgtcctttet
taaatetteeo
atgtttatte
taactgaaag
ttteoctgettt
ttagaatgcc
taaaqégttt
atctgagaaa
aaggatagte
AggNNNNNnn
tatgaaagta
tocagacaga
gcttcattga
caghtgcacat
Nnnnnnnnnn
NNNNNONNNNn
NNONNNONNT
NNONANNNNINN
NONNONNNRN
tattctcagt
ggagtaggte
gNNnNNnnnnn
ctacatctat
atcttagagc
acatagcaca

agataaaget
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ctttectacag
cactagectcc
NININNINNNAN
NONNnnnnnonn

caagattaca

-actttactgt

aactttggaa
tggatattea
gaaagtaaaa
ccactatgca

ttctecteat

tgatttcaga

taattagtgt
ttatctatta
NNNNNNNRnn
atecagactge
cagaag;tta
aaagaaaaga
ttecttttenn
NNNOOnnnnn
NNNNONNANN
INNNNNANN
NNNNONANRNN
ONNnOnnonn
cattacaaat
tagaagaact
NNnNnnnnnnnn
tattatataq
ataatattga

atgtectttt

taaaaagtaa

aggaaggatc
cagttaggta
nnnnnnnnon
nnattttgca

tagttattag

gctaccatga.

taggtttttg
cagaatcaaa
atgtagegot
gataacatca
gggatttttt
ggagggtace
ttacttctgg
tgtatattea
NONNNANNnnn
aacactcagt
cattttctte
agatacctga
nnnnnnnnnn
nnnnnrnnonnn
NNANNNNJN
NANNNNNNNnn
NNNNNNNNIN
NONNNNNNnnn
aaataaaaac
tcaactggag
nnngatagoa
catgtagata
gnnnnonnnn
cataaataaa

agaagag
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ttttectteta
tactaatggg
NNANNNNLNT
ggtgagggaa
gtgacaccgg
tgatggtaat
cactgaagte
aaatatgtgt
ttctecatttt

gttcagacaa

-taaaatcttg

tgocaaaagaa
ggaggggagg
ggtttttgtt
nnnnnnnnea
gococtgagaca
cttgoctcott
attaaatcaa
nnnnnnnnﬁn
NNNNNORNNnNn
NOONNNNNNnn
NNONNNNnNnn
NNONINNNNnnn
nONNNNNnNn
aatccatatyg
aatggataga
tgtgaataaa
aattacaaaa
NNONNDONINn

tatattgectt

agataatcag
gcaaaaggaa
nnnnnnnnnn
ctagaactca
caagatttca
caaaaatggo
tgaatafgga
aatgaattat
cttcacgaat
atattaaata
tcatttcatg
aacaacaaaa
aggtctggga
ttttacaaga
agaaatttoct
gagctécagc
gtacagccece
tgtgatgett
cacttnnnnn
NNNNnnnnnn
NNNNNINNIINI
TNNNANANNNn
NANNNNNTNTI
nnnnonnnea
cectggagaa
gaaatcatgg
ttaattacaa
acatgtaact
nnnnnnggec

zagcatacct

6042
6102
6162
6222
6282
6342
6402
6462
6522
6582
6642
6702
6762
6822
6882
6942
7002
7062
7122
7182
7242
7302
7362
7422
7482
7542
7602
7662
7722
7782

7819



10

15

20

<210> 15
<211> 650
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> incierto

<222> (20)..(175)

<223> “N”" puede serA,C, To G

<400> 15
attatcactt

nnnnnnnnnn
NNNMNNTNNNN0
ctttattttt
aataaatgta
ggagatttat
acattattte
actgtgatga
cttabttgta
aaaattaggyg
tatgeatgtt

<210> 16
<211> 9179
<212> ADN

atgagggtgn
nnnannnnnn
NANNONNNRNN
tcatga&éga
tgttectttat
atattttatt
cattttette
aagttgecteo
tgctetttgg
taaaacattt

taaatttata

<213> Homo sapiens

<220>

<221> exén

<222> (5211)..(5516)

<223> exon 2
<220>

<221> incierto

<222> (1054)..(1198)

<223>“N" puede serA,C, To G

<220>
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ANNANNNNNN
ONNONNNNNn
NONNNNRNLNN
aattgctgaa
agtttccaaa
ggacatgctg
tgctagatta
tgaataaaac
atgctetact
tatatcattt

taccataaca

nNANONnNNNnn
nnnonnnnnn
NNnnnnnnnn
gaggactaéa
tcagcaaata
taatttattt
atgecttgaaa
tcaaacaaat
gtgttatcta
ttaaaggata

tttatttett

71

nnnonnnnnn
NONNNNNNNN
nnnnonnnnn
agaagtttta
tagacatcct
aaccacttec
aaaatgtgtyg
cattaateat
taaaataaag
tatacatgga

tttttaaazaa

MNNANNNNnn
ANNNNnnnnn
nnnnnctgoc
gtaageatte
gecatttttaa
ctgttggtag
cctcctaaag
taactettte
tttgaagtga

tgtacttaca

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

650



10

15

20

25

30

35

<221> incierto

<222> (1297)..(1430)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (1482)..(1658)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (3286)..(3529)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (3580)..(3620)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (4193)..(4416)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (4506)..(4682)

<223> “N’ puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (6166)..(6223)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (6635)..(6803)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (7946)..(8351)

<223> “N" puede serA,C, To G

<220>

<221> incierto
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<222> (8578)..(8609)

<223>“N" puede serA,C, To G

<220>

<221> incierto

<222> (8870)..(9178)

<223> “N” puede serA,C, To G

<400> 16
tatatttgtt

aatatttttt
atgtttttot
atggtgatge
tatctttaga
ttggggaaag
gcatgagtea

aagaatgtgg

ttttttctta
ataccttgtc
totctetteg
ctgaggtcat
tocaaaacta
gatttctatg
gotgcttaga

ctatgtaaaqg
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catttttatt
atgtettaga
tactccagag
ﬁcﬁggggcac
ccctgetgac
cgaagacatg
goaggatttt

caccocooca

tcaaaatcta
ggaaagagcc
gtagatgaaa
agacctcagc
tgotgagata
tcteocatgea
gtecectaaacce

coccaccott

73

aggacatctt
accccagtct
accagagggco
ctaégttact
aacaaaggag
gtectectac
aggaacttéa

acttetecaag

ataacccaga
tttttoatty
cacaatgaceo
ccacttogoo
aataatcagg
actgagcocaga
gagttttctg

tacattacgt

60
120
180
240
300
360
420

480



ggoaagtctg
gtttcaagag
aagtgacagg
gaatttttga
attttteatg
ggaaagcectg
gtctaatace
gtaaagtaga
ctecatggatg
cacagaaata
NNNNOTNANNT
INNNNNNNAN
gctagoccoccecag
tgacagtcca
NNNNNNNNON
NNNNNnninn
gtaaaagacg
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNI
nnnnnnnnnn
tgggettgag
aacttacaat
ttattttgta
aaaattagac
catgtttgct
caagtagecat
aataggaaga
aagctaaggg
agtgcagtaa

attettgttg

aaaaaactta
gaagctatct
tgctgactac
aatgcatcaa
cttttgocaa
tgttgtecage
ttcaggagtt
aaacaaaaca
tagtgtacac
aatgtgeatt
NONONNNNNN
NANNINNRNN
tgtectgactt
aatgcagacce
nnnnnnnnnn
nnnnunnnnn
cttgecacgtyg
NNNNNNNNNN
NNNONNNRNn
Nnnnnnnonnn
aaaaaaccte
aagcaagaat
tggagtaatc
caagtaacaa
aattgctctt
attttatgec
aaatggactt
gagttcecaga
ataaatttge

ttatgcagac
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cacttctgtt
tgggaggtaa
cattgatgcet
gctaggtgtt
gtcttttgce
ttaattttgt
cﬁatcctagg
totttteett
atgccagtgg
gaagacacag
NNNnOnaonnnn
NONNNNNIIN
actgtgttta
agtgttataa
nnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
caaaﬁgttac
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNNNnnnnnnn
ttcatagaat
gttteaggat
aagctcaaag
ttaatc£tct
ttoctettgta
tatcactect
ttatcaaagg
ggaagttata
tazatagatt

tcageaacta

gttazatgtg
tgcaaataat
tcattgcaat
ctaatctage
ctttagttta
agttgtggaa
ttgaagetta
agcatacagc
atatatagte
ajannnnnnn
NANANONNNN
NNNNNNNNNN
agaaatatea
ctetacnnnn
NNNNNNNNNnn
Nnnnnnnnnn
tttgtgtaac
NANNNONNNN
NNNNNONNNN
nnnnnnnnet
tgtttgc;tc
ttcaaaaatc
tttgeatgte
aggtattctg
aatattagct
ggcacgeatt
cccaggeagt
ggcgtteocect
caacagtectce

accttecettg
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ggggataaaa
tcgttgtgtyg
aaaaktgcaaa
aaaaggacct
gttaagggcoc
gccttccagt
atttaataac
azaaaaaaaa
ataactgcag
NNNNnNnonRDn
fpbebalgtatebatotatyl
nnnnnnnnonn
actattacagc
NNARTINNNNN
NONNINnNnNnn
NMNNNNnnnnn
tnnnqnnnnn
nnnnnnnnnn
OONONNnNnn
tagtgaatcot
agtgtettga
tattgeattg
ttagaaactt
agctattcag
gaaaaatgte
cttacaagge
aaagagggga
ttcttatgac
tacccazagt

taagccccat

tataaactta
tttecectgaat
goctceoceeaa
gcatacatga
ccacatgaat
tttctecttt
catgtggeat
aaaaaactca
tecattggtag
NNNNNNNTINGD
NNNNNNOONG
NNNONNNNgg
tacttoocag
NONNARNANG
NNNANNANLN
aggcaaggtg
NONNNNANNT
NNONDNNNNN
NNNNNNNAND
aatttgecago
ttgectctgt
cctaaacctc
tacttggggce
acatatgatt
acctgtctga
agacaggaaa
gttotgetgt
aagaaagcat
catctattta

ttteotteoect

540

600

660

720

780

B840

8500

960

1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1280
2040
2100
2160
2220

2280



gtttectgtt
ggtaattett
ttcaaggaca
aactcaagta
tatggagatt
tacaggaaat
geagatatga
ccectectgea
atgttctage
taaatctcaa
tttgtgtgat
cagggtcatc
ctagaacttyg
cttcaaagat
aatcattcaa
ggactgteet
gaattaccac
NNONNANNNN
nnn?nnnnnn
NNMONNNNNN
NNNNNONINT
ggaatagcta
NNOONNRNLNN
ttattcagaa
aatgatggas
actagtttgg
aaaaataaag
tagagaatag
agatactgtt
gaggtgtgga

ggaataaatt

tatcaaatgt
gaactitggea
gattggattt
tttaaggacyg
ctgaggtgag
ctetttttac
ttagecattgt
caaaagaatg
catggttaaa
gtttgtgecat
cacaggcaag
ctttetttet
ctatgtgeta
ttgcaggata
gcoagcagaaa
ggttagtaaa
ttteccaaga
NNNNNNNNNT
NNOONNNonnn
NNONNNNONN
IIMNNONnNnno
atgcttagaa
NNRRNNNNNIL
actacttcaa
geagectaat
ccactoctta
cocacataccce
gaagaaaaat
atctacccgg
agtctagttyg

cctotetgaa
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aattaaacaa
tatgattact
ggtatcaggt
gctteocatea
agctatteca
atgcctfatt
tttacacatg
ctgggcacac
acagggatag

atcactateca

ttgeagtttg

cectetetet
ggtactggat
gtgggaagaa
acccaaaagt
atatcctgga
attaaaacat
NANNONIANIN
nﬁnnnnnnnn
DNNNNONNNNN
nnnnNnnonnnn
geagectocca
gcaagchtcta
gattttecta
tttgtecattt
tgotttttte
ctgtggtaga
aaatgcagtg
aagcttcﬁtg
aaattatatg

taatttaact

gagaagtatt
acatatttga
ggctctgeat
taaagggatc
agtgtgcagt
ccagggtctt
tacactcace
gtgaactecet
aggcaagcca
agtgtgetgt
atgaaaggaa
ctttetgtea
atatcazaage
aaacttgaat
tacttatact
ggataaagat
ggtacgasag
ANNNMANNNNN
nnnnnnnnnn
nnnnnnnﬁnn
NNNNNNNANI
aatatttgtn
ctgaacataa
tacctecatc
ttcacacttt
atagaactat
tgaaaaacaa
aaaataaagec
tttgattaaa
caattgaagg

cectttagge
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atagaagagt
tgaatagttg
taagttataa
tgeccttaag
ggattaaaat
tgcaacctgg
ttatagccct
ctetgtagaa
aaaatgtcgg
gtggcaatta
agcagaggtyg
tttatttgee
aaactcagcce
cagaggacat
gtgaaatctg
tggoecatgea
aaaggnnnnn
NNNOANANNT
nnnnnnnnnn
INNONNNNNn
nnnnnnnnna
NONNANNNRND
tttgatctaa
ataatgaata
attgatgtaa
ttagatcaat
gtatcatttg
agtgttatca
aggaaaaata

attaaaatag

tttgattctg

aaaagtagta
aatattatte
gggacttaat
agggtcceat
aaaagaatca
cacagcaagt
gococctgtge
aggcacatta
tcatttgaaa
agaatgccaa
aatatataac
aagctettaa
tggtetttge
ctgcagtggg
atcagagaat
ttcecacatat
ptatehabatetetatete!
NONONNNANN
MINNNNNINN
NNNONnNnonn
aacaacttet
NNNONNNNNN
tecttctgtga
cceecattcatt
cactaccttt
tcaactttta
cactggtaaa
aatoctacee
gccagtgtta
aattgaaaag

cctcatctaa

2340

2400

2460

2320

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
35800
3960
4020
4080

4140



aatecatctta
nnnnnnnnnn
NNNNNORTTN
NNNONNNNNTT
nannnnnnnn
cagaaaatag
tgattnnnnn
nNNNNNNNnn
TINNNNNRRNN
nnaccatcac
ggattgaggg
gaccttgatg
aatgactgca
agtgctgtee
gcacaggagy
tottgooecag
gacaggtgec
ggaatgtaaa

tte'aca

gtg aca

catacttcta
NONNNANANT
NNNNNANNNI
jaialatatstslslsbabsl
NNnNONnnnn

aaagcatcta

Nnnnnnnnnon

NNNNONNNHNNDN
NNONNnnnnn
tggtgagagg
aaacaaacct
gtagggaagt
gggcttgggg
accagaagcet
gaatgtftgg
atggatgggg
ttttggaaaa

gtaaaggcag

gte cet

ES 2372522713

gtggegtgte
NNANANINON
MONNNRNNNN
NNnNnDnnnnnn
NNNNNNNONNN
cagtgggett
nnnnnnnnnn
nnNNNANNRNn
nnnnOonnnnn
aagtgatacc
ggagaatagg
¢gaaa§gaeg
ggtcagggac
cttgetgggy
aggagagagc
caaaggagaa
tgggggtgag
acaatgacaa

aag gaa

ccbecacattt
nNnNNnnnnnnn
NANNNNANNN
NNANNANNNDT
nnnnnncecat
gtatgatgtg
NANNHUNNNNN
NNNNNNNNNT
nnnnnnnnnn
tggcacaaaa
atgtgaaggt
cattttgtte
tggaggtggg
tgceecagaga
cacctcagat
aaaggatteg
atgggtcteca
aatatettgt
ata

ctg tac

tggtaaactc
NAANNNONNn
jpbebstatatstviutstel
abaiatyhalstylsiatsl
ttttocttte

gtggttagaa

‘nnnnnnannnn

TNONNIENN
NNnnnnnnnn
atatﬁtggat
atttaagtaa
ttatatgaca
agaggcctet
ggagcaaagyg
cagcgggtea
ccacgggaat
ggttacactt
tttettttea
cat

ata gag

aat

gga

cac

goo

caa

gtg
gea
cgt
teg

tge

acc
ata
gaa
tte

ata

ctg gaa tgc

aca goc agt

aga gcc act

cac ata cct

‘atc ate tat

aac ttt gac

ttg caa aag
ttg ctg gag
caa gtc caa

ggg gte geo

act
gtg
gag
gtg

tog

gga
gaa
cag

agg

gac

agt
aat
ctg
gac

tac

cat
gat
cce
gaa

aag

gtg
aca
cta
gga

tac

ctg aaa
ccaacagagg
ggotgotttt
tttgacatet

taaaatggga

ataagctttg

gte

ada
atectgeaagt
aaggagacag
gagtacaaag
ctggaggaag

cctaattcac

cacagaaacco
ctatttcaga
cagcocgaagt
ccaggaaaat

aattctocea

cattaaaggt
gaaaatgaaa
acaagﬁgaaa
tagteccocectga

tggaacatce

76

agctcaagea
gcatctgete
gggggtagga

aatgtgggag

ctgacttgat

tgnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
jpbatatabalstahststel
NNNNNNNNTTN
coctttattgt
atacctgate
NNNnnnnnnnn
NNNNNNNONn
NNNONNNNNN
taatcaatat
catgagctca
gafgacctgg
gagagcaago
gcégtcagct
agaatcccac
gteoccagataa
cgtaagaact
get tta
ggc agc
aac ctt

tce cea

g9g aag
cag tac

ctg act

ggtgagtggt gtcaaggact agaatccatg gaagctctet

aaaacaagea
ggaaataatt
cctataggaa
gagtatgaaaa

tattaagata

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5216
5264
5312
5360
5408
5456
5504
5556
5616
5676
5736
5796

5856



cbtetttttea
tteatggatt
aaaaataatg
gagtactgta
ataaattttt
aaatgcaagn
nnnnnnnaga
ccactcoccage
agaaaaggtyg
ttggettatg
ctettececat
ggttttggec
caaagaagga
Nnnnnnnonnn
NNNNNANANT
nMNNNnnNOn
tagttacaggyg
tagecctagat
gag?aactct
aggatgoctt
totctatetyg
ctgtctectea
gttgtggaga
aaagactttt
catctteocce
ggctettggyg
tatagtceat
aacattgaca
taattttctyg
aaaatgagta

aaactgette

atagtttata
aaaatatcaa
tatagaagaqg
aaactaattt
tttttettac
nnnnnnnnnn
gteccecatgaa
acaattgaaa
atttgaﬁgaa
gtctecocagge
cccacgeatt
ccaaaaaacc
caaactagag
nnnnRonnnn
ANNNNNNNNN
NNONNNANNN
goagtgacct
gtaactgttt
agaacactga
gatgtacteg
aatgctgtat
ttectgggga
gatttgtteeo
caagggatgt
aaatactecgt
gttceocctaa
tgtccecaggy
cctgatggaa
ctttcaacaa
attttigecea

cattcocecatt
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ccectgaatee
tttagtgagt
aatagacaga
ctgagggacg
tttggatecat
NNNONNONon
gtctatagct
atctaaatat
agacatataa
ttgaatgete
ggacctcaga
attaaccttg
ggactggaca
NNONNANNNNn
nnnnnnnnnn
NNNNNNANNN
cctcacacct
tetatettta
agtttgtetg
aatatctgea
taatgggcea
ggcaccctgo
ttatagtgtt
atgggcacag
tcccaaaatt
aacacttect
tgtaaaaccc
ctgttatgac
aattgaagga
tgtaaatcag

gatttactca

agagttttta
agcaaccaga
gtagatcaga
tgtgtgtgtg
aaaéagttac
nnnnonnnnn
gteocotatte
aaagagaatc
caactataaa
tgagataaat
tggtctgtac
gcagaaagtg
tgaggatgaa
nnnnannnnn
INNORNNNNN
INNNONNNNN
caaccatcaa
ttgecatttee
agttccctta
accctaaate
ggoctterge
ctactectta
ggtcatcaaa
goagttttag
gacgagcctyg
cttttaageco
tctatagtgf
taaaaacect
ggccettata
gtcaaagaat

tacgaacaag

71

aaaccatggt
tgoacgttte
cgatatcaca
tgtgegtgtt
aagtttggaa
nnnnnnnnnn
ctetggatte
ttcacactet
aaatagattt
gatgccaata
tgtettctag
tgtgacttta
tattgtgttc
NANONNNNNnn
nnnonnnnnn
nnnOnnnaaa
tgagtcacca
tacatccagg

atgtaagget

accacctctg

ccattctete
cctagateag
ctgggatatt
gaagtgagtt
acaatgtgeca
taccactcac
taaataaaag
tttgcaaata
aagttaataa

gaaatggcat

_attccttagc

ttgcecgeeca
cogoccttta
gagtaggact
gggtcatggt
aacactgctc
NNONNNNNND
agggatctet
tgtttgttet
tgettgttca
tttetotagge
agggtttgtg
tgatctggta
gcecettatnn
ONNANNONNI
nnnnnﬂnnnn
gacccteagt
ggaaagccat
cagcagotgyg
gtacattctec
tttttattga
aaactgagaa
ggatttotea
tggggattac
cctagatect
tgccaggoaa
tocatcatgaa
aatgattggg
atgtggtate
ctgataatca
togectgtaacg

ctttataage

59156

5976

6036

6096

6156

6216

6276

6336

6396

6456

6516

6576

6636

6696

6756

6816

6E76

6936

6996

7056

7116

7176

7236

7286

7356

7416

74786

7536

7596

7656

7716



tacaaaaaaa
caaccatgte
cttattaagg
tcataacatt
nNNNNNnnLnann
NONNNNNNNn
NOONNNNNNNn
NNNNNONNNNnn
DONNNNNNNN
nnnnnnnnnn
NNNnnnnnnn
gaacatttaa
ttgttgttgt
acattaagat
gaaacaattt
ggaattgaat

ttctettttt

goatgtttea,

tagétqcata
aatggacaca
nnnnnnNnnD
nnnnnnnnnn
NNNNOnnnnn
NNNNNNNNNnn

NNNnnnnnnn

tgaaaaatag
atatggttect
gacacattce
ttacattttg
ANANNANTINN
nnnnnnnnnn
NONNNNNnnN
NINNNNNNNNnn
NNANNNNNRNNT
nnnnnnnnnn
NOANNNNNNNnn
agecttecatag
aaagacatat
aaaattectgt
agacagagaa
agattaggtt
tccacattet
tacatattet
tatttttbtt
ttannnnnnn
nnannnnnnn
nnnnnnnnnn
NOANONANNT
NNNNNnnnnnn

NNNONNnnnro
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aaatagaatt
teggatteat
caataaattt
atcaaatatg
MNNIENnnnnn
nnnnnnnnnn
nninnnnnnn
NNnnnnnnnn
NONNNNNNNn

NNNNANNnnnD

nnNOnnnnon

tcacaagaga

aacgataatc

.agggaaggtg

gnNNNNONnn
ccttacccaa
ccagtcteat
tttgtttota
cttgbtggaaa
NANNNNNNNT
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
INNNNNONNN
FNNNNINLII

nnt

gaggctgaat
gaataatttg
tc%tctttca
tgttaataat
OANNNNNnnnn
NNNNNNNNNno
NNNNNNNNNno
nnnnnnnnnn
NNNNDNONNNnN
nnnnnnnnnn
nnnnnattag
aaagttttca
aatacaaaat
aaattggaag
NNNNNNANNNmn
aaagcctotg
tecccttttt
agagcttatt
ctatattgta
NDNNNNNNNI
'
nNNNNNNNNN
NNNNNNONNNN

NNNNINITTITIN

NNNNnnnnono

78

tctattatat
gaaaagagag
tatttaataa
aatagaaatﬁ
jshabubshel sgbatsts]
nnnnnnnnnn
NnNnnnnnnn
NNNNnHNnnnn
nNNNNODNNNnNnN
NNnnnnnnnnn
atecttaatge
tttcaatage
ctgtecaaaca
tgagtttecaa
nnnnnnnnnn
ttatttgtct

taacacagga

taaaatatgt

ctatatatat

NNNNANTNNN

NNNNNNnonnn

NNONNTDNONTTG

NNNNONnDNnNnG

nnnnnnnnnn

aaaatcatte
ccatateocat
ttatcaatat
NNNNONNNNn
NONNOOnnLnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNNNONNNnNnn
nnnnnnnnnn
NAN[nnnnnn
agaacaccct
tataaatatt
aaaatatgtt
tgaatgaaaa
nnncttagaa
tatttattta
aattattcca
aatattgttt
atattttaga
NNNNNTNONNN
NoNNNONNNn
nNNNDNNNnn
DONNNNNNNN

nnnnnnnnnn

7776
78386
7896
7956
801le
8076
8136
8196
B256
8316
B376
B436
8496
85586
8616
8676
8738
BT796
8B56
8916
8976
5036
5088
9156

5179



10

15

<210> 17

<211> 1814

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> exoén

<222> (738)..(1010)
<223> ex6n 3

<220>

<221> incierto

<222> (72)..(118)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (405)..(630)

<223> “N” puede serA,C, To G

<400> 17

ES 2372522713

79



tagatetecag
caaagaagca
gggagaagtg
ttatttittt
atttttgect
tgatttttat
aagaaagaag
NONOTTNNNN
nNNNNNNNNnn
nNNNNnnnnn
OONONNNNNnI
tttcacatgg
tthtctcta
aag gkt cca
tat cct
acec

agc

ctg cge cta

aat act cac
aagagctgeco
actcgagtga
tggagaaact
cactgttgga
agctgtagec
atgaatgaat

ttggctgaac

ctg

cac

ctttettgag
gNNNONNNR

cagaataaat

totcttetta

gaagatgttt
ttttecgteo
ccacaaattg
NOONANANNGD
nNONnNNonn
NNATNNNNNAND

NNONNONNNNnn

catgaagtac
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gcagggagoc
NNINNNNnnn
atacccaact
atctcaaaga
ggaaaaaata
tetttetgae
tggtagettyg
NNNNNNNNNnL
NNANNNNNNN
DONNNNNNNn
NNONNNNNNI

caagctctat

atatctgttt
NNNNNANnn
ckttactatg
aaacagagga
ccaaﬁtaaag
ctccaattgt
gaccactgtt
NNNNONNNNT
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
acttaatatt

aggaatcaga

aattcactca
NNNNANNNONn
tatagacatt
gaggaggaag
tgagatagtg
gaaataattt
gaggnnnnnn
piishabelalglsiatalsd
NNNNANNNNN
NNNNnNnnnn
gatagtgata

aaataaagte

ttgtecca gect tec tac agg aaa ata aac act cac

gaa aca
gca gaa
tece agg
aag cca
gtg agg
cocacticeot
tttgaggaga
acaaaggata
gaagttactg
acagaatagg
accccaacte

ccagoctagaa

gat

gta
acc
oo

gaa

gag gta
tec tgg
cct gaa
cct gge
ctt act
aggtctatca
gfgtaataaa
gtgcagaaca
gaatcagaag
gaagctgcca
attecteoctee

gtcagagaat

gag ctc acc

cca aac gte
gge cte tac
aga aac tte
ttg gocc age
gttagggttc
gggactgttt
:tégggcttc
ggagctgtag
catgcagcga
caccctccaa

acaagggtece

80

tgc cag

gcatatactg
nnnnnnnnta
atctaggt;t
taaaaagtaa
ggtaatctag
atagc;ctgt
NONNNNNNANN
NNNOANDANnn
NNNNONNNNT
nANNNNNNonn
attttattca
ttatttettt

atc cta

gct aca ggt

agc gtt
cag gte
agc tgt

att gac

cct goe aac
acc agt gtt
gtg tte tgg

ctt caa.agt

agacaagaaa
acaaaggtgt
aatgttggga
ggaaagocoo
ctccaaaggyg
tetoctgeta

actgttgtat

cagatggeat
gatcaccatt
gggcaattac
acttcccagyg
tqgaaacﬁgg
gcacctocea

tccataaaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

770

gls

a6

914

962

1010

1470

1130

1180

1250

1310

1370

1430



10

15

20

25

tcaacttcte
gaaaatatct
gatgaatatt
tttggtetet
gatcccatac
ttttatetge

gtaattteat

<210> 18
<211> 19217
<212> ADN

agggctcaga
agtacéatag
cotttgotgt
aacaaaatte
ttttgaactt
ccagtaagga

caccgagtge

<213> Homo sapiens

<220>

<221> exon

<222> (6412)..(6543)

<223> exoén 4
<220>

<221> exon

<222> (11953)..(12003)

<223> exo6n 5
<220>

<221> exon

<222> (18746)..(18751)

<223> parte codificante del exén 6

<220>

<221> incierto

<222> (722)..(1277)

<223>“N" puede serA,C, To G

<220>

<221> incierto

<222> (1740)..(1924)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>

<221> incierto

<222> (3538)..(3783)

ES 2372522713

gcaatattga
ctaatcactg
acttgctgeeo
ttcagagecet
catacaﬁcag
caactaacac

atat

catgtacaga

tgattcatge

-agtcagctgg

ttactgacta
aatttcaaac

ctagtateat

81

atagatectgg
acagtgteat
ttatgggttt
tgctggatat
aatcttggga

aateattteg

agaggaaaca
gageccageag
ttccaagaaa
ttttggaagg
aaataacaac

taagagacag

1490

1550

1610

1670

1730

1780

1814



10

15

20

25

30

35

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (3929)..(4224)

<223>“N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (5233)..(5352)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (5974)..(6030)

<223>“N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (6048)..(6073)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (6091)..(6306)

<223>“N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (7576)..(7688)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (8259)..(8368)

<223>“N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (9787)..(9885)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>
<221> incierto

<222> (9926)..(10110)

<223>“N” puede serA,C, To G

ES 2372522713
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10

15

20

25

30

35

ES 2372522713

<220>
<221> incierto
<222>(10113)..(10241)
<223>“N” puede serA,C, To G
<220>
<221> incierto
<222> (11000)..(11438)
<223> “N” puede serA,C, To G
<220>
<221> incierto
<222> (12528)..(12844)
<223> “N” puede serA,C, To G
<220>
<221> incierto
<222> (13720)..(13963)
<223> “N” puede serA,C, To G
<220>
<221> incierto
<222> (13983)..(14275)
<223> “N" puede serA,C, To G
<220>
<221> incierto
<222> (14529)..(14551)
<223> “N’ puede serA,C, To G
<220>
<221> incierto
<222> (14585)..(14621)
<223> “N" puede serA,C, To G
<220>
<221> incierto
<222> (14703)..(14749)
<223> “N” puede serA,C, To G
<220>
<221> incierto
<222> (16380)..(16436)
<223> “N” puede serA,C, To G
<220>
83



10

<221> incierto

<222> (16484)..(16517)

<223> “N” puede serA,C, To G

<220>

<221> incierto

<222> (17022)..(17366)

<223> “N” puede serA,C, To G

<400> 18

ctactgagaa
ctttatagaa
gtaagacaga
gagggcagaa
agttgtagtg
aagatgtcta
attggttgad
gtgagctttc
aatttgaggt
ctggctgaag
gtactgttca
tgggaggcag
tnnnnnnnnn

nnnnnnnnnn

 nnnnnnnnnn

nnnnnnnnnn

gggatatact
aattcactat
gectatgata
gcaagagatt
tggacaacag
ctcagacaaa
aggaatatga
cccagtatcece
gaattactga
tgaaaggtga
aatccactca
ccacaatctc
nnnnnnnnnn
nnnanNnnnnn
nnnnnnnnnn

nnnannnnnn
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ctcagactaa
attgtcattg
aggacttgtg
taggagttta
aaactcaaat
gaattteagg
actccattct
gtagcatcag
ccttgaagtg
ggctgagagg
tgcecctteat
tgcagaagat
nnannannnnn
nnnnnnnnon
nnnunnnNnnn

nnnnnonnnnn

aggacagtcc
tatttcacag
tggcatgcag
agagagggta
attcaaggac
tggaaggact
gctgetggge
aaaagtcgca
agtgtaagcc
aaataaggca
taagtcagcet
ttaatataca
nnnnnnnnnn
NNNNNNNANI
nnnnnnnnnn

NNINNRNNNNN

84

ctagtactga
tttgeeettt
gtatttaatt
atataagagt
cagcatgtag
tgttcatctg
tagacatgca
gggcagaaag
taactagaat
ggactgcaca
ctgccactga
ccagtttgtg
nnnnnnnnnn
NNNANNNNNN
nnNNNROnnNnN

nnnnnnnnnn

ttcaatctgg
gtcttagctg
ggcaacccca
atattatcaa
acagcctccect
cttcacgecece
tgtgggctga
aaaagtatcc
tctaccceag
gtccceaatt
gcettecage
gaacaagctg
nnnnnnnonn
NNONNNANNT
nNNNNNONNN

nnnnnnnnnn

120
180
240
300
3e0
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960



nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNNNNNNNNRN
NNNNNNNNNN
nnnnnnnnnn
nNNNRNNNNN
ﬁtéaggaggt
cagttggggt
ccaaattaaa
tttgcagtga
ttcttcecetg
acttccctac
ttctaactaa
nnnnnnnnnn
NNNNNNNNNN
annnonnnnn
nnnnggggag
aattttagga
ctacctctct
taactaattc
gaactttttt
tggttaagtg
ataagaacct
ccactgatta
ttgctctgga
ctcttcatgg
ggtcttcatce
atggagaaat
ttgtattcgt

accacatgct

NNNNNNONNnN
NONNNONNNN
nnnnnnnnnn
NNNNNINNTIN
nnnnnnnnnn
nnnnnnnace
tgtcaggagg
gaggcagaca
attaattttt
ctaaataccc
atacagtttt
ctatccacaa
attattagtt
NNOANNINNNI
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
aggaggggag
ccaacttcag
ttatatcatg
atactaaagc
ccectggaat
taggccagta
ctcecagggaa
tgtcagtgtt
agcctttacg
aagccaacat
agagctcagg
ctttgtgcag
cctactgttt

ctctgaactt
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nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNNNNNNNNN
nnNnANNNNn
nnnnnnnnon
tgcagecactg
aaatgagtta
tggtatgagt
tcatggagtg
atctcatcat
cagaggcagc
tttactaccc
tagaaggaaa
NNNNONNNNN
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
aggaggtagg
gtaaaaaaat
gttgagacca
taaagcctct
tgtttattea
ctttggatga
acaggggcect
ctattctgea
ctgtgagaag
ggcttactaa
atctectagg
ccagaaattc
actgacatgg

ggctgeacct

NNNNNNNNNN
NNNnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNNNANNNNN
nnnnannnnn
ggataé;cct
gaccttgcac

tgaggcatca

acactgatcc

aactttcctg
tagatgcact
aatgccaaca
gagaggagte
NNNNNNNNNR
nnnnnnnNnnn
nnnnnnnnnn

gaggggaaag

gaattaggca

‘cagacttcte

aaagaggatt
actgtcg%tc
attgtagttt
gtatgagatg
tggtagagat
ttaacagtgg
atagtcaaca
gtatcactca
tcaacctggt
atcctctgcet

tttctaccte

85

NNNNNNNNNN
ONNNDNNNNN
nNNNNNNANNnn
nnnnnnnnan
nnnnnnnnnn
ggtacagacyg
agaactacca
gagatatcté
acagaccaga
gtattttctt

gtcatctctc
ctaaagftag
atgctaagga
NNDNONNDOAND
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
aaagaaacta
agttggtctt

acctcatgaa
aaatatgagé
gttatatgga
tctagaaaga
aattgagaaa
gtgaaaggge
agtaaaatgg
accatgggag
taaatacagc
tttacccatc
tcattaacca

catgccttct

nnnNNNNnnn
NNNNNNNNNND
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tagaacatgc

ccatcaagta

atgctttatg.

ctccaagaac
ctggaaaaaa
ccetttteee
cccaacttec
tcttaactgn
nnnAnnNnNnNn
nnunnnnnnn
nnnnnnnnnn
gaaatccatc
tcaacattct
agatgaactc
aatcccacga
atttectgce
cgcttcttat
taactttaca
agactgacca
ccactccact
agacctgtgg
catcagggag
cttececaact
tccecttecte

ttgctcaggt

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



ttttccacat
ggcagctcag
actacctgga

ttccatgtat

gtectgtgtt

ttagataatc
agccaaatga
atctgcctc£
gttcccttte
ccggaagtca
cactgactct
agatcatttt

ggaaatggaa

agaaaagaga

nnnnnnnnnn
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
nnntcagaaa
cttgtgagtt
atatcattge
nnnnnnnnnn
NNNONNNNNDI
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
gcaagaattt
tgaagagacc
ctcaggtggt
tattttcatc
cagtcagtge

tcaatgtttt

aaatatcatt
tcactccagg
ccaﬁttgttt
tttecattgtt
cataataagt
gcagtcccat
tattctaget
gagttcctgg
tactcattct
gtgtataaaa
agaatggatg
ccttttgaaa
tgggactaca
atccttccta
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
annnnnnnnn
gtgtgcaaac
catgaagttg
taagagtatg
nnnnannonn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnonnnnn
nnnnnnnnnn
taaaacaact
tcgaaataca
tcagagcecage
tgttgctctg
caaacccatg

aaggccaaga
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attteccectet

gcacaagggg

gecttgtaac

cacacaagtc
gctcaacaaa
catgccaget
tgtggcacaa
cttctatttc
cataaattga
caaacacgga
actgaacatt
tagggtttct
gcacaaaaaa
ggagacctgg
nnnnnnnnnn
nnnnnnﬁnnn
nnnnnnnnnn
agtaaaaaaa
tggcaaggat
ccattattnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNNNNNNNNQN
nnnnttaatt
tagaggaata
gtgagaagcg
taagcagcta
ccattcteca
tttcaacctt

ccttgaaaac

ctactagctc
gtetttcect
tatgettgece
ttctttattc
tgttgggttg
accagactgf
ataccagcaa
tcaagggcét
gctgtggact
agcgaagagt
ccaaatttca
tctgctcage
taaatataaa
aggtgattcc
NNNNNNNNNN
NNNANNNNNT
nnnnnnnnnn
aatggtatat
aagacaaata
NNNNNNNNNRI
nnnnnnnpnn
nnnnnnnnnn
nNNNNNNNnn
NNNNNRNNNN
aat£aaatta
tgtatgagga
agacagaagt
tgttccatag
ggafgttgtc
cagaaagtaa

tcactctett

86

caagcccace
catcccacat
tttttaattyg
cacactaagg
attgggttygg
gtggacagcc
paéaataacc
ttttaagttg
gectgtgacce
atggtgggtg
agcacaagtt
cagttgttgt
aggacccttg
aggcnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNONANNNDN
nNNNNNNNNn
ctagcaagtt
ttttttgecca
NNNNORNNNN
nnnnnnnnnn
nnannnnnnn
nnnnnnnnnn
NNNNNNNNNN
aagaaacgac
tacaggctaa
atctttegtt
agtcatﬁcag
cctataaaat
acgagtggtg

agcctgaact

ctctctctgg
tttgagacct
ctattttatt
caaaagcaga
agattccatc
aggtcagagce
aaagtcacac
tcttatgact
acaagcttcet
gagggtactc
agggagcaac
attttcatta
tagggctgge
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNONNNNNNN
nnnnNnnnnn
gcatgecectta
ttgcatcatt
NONNONNNONN
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnoannnnnnn
NNNANRNNNDN
aaaagagtat
gctaccataa
ccatgtaaca
tgatccagét
tgtcaaagcet
gaaaacacat

tagattacat

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560

4620



ggctgggece

ccagctaatt
aaggtaacaa
gtgcaécaat
actcagaggt
cctactggat
gactatgagg
tcetgttgtg
acttactaga
caaggctcct
tetgtggggg
nnnonnnann
NNNONNNANN
ggttctcaga
ctgagccett
ttccatgtga
gagtaccctt
gagcccttgt
aattattctt
aaaaccgaaa
gtttagtata
ttgaaattta
aagacatttt
NNNNNNNNNN
nnnnnnnnnn
nnnnonnnnnn
nnnnnnnnnn
NNNNONNNAN
nnnonncaca

acctcttagt

acttaactat
ccctaatact
atgactagga
tccatattga
agtttagata
gttcaacttt
gaacctgbac
gggacagtga
aattaagaag
tatcttttet
ctnnnnnnnn
nnnnonnnnn
nnggctcaga
tagcactgtg
ceccgetgage
atgactccag
tcatttccct
tctaatctgt
ctgatecace
caaggcaaag
ttaacactac
acaactaatg
tgggectgaga
NNNNNNNNND
nnnaaaaaat
NNNNNNNNNN
nnnnnnonnn
nnnnnnnnnn
gagctageccecg

tgccatgtaa
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aggggaggct
aaagttgaaa
ggatcaggct
cacttttecat
aggcctttgce
ggagtcttca
aggacaaggg
gaggcccagg
cagattataa

tcgttaatgt

nnnnnnnnnn

nnnnunonnn
ctaaataatg
ctggaggtag
agtttegtee
aggcaaaatt
gtaggtgaac
acacaccaga
ctctactaaa
ggccaattgt
ctaggatatt
gtatagattc
gactttgcceca
NNNNNNNNNND
aacatgagag
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tgttggctgt

caggattctg

tggaaacata
gaaagaatgg
aggtggacta
gtagctgttg
cctccaaata
gggatgagta
tttgcataaa
tectecttgac
tcaatatggg
taatcacact
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tctaatctct
tggggtttga
agttttteect
caagcttttg
actcctctag
ggactttaca
ctecacccettt
aataattcac
ctatttc%tc
taagcactgt
ctgnnnnnnn
aagaaagatg
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnon
nnnnnnannn
cacccactca

gtgcttttce
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gtectetgaga
attaaccagce
gaaaagagac
cttggctcta
cagtctaagc
gggcttctgt
gacactgagg
tcacaaagtg
ttatccaatg
cttttggatg
nnnﬁnnnnnn
nnannnnnnn
tctccagtaa
gggctgggaa
gtaccagect
aatagggecac
ccectgecttt
aggctttcce
cctcagtget
actaaggcat
caaaaggatc
gagtacttgt
nnnannnnnn
attagatnnn
nnnnnnnonn
NNNNNNNNNn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tgtggccage

tttgcecagg

agccatgtgt
agtataccac
agtcaattca
tctagagagg
agactgattt
acgtggaaga
tagggacctc
cttactaage
tttggatgag
gagacaaata
nnnnnnnnnn
nnnnnnononn
aacaatccgt
gttgggagga
gtecatgttta
aaattaactt
tgtcagtctg
cagcctccag
aggacgttga
gagtgactag
ctgttaatce
cagtggggga
nnnnnnnnnn

nnnnnnnnnn

nnnnnnnnnn.

NNnOnNnNnnn
nnnnnnnnnn
NNNNNNNAnn
ctgttggtct

t cag atg

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100
5160
5220 -
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360

6417
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gaa ccc agg acc cat cca act tgg ctg ctt cac att ttc atc cecc tce

tge atc att gct ttc att ttc ata gcc aca gtg ata gecc cta aga aaa

caa ctc tgt caa aag ctg tat tct tca aaa ggtaagtgag ttttattcat

ggtaacccaa
gcttgcectget
tgattatttt
gagtttttta
ccaagagctt
gctccgattt
ccecctetttt
tcaacctcac
aacagctggt
ctgttgtatt
aagcctttceca
gtggagcctyg
ggctececttyg
aaagagaaat
taggggaatt
tgc?ataaaa
gggtgctgac
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ggaggtatgt
gtgcaccteca
gggttcaagg
tecegttccag
aaatcctcte
agctgggagg
ttaagtgaat
tggttgecta

tgtctgecat

tgcactgggt
ttecatgctaa
tccccagaaé
aagggaatgt
tcatcagcet
tgctggtggg
cecccagtetg
ggttgggtaa
tggtggtgea
cttaccaaca
gccctgattt
cccacaaaac
tctgcactca
gacatgtgga
ttaagtggtt
tattgtcatg
cacaatattt
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ccascagaac
gttgtcttat
cctggggect
ctgtctttgg
ctcatcectte
taaagctcaa
aaatgtgcaa
tataaccctt

gcacacaaac

gtctgcageca tgagccactg ctttgcactg caggectatg

acccacﬁcag
aaaatggctce
tttgttctta
catgagagtg
aggttgccag
gatafgacct
ggaaaggaga
ttaacgtctt
cactcecctgtt
éattgcttca
ccccagaatg
atgaacttct
aataattcag
gttatcttac
ttctatttgt
ctaactgtag
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ttcgactttt
cttctgecat
gaggactcct
gagaatggaa
accccaatct
gttctaactg
acaatttett
gtctccaact

ttgtgtgcca

agcttatgaa
tcatcgtcag
tgtétgaaag
atgttatttt
gatcctttet
gggttaaacc
aaggtttgtg
tcagcagcete
ctgttgtace
ttgttcatgt
tatgcaggec
ccaaagatct
taggagtttg
atttatactc
ccattgecect
aatgcaagga‘
NONNNNNRNN
NNNNNNANNN
aaatagaacc
tcttctttta
taataacttc
tggagtcaca
taagagtgag
tgéttaggag
ttatattttt

cacttgcatt

tggaaaaggg
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ccactttgag
tgagctgaac
agtttgtctt
ggcaatgcag
gaggattcct
caccccectcet
aggccatttg
ccttcgagtt
agctgggaca
gtctgtettt
tagctggtge
atacatggce
cagcagcact
ataacttcta
atgtgtgtat
attgttgcca
nnnnnnnonn
nnnnncttea
acttcagaga
cctecteacac
agaaatgagc
ctcaaagata
tgaggatatc
acctttetta
aatgaaccag
cagatctgct

ttgagaactg

cttgtcttga
ttcttacact
attctttgag
agagctacgt
tccattttca
cccaggaate
gggatgagga
tctecttage
gagcatgctyg
ggtttcctgg
tttcctaaac
tcatctatag
atctgaggac
tattttcatc
gtattcactt
aannnnnnnn
nnnnnnnnnn
tggtaaagga
gttgtgtcag
ccatacctca
agctgagtgt
gagtggaaat
agtagectceg
caaataagaa
agagaaatca
ttcttacatg

ctggtgatge

6465

6513

6563

6623

6683

6743

6803

6863

6923

6983

7043

7103

7163

7223

7283

7343

7403

7463

7523

7583

7643

7703

7763

7823

7883

7943

8003

8063

8123

8183

8243



agacagagct
NNNNNNNNNN
nnunngcagce
gtggttcaéc
tacctccaac
taccatgtgt
ccaacgagce
cattgtctaa
aattccgagt
ctgagttgga
ttctacctece
cctactttet
agcttggact
acatgcccat
cccacaaact
tcetccagag
gtecettcecag
cagaccacag
gtecécaaage
gctgecacaca
taacttectt
gcaaagttaa
cctgaacaga
gagggcagce
attcaacagt
ctgttgeaaa
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
atnnnnnnnn

nnnnnnnnnn

ttaaannnnn
DNONNNNNNN
aagagaagga
ttggactaca
ttggtctgtt
cctctgtcca
caggatggtt
agctctaacc
tttetcatac
gtcatectttt
acgcaccaca
tettttcagt
accaattaaa
cttagcaaga
gccagaaaéc
ggccetggtt
atcgtctectat
tgctacaaga
aggaccccté
gccagcetet
ctcttcagtt
gtaaagaaéc
tttacccacc
attattggtc
ttggggctceg
ataatgttaa
nonnnnnnnn
nnmnnnnnnn
nnnnnnnnnn

nnnnnnnnnn
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nnnnnnnnni-

nnnNnNnnnnn
acattttaca
gagaaatctt
ctcacttttt
gaccttctcce
tgactcaﬁgt
acacaggatt
aatattgtct
aaatctcagc
cccattgc;t
atactcagca
ttgcatcect
agttcagtgt
ttacttagcece
ttgagcagtt
ccactgtgca
ttacagttet
tgggttgatg
tececttetag
cctcttaggg
agcaggcttg
tatacctcag
cataaaaggt
agggtgacct
attctgette
nNnANNNNNn
nntaaacatt
nnunnnnnnn

nnnnnnnnnn

NONNNNNNNN
nnnnnnnnnn
gcttattgge
cctaactggt
gctataatag
atggcttcett
ctccagettt
ttetagteet
cttcttaaaa
taagecttata
taaatcccet
cacaatcaca
tttaattgtc
ctcectetta
cacagggcca
gctgtctact
aaggtaacct
tatggttcce
aggtaggagyg
geeceteatgt
ccattgg%at
gtccctttee
tgactagcte
cctgettace
gctgggetcet

atctgettgt

nnnnnnnnnn

gaacctacta
nnnnnnnnnn

nnnnnnnnnn
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NONNNNNNNN
nNNNNNNNnn
cgaacttcac
tteccectgtat
gcttttaaaa
attgctcact
aactgcateca
cagaggcatg
tattttttet
cttcatcaag
tattatatgt
tgtctaggat
cattgattcc
tagcatgtac
gtgctaggea
ccggecatge
tgctggttec
caacacatgce
aggtcectge
tgagecctggg
cctgaatttc
ttccagatgg
tgtgtactaa
attttcceet
agagaagaag
cttnnnnnnn
nnnnnnnnnn
tatgcaggtg
NNNNNNRNNN

nnnnnnnnnn

nnnnnnnnnn’
nnnnnnnnnn
tgcecgcetagt
tcactcetge
atcataaaté
ggatgaagtt
ccatcacctt
gcagtettte
tgttgtecac
tctttectaa
ttccatagea
ctgttttaat
tcaagtaccc
ttctccacct
gctaggftag
agaatctetg
gatccccaca
tectgteattg
cttagceaca
acgccagtce
ttagtccatt
cttcttaget
agtgtattgg
aagaggaacc
ctggcaactt
nnnnnnnnann
nnannnnnon
agtatgctag
nnannnnnnn

NNnNnNnnnnn

8303
8363
8423
8483
8543
8603
8663
8723
8783
8843
8203
8963
9023
2083
9143
9203
9263
9323
9383
9443
9503
9563
9623
9683
9743
9803
9863
9923
9983

10043



nnnnnnnnnn
nnnnnnntgn
NNNONNNONRD
nnnnnnnnnn
tttgttgecaa
gaaggagaaa
ccaatggcaa
agaacatgtc
atcatcatag
ggcacagcce
tttatggtta
cccactgaag
tgcaaaccct
ctcaggatag
gaatggactg
gaatcagagt
nnnnonnnnn
nnnnonnnnn
nnn?nnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
gﬁagcatccc
gtatcagtca
ggaaggcagg
ccagacattt
caggagtaga
. gccagatttt

tcgctatgtg

NNANNNNNNN
nnnnnnnnnn
nNnNNNNNNnn
nnnnnnnnga
aagtgcttaa
gtaagtttqa
agtcaagtta
ttcagatctt
gctggtaaca
tagaagattg
cctgtggcce
ccaaeattca
catgaaagag
tcatgaggga
atttcaggaa
gggagggaat
nnnnnnnnnn
nnnonnnnnn
NNNNNNNNNN
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNRNNNANNN
nnnnnaaaaa
attatgtgaa
cttatacctt
cagaagtagc
cctggattga
cagaggaatg
gctttatgea

gatttattta
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nnnnnnnnnn
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
tttgaataca
tacaaattgg
atccaaaata
gaatccagca
cagaacagtg
gttcacctac
agccagaatt
acagagaatg
agagcaaﬁtc
actacagtge
attactaaaa
cccaggcaat
atgtgaaatc
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNNNONNNNI
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnunnnnn
NNNNNNNNNN
attaaaagaa
cttgtgettce
agtgcaaaat
agtcaagact
atacccaaat
gaaagtgtga
ttaccatccg

gatttacttt

NNNNNNNNNNR
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
ggtcktgtttg
ttcagtcaat
attgagtgac
gaagtcacca
tttcttaaac
cagcaccagc
ttacagaggt
gcagcactaa
ctatgggtta

tgaatagaga

acctggtata

ggcaggagtt
agaggttaag
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNNNNNNNNN
nnnnnnnnnn
nnnnnnnann
nnnnnnnnnn
NNNNNNNNNN
agatgtgaaa
tgaaccagta
taattgatca
aaagcagaaa
tagteccctca
gacttcttfg
aagtcccagg

ttgtcctgece
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nNNNNNNNNN
nnnnnnnnnn
NONNNNRONA
actccaaaac
attattatet
ttatacattg
gctacagaat
tctcttgtga
ccatgaacca
ttaaagacca
cctcaggcecat
accattgggce
cctccaaatt
tagggcaaaa
gggcattaaa
aaaaaagtga
nnonnnonnn
nnnnnnannn
nnannnnnnn
nnnonnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNNNNNNNNN
tcaaggaaac
acttgagtta
gacattctga
agggagaéct
gcctttaagt
ttcacactct

ccacagtgaa

atattttaat

nnnnnnnnnn
nnannnnnnn
NNNNNNNNNN
ttgtggcecta
ttgaacaatg
acttgctgag
ctagatcttt
aggaacagtt
gactctaagt
aatatgctgg
aaatgaggta
tectttcaaa
ccaggccaag
gcagaattgg
tcctaaaaga
aaacctnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNANNNNRANN
ttactggtéa
ctttgagcca
cctggaccag
aattctgcag
gcctgaggge
tfgcctaggg
catttggget

ctataagcca

10103
10163
10223
10283
10343
10403
10463
10523
10583
10643
10703
167&3
10823
10883
10943
11003
11063
11123
11183
11243
11303
11363
11423
11483
11543
11603
11663
11723
11783
11843

11903
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aacagttttc tcattaatet tattccattt ctggaatttt

aaa aga cct gtc acc aca aca aag agg gaa gtg

gtgagtaage atgattttta cttttettte

taaagtaacc
tctfcctgtt
"tottttgete
tcacatadtt
caattgacaa
tgagtcaaga
tggaatctgt
cattaagect
nannnnnnnn
NNNNNNNNNI
nnNNNNnNnn
nnnnnunnnnn
nnnnnnnnnn
nggcacc;ag
gtcattcctg
gagttgteca
agattgecatg
tecactgectc
taagtatttg
ccctétagcc
caatgaagag
acctaatgag
agcataccac
cttgtctcté
ccacattteca
ctgctccacc

gttatttttt

actgttctat
tggtagecatt
ggtctatatt
agaaacagag
tggatgtttt
gtaatatggg
ggaggaggaa
ggttggatga
nnnnnonnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNnNnnnnnn
nNNNNNNNNnn
agatgagggg
catgagcctt
agaggccagg
cagactacca
tcaaéctttc
gatgcaatag
aaaatgattt
actacttgag
gaatttaaat
tgccagatct
tagatcatat
ctaagcecaac
aacaccactg

tggagtgtcc

taattcatgg
tcagcgaagc
cctaagcact
ttaaaatcga

tgcaacaaac

-aaaaacacaa

ggatatgate
aaagcttaga
nnnnnﬁnnnn
nnnnnnnnnn
nnNnnNnnnn
nNNNNANNNN
nnnnnnnnnn
ggcagtcttg
tataaacaga
gttetgtecta

gttttgggtt

agcaacaaaa.

caatgaatat
aacaaaatca
gtaggtttga
atttctagat
aatcecceeca
caaatcette
tcatectacea
ccatgagctc

tcectattec

ttactttett
aaggqaactg
ctcgttctta
cctagatgat .
acagcaaaga
aatgattaag
gtctcttcat
taggggtcag
ctecaggggaa
nnnnnnonnn
NNNNNNNNAN
nnnnnnnnan
nnnnnnnnnn
nnnnnNnNnNNn
gccatatatt
agtaagtaac
atacctgtte
tttgtttagt
ggacatc%gt
ctgagtaaat
aaccaaaatt
cttatctaat
agctttggaa
aacactgttt
ccagégtttt
ctcttcaaca
attcccactt

ttcttacttg
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tectttteca gac aca aca

aac agt get

ttctctetca
aatagttcéa
gccccagaac
actgcactég
gaagatatﬁc
aagtacattg
gaggttgaca
aagaagtggg
gecagnnnnnn
nonannnnnn
nnnnnnannn
nonnnnnnnnn
ﬁnnnnnnnnn
nnNNNNNNNnn
tggctgaagt
caactactat
atgcatgaac
teagcaggat
gatatcagaa
ctaggtgggyg
ttggaaatga
atcttatttt
éggtccctta
tcatcatecat
tcaggecettt
aaacttttcc
ctgtggcttt

tcccaatcece

gcttgaattt
gcttatagaa
aatcatgcca
acctctggte
aactgegatg
ttgtgggcte
ggtttgqaéc
ttactaaaat
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
NNNNNANNNT
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnonnnnn
aagtcaattt
ttggtcattyg
atgecaacct
ttttcteage
tctaccactc
agtgggggca
tgccttggta
ctttaccaat
aagaggcacc
catgtcatct
tgacaactag
tcaagttgag
gctcatgttg

aacttttgge

11961
12003
12063
12123
12183
12243
12303
12363
12423
12483
12543
12603
12663
12723
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gtaatgagta
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atttaaactt
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nnnctctaag
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gctattgaga ctatga 18217

<210> 19

<211>18

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 19

Met Ile Phe Leu Leu Leu Met Leu Ser Leu Glu Leu Gln Leu His Gln
1 5 10 15

Ile Ala
<210> 20
<211> 102
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 20

Ala Leu Phe Thr Val Thr Val Pro Lys Glu Leu Tyr Ile Ile Glu His
1 5 : 10 15

Gly Ser Asn Val Thr Leu Glu Cys Asn Phe Asp Thr Gly Ser His Val
20 25 30

Asn Leu Gly Ala Ile Thr Ala Ser Leu Gln Lys Val Glu Asn Asp Thr
35 40 45

Ser Pro His Arg Glu Arg Ala Thr Leu Leu Glu Glu Gln Leu Pro Leu
50 55 60

Gly Lys Ala Ser Phe His Ile Pro Gln Val Gln Val Arg Asp Glu Gly
65 70 75 80

Gin Tyr Gln Cys Ile Ile Ile Tyr Gly Val Ala Trp Asp Tyr Lys Tyx
85 90 95

Leu Thr Leu Lys Val Lys
100

<210> 21

<211> 91

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21
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Ala Ser Tyr Arg Lys Ile Asn Thr His Ile Leu Lys Val Pro Glu Thr
1 5 10 15

Asp Glu Val Glu Leu Thr Cys Gln Ala Thr Gly Tyr Pro Leu Ala Glu
20 25 30

Val Ser Trp Pro Asn Val Ser Val Pro Ala Asn Thr Ser His Ser Arg
35 40 45

Thr Pro Glu Gly Leu Tyr Gln Val Thr Ser Val Leu Arg Leu Lys Pro

50 55 60

Pro Pro Gly Arg Asn Phe Ser Cys Val Phe Trp Asn Thr His Val Arg

65 70 75 80
Glu Leu Thr Leu Ala Ser Ile Asp Leu Gln Ser

85 - 90

<210> 22
<211> 44
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22
Gln Met Glu Pro Arg Thr His Pro Thr Trp Leu Leu His Ile Phe Ile
1 5 10 15
Pro Ser Cys Ile Ile Ala Phe Ile Phe Ile Ala Thr Val Ile Ala Leu
20 25 30
Arg Lys Gln Leu Cys Gln Lys Leu Tyr Ser Ser Lys
35 ' 40
<210> 23
<211>17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

Asp Thr Thr Lys Arg Pro Val Thr Thr Thr Lys Arg Glu Val Asn Ser
1 5 10 15

Ala

<210> 24
<211> 1
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<212> PRT
<213> Virus de inmunodeficiencia humana de tipo 1

<400> 24

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg
1 5 10
<210> 25
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: dominio de internalizacién derivado de proteina tat de VIH

<400> 25
Gly Gly Gly Gly Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg
1 5 10 15
<210> 26
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador de oligonucleétido 2515-27

<400> 26

cataatagag catggcagca atgtgac

<210> 27

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador de oligonucleétido 2524-63

<400> 27
gggtcctgga gtggctggtg ttg

<210> 28

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28
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Leu Phe Thr vVal Thr Val Pro Lys Glu Leu Tyr Ile Ile Glu
1 . 5 10

<210> 29

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador de oligonucleétido 2515-24
<400> 29

gtggetettt cacggtgtgg ggatg 25

<210> 30

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador de oligonucledtido 2538-68

<400> 30

ccégtgtcaa agttgcattc cagggt 26
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11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.
18.
19.
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REIVINDICACIONES

Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del
grupo que consiste en:

(a) la secuencia de nucledtidos tal como se expone en SEQ ID NO: 1;

(b) una secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido tal como se expone en SEQ ID NO: 2; y
(c) una secuencia de nucledtidos complementaria a las secuencias de (a) — (b).

Un vector que comprende la molécula de &cido nucleico de la reivindicacion 1.

Una célula huésped aislada que comprende el vector de la reivindicacion 2.

La célula huésped de la reivindicacion 3, que es una célula eucariota.

La célula huésped de la reivindicacion 3, que es una célula procariota.

Un procedimiento para producir un polipéptido B7-L que comprende cultivar la célula huésped segun la
reivindicacion 3, cuando la reivindicacion 3 hace referencia a la reivindicacion 1(a) o 1(b), en condiciones
adecuadas para expresar el polipéptido, y aislar opcionalmente el polipéptido del cultivo.

El procedimiento segun la reivindicaciéon 6, en el que la molécula de acido nucleico comprende ADN
promotor distinto del ADN promotor para el polipéptido B7-L nativo operativamente unido al ADN que
codifica el polipéptido B7-L.

Un polipéptido B7-L producido mediante el procedimiento de la reivindicacion 6 6 7.

Un polipéptido B7-L aislado que comprende la secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID
NO: 2.

Un polipéptido de fusién que comprende el polipéptido de la reivindicacién 8 6 9 y una secuencia de
aminodcidos heterdloga.

El polipéptido de fusion de la reivindicacion 10, en el que la secuencia de aminoacidos heteréloga es un
dominio constante de IgG o fragmento del mismo.

El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 8-11, que esta covalentemente modificado con un
polimero soluble en agua.

El polipéptido de la reivindicaciéon 12, en el que el polimero soluble en agua se selecciona del grupo que
consiste en polietilenglicol, monometoxipolietilenglicol, dextrano, celulosa, polietilenglicol de poli(N-
vinilpirrolidona), homopolimeros de propilenglicol, copolimeros de poli(éxido de propileno/éxido de etileno),
polioles polietoxilados y poli(alcohol vinilico).

Una composicién que comprende un polipéptido B7-L de cualquiera de las reivindicaciones 8-13, y un
agente de formulacion farmacéuticamente aceptable.

Un anticuerpo que se une a un epitopo en un polipéptido B7-L humano de SEQ ID NO: 2.
El anticuerpo de la reivindicacion 15, seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un anticuerpo humanizado;

(b) un anticuerpo humano o fragmento del mismo;

(c) un anticuerpo policlonal o fragmento del mismo;

(d) un anticuerpo monoclonal o fragmento del mismo;

(e) un anticuerpo quimérico o fragmento del mismo; y

(f) un anticuerpo con injerto de CDR o fragmento del mismo.

El anticuerpo de la reivindicacion 15 6 16, que es un fragmento de region variable.

El fragmento de region variable de la reivindicacion 17, que es un fragmento Fab o Fab’.

Una composicion que comprende una molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, y un agente de
formulacion farmacéuticamente aceptable.
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20.

21.
22.
23.

La composicion de la reivindicacion 19, en la que dicha molécula de acido nucleico esta contenida en un

vector viral.

Un vector viral que comprende una molécula de acido nucleico de la reivindicacioén 1.
Una molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 1, unida a un soporte solido.

Una matriz de moléculas de acido nucleico que comprende al menos una molécula de acido nucleico de la

reivindicacion 1.
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FIG. 1A
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FIG. 1B
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FIG. 3A

gatggcagtg
taacaggact
agcfnnnnnn
[NNNNNNNANN
nnNnnRnnnn
attagtagga
tttgctcaag
gttaaagcca
tgtecttteca
aagatgatac

gotaaggtat

cctgectgtaa

cattteoecte
agttgcectat
atctgtacaa
aaatgcaact
aaatataggt
gttgaaaaaa
agggccacat
ttattgtggt
gatataaata
ggccctgggyg
aggcagttgt
ggcaagtggt
ttoagggtea
ataatacaca

ctcttcacaa

gggtggaaga
aggggatggg
nnnnnnnnnn
ANNNNNNNNn
INNNNNNnnn
aaggaagctg
gggacagtgt
gtggcaggtg
tgcteotaaaa
ctttecttgga
gocatgagea
gatctcectt
tagctactga
atttgttgee
aactcactga
ctcaagagta
tttattatta
gtatgttgta
gggqaagcac
ttecaacagga
atttcagecag
tgattaagge
gggtatggge
ttactectcte
goaaggoccoe
ctgocatttg

agatctataa

106

aaggagagcc
ccatatttge
NONNNNANNTI
NRARNNNNND
ONANNNNNNNn
ctgogttggaa
gocaggaaag
atccaagéat
ataagagtgc
tatatatgca
ttteoecctgtg
tctaaaataa
ctecatttete
acatctttac
tactgtgctt
tttggctcta
tttaggtatyg
ctecacagate
cagggtceage
agaaatgggt
gecteotgggge
agttgcatag
toctgaaatgg
ttagaggtta
aggtgtcaai
cctttgtace

atgttggaat

accatgeaaa
aagatgagaa
NONNNNNNND
nﬁnnnnnnnn
nngcataaac
agtatcttta
toccocogtgga
cttttectgtt
tggoaagtge
tctgaataag
gaaagcactt
aaacaagaat
ttectectttt
cocattotett
gtcaggateca
ctgatcacte
gtgaggccaa
ccaagagaadq
caggaggtgg
gaagcagggt
ataggggetg
tgttgggaat
gttggtttge
gaattggcta
gcatcagaat
cttectttea

acpccafgtc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

260

1020

1080

1140

1200

1za0

1320

1380

1440

1500

15460

1620



tcagtccttg
actttaaate
goctactaaa

" cgtaactett

cagoatetec

tetttttote
| nnnnnnnnnn
ONNNONNNnNnN
ONNNNnnnnn
nnnnnnnrinn
NNNnNNnnnnn
NNNONNNNnnn
NANMONNNNN
NONNNNNNNN
ctaannnnnn
NOONNNNNNnNn
catttatatt
NONNANNAND
nnnnnnnnnn
NONNONNONN
NONNNNNNnNnn
NNNNnnnnn
NNNNNnnnnnn
nﬁnnnnnnnn
NNNONNNNnn
NNNANNNNNno

nnnnnnnnnn

ggca:tétct
tttaaéﬁctt
cacctccact
tttcceocotte
attgoccttag
aaactatata
ONNNNNTINNN
NNNNONNNNN
NNNNINIANNnT
[NNNONANNN
nnonnnnnnn
NNNnnnnnnn
NNNANNONnnn
ANNNNNNNNN
OINNNNNNNnD
NNNNNNnNnnnn
tannnnnnnn
NNONNNNOnn
nnnnnninnnrn
NINONONINN
NANNANNOND
NNANNNNRNND
nnnnnnnnnn
NNNNNANNNN
NONNNONNNN
NNnNNnnNnonn

NNnnnnnnnnre

ES 2372522713

FIG. 3B
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FIG. 3C
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FIG. 3D
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FIG. 3E
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FIG. 5B
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FIG. 5C
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FIG. 5E
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FIG. 6A
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FI1G. 6B
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FIG. 7A
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FIG. 7B
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FIG. 7C
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FIG. 7D
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FIG. 7E
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FIG. 7F
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FIG. 7G
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FIG. 7TH
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FIG. 7L
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FIG. 9
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FIG. 10
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