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DESCRIPCION
Muteinas de sitio de glucosilacién TIr3 y procedimientos de uso

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a muteinas de sitio de glucosilacién TLR3, a acidos nucleicos que codifican las
muteinas y a procedimientos de modular la actividad de TLR3 en una célula.

Antecedentes de la invenciéon

Las patologias asociadas con afecciones inflamatorias representan un reto significativo en el cuidado de la salud y
pueden ser dolorosas, debilitantes y letales. Por ejemplo, la sepsis y las afecciones asociadas a sepsis afectan a
mas de 750.000 personas anualmente en los EE.UU. con indices de mortalidad de 28-50%, dando como resultado
215.000 muertes anuales (Natanson y cols., Crit. Care Med. 26: 1927-1931 (1998); Angus y cols., Crit. Care Med.
29: 1303 -1310 (2001)). Otras afecciones inflamatorias tales como las enfermedades inflamatorias del intestino (IBD)
enfermedad de Crohn vy colitis ulcerativa afectan a mas de 1 millén de personas por afo en los EE.UU. (Hanauer y
cols., Rev. Gastroenterol. Disord. 3: 81-92 (2003)).

Las afecciones pulmonares inflamatorias que afectan la funcién de pulmén tales como enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (COPD), asma e infecciones del pulmén también afectan nimeros significativos de personas en
los EE.UU. COPD, por ejemplo, afecta a unos 10 millones de adultos estimados y la prevalencia esta aumentando
(Mapel y col., Manag. Care Interface 17: 61-66 (2004)). Las patologias asociadas con estas afecciones inflamatorias
y con exacerbaciones de estas afecciones tienen impactos significativos en la salud y econémicos.

La exacerbacion en enfermedades pulmonares tales como asma y COPD se caracteriza por el empeoramiento de
los sintomas y por un declive en la funcion pulmonar. Las infecciones viricas estan asociadas con exacerbaciones
de muchas enfermedades pulmonares (Johnston, Am. J. Respir. Crit. Care Med. 152: S46-52 (1995); Bandi y cols.,
FEMS Immunol. Med. Microbiol. 37: 69-75 (2003)) y se cree que son una causa principal de exacerbaciones. La
secrecion de citocinas proinflamatorias en los pulmones tras infeccidn virica representa una etapa crucial en
promover la respuesta inflamatoria en diversas enfermedades pulmonares (Gern y col., Am. J. Respir. Cell. Mol.
Biol. 28: 731-737 (2003); Panina-Bordignon y col., Curr. Opin. Pulm. Med. 9: 104-110 (2003)).

El reconocimiento de antigenos microbianos por el sistema inmunitario del huésped esta mediado a través de
receptores inmunes innatos, cuya activacion representa un paso importante en la iniciacion de una respuesta
inflamatoria. Los receptores de peaje (TLR) representan una familia de receptores inmunes innatos que juegan un
papel crucial en mediar una respuesta inmune a antigenos extrafios. TLR3, por ejemplo, es un receptor de
reconocimiento de patrén de mamiferos que reconoce ARN de doble hebra (ds) asi como el analogo de ARN de
doble hebra acido polirriboinosinicribocitidilico (poli I:C), (Alexopoulou y cols., Nature 413: 732-238 (2001)). Ademas,
se ha mostrado que TLR3 reconoce ligandos enddgenos tales como ARNm liberado de células necréticas (Kariko y
cols., J. Biol. Chem. 26: 12542-12550 (2004)) indicando que la muerte celular necrética en los sitios inflamatorios
puede contribuir a activacion de TLR3. Una secuencia aminoacidica humana de longitud total TLR3 y una secuencia
polinucleotidica codificante se muestra en la SEC ID N.%: 1y la SEC ID N.°: 2, respectivamente.

La activacion de TLR3 por el analogo de ARN virico poli(1:C) o por ligandos de ARNm endégenos induce secrecion
de citocinas y quimiocinas, un hallazgo que indica que la activacion de TLR3 modula los resultados de la
enfermedad durante la inflamacion asociada a infeccion. Asi, se piensa que la ligazén de TLR3 in vivo tiene lugar en
el contexto de la infeccion virica (Tabeta y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 101: 3516-3521 (2004)) o de la
necrosis asociada con inflamacién (Kariko y cols., J. Biol. Chem. 26: 12542-12550 (2004)). En general, estos datos
demuestran que la ligazén de TLR3 inicia cascadas de fosforilacion y eventos de activacion transcripcional que dan
como resultado la produccion de numerosas citocinas inflamatorias que se piensa que contribuyen a la inmunidad
innata (revisada por Takeda y Akira, J. Derm. Sci. 34: 73-82 (2004)). Adicionalmente, estos datos sugieren que la
activacion de TLR3 sostenida puede ser un componente critico en la modulacién de enfermedades inflamatorias
asociadas con infeccion. Los datos publicados dan respaldo a esta hip6tesis como se muestra por hallazgos que
asocian sobreproduccion de citocinas proinflamatorias con sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, asaltos de
citocinas agudos asociados con infecciones (revisados por Van Amersfoort y cols., Clin. Microbiol. Rev. 16: 379-414
(2003)) y afecciones cronicas mediadas por el sistema inmune tales como artritis reumatoide (revisados por Miossec
y cols., Curr. Opin. Rheumatol. 16: 218-222 (2004)) y enfermedades intestinales antiinflamatorias (revisados por
Ogata e Hibi, Curr. Pharm. Des. 9: 1107-1113 (2003)).

De forma importante, esta llegando a estar claro que la actividad TLR3 también juega un papel significativo en
afecciones tales como sintomas de enfermedad inflamatoria del intestino, sepsis, patologias pulmonares mediadas
por citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento y afecciones inflamatorias pulmonares que resultan de
infiltracion de células inflamatorias incrementada en tejidos pulmonares. Sin embargo, ha estado poco claro, si hay
alguno, el efecto que tiene glucosilacién de TLR3 sobre actividad de TLR3 y sobre las afecciones mediadas por
TLR3.
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Asi, existe una necesidad para entender el efecto de glucosilacién de TLR3 en actividad de TLR3 y para explotar
esta informacién para desarrollar composiciones y métodos que modulen eficazmente actividad de TLR3.

Breve descripcién de los dibujos

El panel (A) de la figura 1 muestra espectros de masas de MALDI-TOF de dominio extracelular de hTLR3 (ECD) y el
panel (B) muestra espectros de masas MALDI-TOF de ECD de hTLRS3 tratados con desglucosidasas.

La figura 2 muestra en efecto de N-glucosilacion con tunicamicina en activacion inducida por poli(l:C) de
sefializacion de hTLR3 en células HEK293.

La figura 3 muestra el efecto de N-glucosilacion de ECD por mutagénesis de N247, N252, 0 N413 en hTLR3 (SEC
ID N.% 2) en activacion de sefializacién de hTLR3 en células. El panel (A) es un alineamiento de sitios de N-
glucosilacion posibles a partir de homélogos de hTLR3 seleccionados; paneles (B) y (C) son ensayos de activaciéon
de hTLRS3 llevados a cabo con los mutantes de hTLR3 indicados en 10 pg/ml (B) o 2,5 pyg/ml (C) del ligando de
hTLR3 poli(l:C).

La Fig. 4 muestra el efecto de N-glucosilacion de ECD de hTLR3 por mutagénesis de N247, N252, o N662 de hTLR
(SEC ID N.°: 2) en activacion de sefializacion de hTLR3 inducida por poli(I:C) en células.

Sumario de la invenciéon

Un aspecto de la invencién es una cadena peptidica que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°:
6 y al menos una mutacion en 3 residuos de aminoacidos de un alineamiento de posicion con N636 de la secuencia
de aminoacidos SEC ID N.°: 6.

Otro aspecto de la invencion es una cadena peptidica que comprende al menos una mutacién en 3 residuos de
aminoacidos de posicion N636 de la secuencia de aminoacidos SEC ID N.°: 6.

Otro aspecto de la invencion es una cadena peptidica que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID N.°: 14,
la SEC ID N.%: 18 o la SEC ID N.°: 20.

Otro aspecto de la invencién es un procedimiento de modular la actividad de TLR3 en una célula que comprende
disminuir glucosilacién de TLR3 en la célula en la que la modulacién es atenuacion.

Descripcion detallada de la invencion

El término "homélogos" quiere decir secuencias de proteinas que tienen identidad de secuencia entre el 40 % y el
100 % para una secuencia de referencia. Los homologos de hTLR3 incluyen cadenas peptidicas de otras especies
gue tienen entre el 40% y el 100% de identidad de secuencia para una secuencia de hTLR3 conocida. Los términos
"homologo a TLR3" y "TLR3" se utilizan intercambiablemente por toda la memoria descriptiva y reivindicaciones.

El término "cadena peptidica" como se usa en el presente documento comprende al menos dos aminoacidos que se
dan de forma natural o de forma no natural unidos por enlaces peptidicos.

El término "actividad TLR3" como se usa en el presente documento se refiere a cualesquiera actividades que tienen
lugar como un resultado de unién de ligando a un homologo de TLR3 de superficie celular o que estan mediadas, en
todo o en parte, por al menos una cadena peptidica homologa de TLR3.

Las composiciones y los procedimientos de la invencién son uGtiles en modular la actividad de homologos de TLR3
en células tanto in vitro como in vivo. En particular, las composiciones y procedimientos de la invencion pueden
usarse para atenuar la sefializacion dependiente de TLR3 in vivo y los procesos bioldgicos asociados con la
actividad de TLR3 en afecciones tales como sintomas de enfermedad inflamatoria del intestino, sepsis, patologias
pulmonares mediadas por citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento y afecciones inflamatorias pulmonares
que resultan de infiltracion de células inflamatorias incrementada en tejidos pulmonares.

Se describe en el presente documento una cadena peptidica que comprende una secuencia de aminoacidos con al
menos identidad del 75 % con la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 6 y al menos una mutacion dentro de 3
residuos aminoacidicos de un alineamiento de posicion con N221, N226, N387, o N636 de la secuencia de
aminoacidos SEC ID N.° 6. La identidad de porcentaje entre dos cadenas peptidicas se puede determinar por
alineamiento usando los ajustes por defecto del algoritmo BLASTP 2.2.12 [7-agosto-2005] con filtracién de
complejidad baja desactivada y usando la SEC ID N.%: 6 como la secuencia de consulta BLASTP. Las secuencias de
aminoacidos de SEC ID N.% 8, la SEC ID N.°: 10, la SEC ID N.%: 12, la SEC ID N.°: 14, la SEC ID N.°: 16, la SEC ID
N.°. 18 y la SEC ID N.% 20 son ejemplares de tales cadenas peptidicas. Tales cadenas de péptidos pueden
comprender secuencias adicionales ademas de la forma madura mutagenizada homoéloga de ECD de TLR3. Tales
secuencias adicionales pueden ser, por ejemplo, péptidos sefial tales como un péptido sefial nativo o los dominios
intracelular y transmembrana nativos del homélogo. Aquellos expertos en la técnica reconoceran otras secuencias
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adicionales tales como secuencias de marca de afinidad u otras secuencias que facilitan actividad, funcién o
purificacién de TLR.

Tales cadenas peptidicas pueden fabricarse facilmente determinando la identidad de porcentaje entre un homoélogo
de TLR3y la SEC ID N.°: 6 como se describe anteriormente, seleccionando un homologo con al menos identidad del
75% a SEC ID N.°: 6, identificando un alineamiento de posiciéon con N221, N226, N387, o N636 de la SEC ID N.°: 6,
e introduciendo al menos una mutacion en 3 residuos de la posicion identificada. De forma importante, el resto de
sitio de glucosilacion consenso de nlcleo es el resto Asn-X-Ser/Thr de 3 residuos de aminoacidos. Tales
mutaciones pueden ser sustituciones, deleciones, o inserciones y pueden generarse usando mutagénesis in vitro e
in vivo bien conocidas en la técnica. Tales cadenas peptidicas también pueden comprender mutaciones adicionales
incorporadas en el homélogo de TLR3 que no aparecen en 3 residuos de aminoacidos de un alineamiento de
posicion con N221, N226, N387, o N636 de la secuencia de aminoacidos SEC ID N.°: 6.

Se describe en el presente documento una cadena peptidica que comprende al menos una mutacién en tres
residuos de aminoacidos de posicion N221, N226, N387, o N636 de la secuencia de aminoacidos SEC ID N.°: 6. Las
secuencias de aminoacidos de SEC ID N.°: 8, la SEC ID N.°: 10, la SEC ID N.°: 12, la SEC ID N.° 16, la SEC ID N.°:
18 y la SEC ID N.°: 20 son ejemplares de tales cadenas peptidicas. Tales mutaciones pueden ser sustituciones,
deleciones, o inserciones y pueden generarse usando técnicas de mutagénesis in vitro e in vivo bien conocidas en la
técnica. Tales cadenas peptidicas pueden comprender también secuencias adicionales como se discute
anteriormente.

Se describe en el presente documento una cadena peptidica que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID
N.%: 8, la SEC ID N.% 10, la SEC ID N.°: 12, la SEC ID N.°: 14, la SEC ID N.°%: 16, la SEC ID N.°: 18 o la SEC ID N.°:
20. Tales cadenas peptidicas pueden comprender también secuencias adicionales como se discute anteriormente.

En una realizacioén la invencién proporciona un acido nucleico que codifica una cadena peptidica de la invencion.

En el presente documento se describe un acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos de la
SECID N.%: 7, la SEC ID N.°: 9, la SEC ID N.°: 11, la SEC ID N.°: 13, la SEC ID N.°: 15, la SEC ID N.°: 17 o la SEC
ID N.°: 19.

Los acidos nucleicos de la invencién pueden fabricarse usando técnicas in vivo o in vitro conocidas por aquellos
expertos en la técnica. Tales acidos nucleicos pueden comprender ADN y ARN. Ademas, tales acidos nucleicos
pueden comprender secuencias de acidos nucleicos adicionales o pueden estar conjugados con otra clase de
moléculas. Por ejemplo, tales acidos nucleicos pueden insertarse dentro de acidos nucleicos de vector o
suministrarse a una célula o sistema para producir expresion de una cadena peptidica codificada por el acido
nucleico. Tales células o sistemas pueden ser células eucariotas, células procariotas, células de arqueobacterias, o
sistemas in vitro libres de células tales como sistemas de transcripcion y de traduccién acoplados in vitro. Técnicas
para expresion de cadena peptidica, que introducen acidos nucleicos en vectores y suministran acidos nucleicos a
células y células o sistemas adecuados para expresion de cadenas peptidicas codificadas por un acido nucleico se
conocen bien por aquellos expertos en la técnica.

Se describe en el presente documento un procedimiento de modular la actividad TLR3 en una célula que comprende
disminuir glucosilacion de TLR3 en la célula usando técnicas tales como inactivation génica o marcado como diana
de transcritos (p. ej. ARNSsi). La glucosilacién de TLR3 puede disminuirse, por ejemplo, proporcionando una célula
con moléculas pequefias que inhiben glucosilacion de TLR3 tales como tunicamicina, proporcionando homoélogos de
TLR3 en los que un sitio de glucosilacién se ha modificado de tal forma que no puede glucosilarse mas,
sobreexpresando enzimas glucoliticas en la célula y disminuyendo o inactivando expresién de glucosilasas en la
célula. Las moléculas de anticuerpo o los fragmentos de anticuerpo también se pueden usar para disminuir
glucosilacion y actividad de TLR3. Tales moléculas de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos pueden bloquear
multimerizacion de ligando o de receptor uniéndose a la region de la superficie celular TLR3 que contiene residuo
N221, N226, N387 o N636 de SEC ID N.°% 6. En los procedimientos de la descripcion tanto N-glucosilacion como O-
glucosilacién de homologos de TLR3 pueden marcarse para disminuir glucosilacién de TLR3.

En el presente documento se describe un procedimiento de modular actividad TLR3 en una célula que comprende
proporcionar tunicamicina a la célula. La tunicamicina puede proporcionarse a una célula in vitro por medio de
medios de cultivo (en una concentracion de aproximadamente 0,2 a 0,5 pg/ml) o in vivo por medio de inyeccion
intravenosa por ejemplo. Aquellos expertos en la técnica reconoceran muchos otros procedimientos y rutas por las
gue la tunicamicina se puede proporcionar a una célula in vitro o in vivo.

En otra realizacion la invencién proporciona un procedimiento de modular actividad TLR3 en una célula que
comprende proporcionar una cadena peptidica de la invencién a la célula. Las cadenas peptidicas se pueden
proporcionar a una célula, por ejemplo, suministrando la cadena peptidica al fluido o tejido que rodea una célula,
introduciendo un acido nucleico exdgeno que expresa la cadena peptidica dentro la célula, por microinyeccion de la
cadena peptidica dentro de la célula, o fusionando una célula con una segunda célula o con una vesicula que
contengan la cadena peptidica. Aquellos expertos en la técnica reconoceran otros medios por los que proporcionar
una cadena peptidica a una célula.
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En otra realizacion la invencién proporciona un acido nucleico de la invencion para usar en un procedimiento de
modular actividad de TLR3 en una célula. Los &cidos nucleicos de la invencién pueden proporcionarse a una célula
a través del uso de vectores viricos, plasmidos, celulares, o vesiculares, a través del uso de microinyeccion, a través
del uso de captacion de acidos nucleicos o de competencia que se dan en la naturaleza, a través del uso de
conjugacion a la molécula capaz de entrar en una célula o por cualquier otra técnica conocida por aquellos expertos
en la técnica por la que se puedan introducir dentro de una célula acidos nucleicos.

En otra realizacion de la invencion se proporciona a la célula el acido nucleico por transfeccién. La transfeccion de
acidos nucleicos dentro de una célula se puede llevar a cabo por una diversidad de técnicas tales como
electroporacién, choque quimico, lipofeccién, fusion de vesiculas y otras técnicas conocidas por aquellos expertos
en la técnica.

La presente invencién se describira ahora con referencia a los siguientes ejemplos especificos, comparativos no
limitantes.

Ejemplo 1
Glicosilacién de dominios extracelulares de hTLR3

El analisis espectroscopico de masas llevado a cabo en el ECD purificado, soluble de hTLR3 expresado
recombinantemente en células HEK293 derivadas de Homo sapiens (nUmero ATCC®: CRL-1573™) revelé un grado
alto de heterogeneidad de carga entre especies de fragmentos de ECD de hTLR3 ionizados (Fig. 1A) y una masa de
fragmento iénico promedio de 110 kD. El tratamiento de ECD de hTLR3 expresado recombinantemente con una
mezcla de desglucosidasas especificas para glucosilaciéon O-engarzada y N-engarzada seguido por analisis
espectroscopicos de masas reveld que el tratamiento con desglucosidasas disminuy6 la masa del fragmento i6nico
promedio a 94 kD (Fig. 1B). Ademas, la incubacion del ECD de hTLR3 con acido N-acetilneuraminico (NANAsa), O-
glicosidasa DS, péptido N-glucosidasa F (PNGasa F), o con un céctel que contiene todas estas enzimas disminuy6
la tincion especifica de glucoproteinas de ECD de hTLR3 aclarada por SDS-PAGE. Estos resultados indican
conjuntamente que el ECD de hTLR3 esta tanto N-glucosilado como O-glucosilado.

ECD de hTLR3 para analisis espectroscopicos de masas y analisis de SDS-PAGE especificos de glucoproteinas se
prepararon como sigue. Primero, un ADNc (SEC ID N.°: 1) que codifica la proteina de TLR3 de Homo sapiens de
longitud total (SEC ID N.°%: 2) e idéntico al nUmero de acceso U88879 se cloné dentro de pcDNA3.1. A continuacion,
un fragmento de ADNc que codifica el ECD de hTLR3 (SEC ID N.% 3) y que consta de aminoacidos 1-703 de la
hTLR3 de longitud total (SEC ID N.°: 4) se cloné dentro de pcDNA3.1. Este fragmento de ADNc se cloné dentro de
pcDNA3.1 en fase y en el lado 5' de un ADNc que codifica una marca de afinidad de hexahistidina. El plasmido
resultante codifica un ECD de hTLR3 recombinante que comprende una marca de hexahistidina C-terminal.

ECD de hTLR3 codificado por este plasmido se expresé, procesd y secretd por células HEK293 transfectadas
transitoriamente. Las células se transfectaron y se cultivaron usando procedimientos estandar. El ECD de hTLR3
recombinante con marca de afinidad de hexahistidina carboxiterminal se purific6 a partir de sobrenadante de
cultivos celulares usando una resina de Ni-NTA y se purific adicionalmente por cromatografia de intercambio i6nico
usando procedimientos estandar. Se predice que la mayoria de proteinas ECD de hTLR3 producidas por este
procedimiento carecen de los primeros 26 residuos de péptido sefial, aminoterminales debido a procesamiento
proteolitico postraduccional y a secrecion. La proteina ECD de hTLR3 purificada comprendié residuos de
aminoacidos 27 a 703 (SEC ID N.°: 6) de hTLR3 de longitud total (SEC ID N.°: 2).

El andlisis espectroscopico de masas de ECD de hTLR3 purificado, recombinante se llevé a cabo como sigue.
Primero, las muestras se concentraron con un concentrador de centrifugacion Nanosep™ (Pall Corp., East Hills,
NY), se desalaron usando C-18 Zip Tips (Millipore Corp., Billerica, MA) y se eluyeron con acetonitrilo al 50 %/acido
trifluoroacético al 0,1 %. 1 yl de cada muestra se co-cristalizé6 después con la matriz en acido 2,5-dihidroxibenzoico
en acetonitrilo/agua (50:50) conteniendo acido trifluoroacético (TFA) al 0,1 %. Los experimentos de MALDI-TOF se
llevaron a cabo después usando procedimientos estandar y se registraron usando un espectrometro de masas ABI
Voyager-DE™ STR. Examinando la glucosilacién, se incubd 1 ug de proteina ECD de hTLR3 purificada con una
mezcla de N-glicanasa, O-glicanasa y sialidasa a 37 durante 24 horas. Los productos de esta incubacién se
analizaron después por espectroscopia MALDI-TOF como se describe anteriormente.

La preparacion de ECD de hTLR3 purificado por resolucion de SDS-PAGE vy visualizacion especifica de
glucoproteinas se llevd a cabo como sigue. Primero, se prepararon las muestras que contienen ECD de hTLR3
expresado recombinantemente solo, ECD de hTLR3 incubado con acido N-acetilneuraminico (NANAsa), ECD de
hTLR3 incubado con O-glucosidasa DS, péptido N-glicosidasa F (PNGasa F), o un cdctel que contiene todas de
estas enzimas y ECD de hTLR3. Las muestras que contienen cantidades iguales de ECD de hTLRS3 se resolvieron
después por SDS-PAGE en un gel de gradiente de 4-12% usando procedimientos estandar y la glucoproteina se
visualizo con tincién de gel de proteinas SYPRO Ruby especifica de glucoproteinas (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA).
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Ejemplo 2
Efecto de N-glucosilacién en activacion inducida por poli(l:C) de sefializacion de hTLR3 en células

En estos experimentos, la sefializacion de TLR3 se ensay6 usando la construcciéon génica comunicadora de pNF-
kB-Luciferasa (Stratagene, Inc., Carlsbad, CA) transfectada transitoriamente por procedimientos estandar en células
HEK293. Esta construccion comunicadora comprende un elemento de ADN sensible a NF-kB ligado a un gen
comunicador de luciferasa. La activacion de TLR3 por ligando poli(I:C) incrementa actividad de NF-kB y da como
resultado activacion de genes sensibles a NF-kB tales como el gen comunicador de luciferasa. Las células de
HEK293 transfectadas con pNF-FCB-Luciferasa estaban cotransfectadas transitoriamente con el vector de control
pHRL-TK que produjo constitutivamente una proteina de luciferasa derivada de Renilla. Un ADNc que codifica
hTLR3 de longitud total se co-transfectdé también transitoriamente, usando procedimientos estandar, en células
HEK-293 transfectadas con el gen comunicador de luciferasa.

Después de transfeccion, las células se trataron con dosis no téxicas de tunicamicina como se muestra en la Fig. 2.
La tunicamicina inhibe glucosilacién N-engarzada inhibiendo la union de N-acetilglucosamina que esta en el primer
residuo de azlcar unido a una cadena peptidica durante la glucosilacion. Las células HEK293 tratadas o control se
incubaron después con 10 ug/ml del ligando de hTLR3 poli(l:C) (PIC) como se indica en la Fig. 2.

Después del tratamiento, la luciferasa expresada a partir de pNF-kB-Luciferasa y pHRL-TK se ensay6 usando
procedimientos estandar. Los datos se expresaron como "proporcion de luciferasa” igual que la actividad de pNF-
KB-Luciferasa normalizada a actividad pHRL-TK luciferasa. Los resultados se presentan como trazados de datos
dispersados recogidos de 9 muestras individuales y son representativos de 3 experimentos idénticos, dirigidos
independientemente.

Ejemplo 3

Efecto de inhibicion de N-glucosilacion de ECD de hTL R3 en activacion inducida por poli(l:C) de
sefializacion de hTLR3 en células

Sorprendentemente, se encontro que dos sitios de N-glucosilacion potencial, N247 y N413, de los muchos sitios
posibles dentro de la secuencia de hTLR3 de SEC ID N.° 2 juegan un papel critico en sefializacion de hTLR3 (Fig.
3C). Adicionalmente, se encontro también que dos sitios de N-glucosilacion potencial distintos en SEC ID N.°: 2,
N252 y N662, juegan un papel importante en sefializacion de hTLR (Fig. 3B y Fig. 4). Las posiciones N247, N252,
N413, y N662 en SEC ID N.°: 2 son equivalentes respectivamente a N221, N226, N387 y N636 de SEC ID N.°: 6.

El ECD de hTLR3 tiene varios sitios de glucosilacion N-engarzados, en base a la presencia del resto de N-
glucosilacién Asn-X-Ser/Thr (Fig. 3A) en diversos homélogos TLR3. So6lo cinco de estos sitios de glucosilacién N-
engarzados potenciales se conservaron entre homdlogos de TLR3 de Homo sapiens, Pan troglodytes, Canis
familiaris, Bos taurus, Rattus norvegicus y Mus musculus (Fig. 3A) segun se valoré por alineamiento CLUSTALW
estandar. Los cinco sitios conservados en SEC ID N.% 2 eran N57, N196, N247, N275 y N413. Cuatro sitios de N-
glucosilacion potenciales en SEC ID N.°: 2 variaron entre los diversos homélogos de TLR3 examinados (Fig. 3A).
Estos cuatro sitios de N-glucosilacién potenciales distintos, aunque no conservados fueron N252, N265, N291,
N507, N636 y N662 de SEC ID N.°: 2.

Los residuos de asparraginas dentro de estos sitios de glucosilacion N-engarzados potenciales en el ECD de hTLR3
se mutaron individualmente usando procedimientos estandar a residuos de alanina (Fig. 3 y Fig. 4). Cuatro residuos
de asparragina adicionales presentes en el ECD de hTLR3 que no contienen una coincidencia para el resto de N-
glucosilacion Asn-X-Ser/Thr en cualquier homélogo de TLR3 se mutaron también como un control. Estos residuos
eran N70, N124 y N388 de hTLR3 de longitud total (SEC ID N.° 2). Toda mutagénesis se llevo a cabo en ADNc que
codifica hTLR3 de longitud total con el fin de producir hTLR3 de longitud total, procesada y secretada con una ECD
mutagenizada. Las posiciones mutadas en SEC ID N.° 2 estan indicadas en las figuras por identificacion de la
posicion de la sustitucion con alanina (p. €j. N70 significa que N70 se ha reemplazado con un residuo de alanina).

Los plasmidos que codifican y expresan las construcciones mutantes de ADNc de hTLR3 descritas anteriormente se
transfectaron individualmente en células HEK293T. Las células transfectadas con los plasmidos que codifican
moléculas de hTLR3 individuales, mutantes estaban también transfectadas simultineamente con el comunicador
pNF-kB-Luciferasa y el vector de control pHRL-TK luciferasa. Se llevaron a cabo transfecciones y cultivos celulares
usando procedimientos estandar.
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Se incubaron después células HEK293 transfectadas y control con 10 pg/ml (Fig. 3B y Fig. 4) o con 2,5 ug/ml (Fig.
3C) del ligando de hTLR3 poli(l:C) (PIC) como se indica valorando el efecto de las diversas mutaciones de hTLR3 en
sefializacion de hTLR3. Después del tratamiento la luciferasa expresada a partir de pNF-kB-Luciferasa y pHRL-TK
se ensayaron usando procedimientos estandar. Los datos se expresaron como una "proporcion de luciferasa" como
se describe anteriormente. Los resultados se presentan como trazados de datos dispersados recogidos a partir de 6
muestras individuales.

Listado de secuencias

<110> CENTOCOR, INC.

<120> MUTEINAS DE SITIO DE GLUCOSILACION TLR3 Y PROCEDIMIENTOS DE USO
<130> CEN120PCT

<140> A ASIGNARSE

<141> 30-10-2006

<140> 60/731.105

<141> 28-10-2005

<160> 20

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210>1

<211> 2710

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1



atgagacaga
tgtgcatcct
aagttgactc
aatcaactca
gatgtaggat
ttaaaagttt
ttctgcacga
aatccctttg
tctacaaaat
aataaaattc
aaattagagt
ggaagattat
ctatgtttgg
tccaccacca
ctttectaca
gaatatttect
cttttcaatyg
gecctcactce
aacatggaag
ctgaaatact
tttgtatcac
aaaatagaga
aatgaaattyg
atctatecttt
agccttcaac
ccatteccage
ataaatgatg
aacttagcac
ctgtectecace
gtcttcaagg
cttecageat
ctcataacat

ctttgccttg
ccaccaccaa
aggtacccga
gaagattacc
ttaacaccat
tgaacctcca
atttgactga
tcaagcagaa
taggaactca
aagcgctaaa
tgtcatcgaa
ttggcctctt
aattagcaaa
gcaatacaac
acaacttaaa
tcectagagta
tgaggtacct
ccaagattga
ataatgatat
taagtctatc
ttgcteattc
gtgatgcttt
ggcaagaact
cctacaacaa
gactgatgct
ctcttcgtaa
acatgttgga
ggctctggaa
tccacatcct
atttatttga
ctgtectttaa
ccgttgagaa
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tatctacttt
gtgcactgtt
tgatctaccc
agccgccaac
ctcaaaactyg
gcacaatgag
actcecatctc
gaatttaatc

‘ggttcagcty

aagtgaagaa
tcaaattaaa
tctgaacaat
cacaagcatt
tttcttggga
tgtggttggt
taataatata
gaatttgaaa
tgattttict
tccaggecata
caactccttt
tcececttacac
ctettggttg
cacaggccag
gtacctgcag
ccgaagggtg
cttgaccatt
gggtcttgag
acacgcaaac
taacttggag
actaaagatc
taatcaggtg
gaaggttttc

gatatgcgct
attaacgaga
cctcactate
ccctttgaac
cttectcatee
gttettggtt
attcatgcct
gaccaatctc
gaagcaattyg
ctattaaaag
gaacaaaatc
aaccatgcac
gttcagaaag
aactctgtac

ttaatccctt
cccataccaa
atgggttcce
tctttttcat
actttgaggg
tcaaagaaat
ataaagataa
tcaaattttg
ttaacagcat
acccattatg
tggattccat
toctgtttgcyg
aacggatagg

tgattgcacg
catccctgag
agtgagactt
gatcaatacc
ctggaggata
agacagacad
ggattgggte
tctggaagaa
caaaagaagc
caaaagattc
tatattggtt
aagaggaatqg
tgcoctttogt

tgggggggcce
agccatgaag
acaaacataa
ttcacaaggt

gagccagaat-

ctatctcaac
atgtccaact
acattagatc
gaaaatctec
ctggatatct
gagttttctc
gtccagctgg
cggaatctgt
ctaaagtgga
aacgattecct
cagcatttgt
cggtctttta
tttcagtggc
aaaagcaata
acaagtttgc
atactcaacc
ggccacctag
gaatggagag
ctgactagga
gcoccttaaaa
ctggatctaa
aaactagaaa
cctggtggte
tccaacgget
atcgatttag
tctctaaagt
gggccagctt

tgtgaaagta
ctgtcaagec
tttgatacat
agtatcctgt
tctttttatt
acagaacagt
tgggaacatt
agggactttg
agaaaaatta
aaggtacatc
ttcocttgagg
tttaaatctc
cataaattgc

ttttgecett
ttgctgactg
cagtgttgaa
atagccagect
tgtgccagaa
tttctgataa
caatccagaa
tgtctcataa
aagagcttct
ttgccaattc
cagggtgttt
gtcccagect
ctctgagtaa
caaatctcac
ttgettgget
tttctecacte
ctaaacaaag
taaaatgttt
tgttcacagg
gaactttgac
taaccaagaa
aagtacttga
gtctagaaaa
actcctttgc
atgtggatag
gcaacaacaa
ttetegattt
ccatttattt
ttgacgagat
gattgaataa
cattgaacct
tcaggaacct

tgggatgctg
cagccacctg
ccttacccat
aactagcttg
acttcccatg
aacctttgcc
aattaaaaat
tggcttgtca
attatcaaac
atctttaaaa
tcacgcaatt
tacagagaag
cagccagctg
tatgctegat
tccacaacta
tttgcacggg
tatttccett
ggagcacctt
attgataaac
aaatgaaaca
taaaatctca
cctgggectt
tattttegaa
cttggtccceca
ctctecettea
catagecaac
gcagcataac
cctaaagggt
cccagttgag
tttaaacaca
tcagaagaat
gactgagtta

ttgcctggtt
actacctttg
catcttgcaa
tgatttttat
ggaatgttte
ttgaatatgc
tctecttecaat
aggcgggtgt
tttttgttat
atgcagttca
agattccaga
actgcatctt
aagtagcact

tgttaattagg
caacactcca
agacagkgec
ctttattgta
agtacatcga
agcatatata
ggaaaaggaa
ttttgaacta
aacacaccat
acaagctatt
ttataaactg
gaactggcea
tggatccaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660.
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
23520
2580
26840
2700
2710

<210> 2

<211> 904

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 2



Met
Phe
Glu
Leu
Ary
&5

Asp
Lys
Gln
His
Lys
145
Ser
Leu
Ile
Ile
Gly
225

Leu

Asn

Arg
Gly
Val
Pro
50

Leu
vVal
Leu
Leu
Leu
130
Gln
Thr
Leu
Phe
Lys
210
Leu

Cys

Ser

Gln
Met
Ala
35

Thr
Pro
Gly
Pro
Ser
115
Mat
Lys
Lys
Ser
Ala
185
Glu
Phe

Leu

Gln

Thr
Leu
20

Asp
Asn
Ala
Fhe
Met
100
Asp
Ser
Asn
Leu
Asn
180
Asn
FPhe
Leu

Glu

Leu
260

Leu
Cys
Cys
Ile
Ala
Asn
85

Leu
Lys
Asn
Len
Gly
165
Asn
Ser
Ser
Asn
Leu

245
Ser

Pro
Ala
Ser
Thr
Asn
70

Thr
Lys
Thr
Ser
Ile
150
Thr
Lys

Ser

Asn
230
Ala

Thr
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Cys
Ser
His
Val
55

Fhe
Ile
Val
Phe
Ile
135
Thr
Gln
Ile
Leu
Gly
215
Val

Asn

Thr

Ile
Ser
Leu
40

Len
Thr
Ser
Leu
Ala
120
Gln
Leu
Val
Gln
Lys
200
Cys
Gln
Thr

Ser

Tyr
Thr
25

Lys
Asn
Arg
Lys
Asn
105
Fhe
Lys
Asp
Gln
Ala
185
Lys
Phe
Len

Ser

Asn
265

Phe
10
Thr

Leu

Leun

Leu
a0
Leu

Cys

Ile

Leu
L=u
170
Leu
Leu
His
Gly
Ile

250
Thr

Trp
Lys
Thr
Thr
Ser
75

Glu
Gln
Thr
Lys
Ser
155
Glu
Lys
Glu

Ala

Pro
235

Ar gl

Thr

Gly
Cys
Gln
His
60

Gln
Pro
His
Asn
Asn
140
His
Asn

Ser

Ile
220
Ser

Asn

Fhe

Gly
Thr
Val

45
Asn

Asn
Leun
125
Asn
Asn
L=u
Glu
Ser
205
Gly
Leu

Leu

Len

Leu
Val
30

Pro
Gln
Thr
Leu
Glu
110
Thr
Pro
Gly
Gln
Glu
180
Ser
Arg
Thr

Ser

Gly
270

Leu
15

Ser
Asp
Leu
Ser
Cys
95

Leu
GElu
Phe
Len
Glu
175
Leu
Asn
Len
Glu
Leu

255
Leu

Pro
His
Asp
Arg
Leu
80

Gln
Ser
Leu
Val
Ser
160
Leu
Asp
Gln
FPhe
Lys
240

Ser

Lys



Trp
Val
Leu
305
Leu
Ser
Trp
Gly
Ser
g5
Phe
Asn
Leu
Gly
Tyr
465
Ser
Ser
Leu
Leu
Leu
545
Leu
Ile
Leu
©Gln
Val

625
hsp

Fhe.

Ser
Arg

Fhe
705

Thr
Gly
290
Glu
Fhe
Ile
Leu
Ile
370
Leu
Val
Lys
Glu
Gln
450
Asn
Leu
Ser
Ser
Glu
530
Trp
Ser
Pro
Gly
Val
610
Glu
Met
Val
His
Leu

690
Fhe

Asn
275
Asn
Tyr
Asn
Ser
Lys
355
Lys
Ser
Ser
Ile
Val
435
Glu
Lys
Gln

Pro

Asn
515
Lys
Lys
His
Val
Leu
585
Ser
Lys
Arg
Asn
Tyr
675
Fhe

Met

Leu
Asp
Asn
Val
Leu
340
Cys
Ser
Asn
Leu
Ser

420
Leun

Trp
Tyr
Arg
Ser
500
Asn
Leu
His
Leu
Glu
580
Asn
Leu
Lys

Phe

Trp
660
Leu
Asp

Ile

Thr
Ser
Asn
Arg
325
Ala
Leu
L=n
Sar
Ala
405
Lys
Asp
Arg
Leu
Leu
485
Prao
Asn
Glu
Ala
His
565
val
Asn
Lys
Val
Asn
645
Ile
Cys

Thr

Asn

Met
Phe
Ile
310
Tyr

Ser

Glu

Fhe
390
His

Ile

Leu.

Gly
Gln
470
Mat
Phe
Ile

Ile

Asn
550

Ile

Phe
Leu
Ser
Fhe
630
Pro
Asn
Asn

Ser

Thr
710
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Leu
Ala
285
Gln
Leu
Leu
Eis
Phe
375
Thr
Ser
Glu
Gly
Leau
455
Leu
Leu
Gln
Ala
Leu
535
Pro
Leu
Lys
Asn
Leu
615
Gly
Phe
Glu
Thr
Ser

695
Ser

Asp
280
Trp
His
Asn
Pro
Leu
360
Thr
Ser
Pro
Ser
Leu
440
Glu
Thr
Arg
Pro
BAsn
520
Asp
Gly
Asn
Asp
Thr
600

Asn

Pro

Leu
Leu
Leu
Leu
Lys
345
Asn

Gly

Leu

Asn
Arg
Arg
Leu
505
Ile
Leu
Gly
Leu
Leu
285
Leu
Leu
Ala
Cys
His
665
Pro

Lys

Leu

10

Ser
Pro
Fhe
Lys
330
Ile
Met
Leu
Arg
His
410
Ala
Glu
Ile
Asn
Val
490
Arg
Asn
Gln
Pro
Glu
570
Phe
Pro
Gln
Phe
Thr
650
Thr
His
Asp

Leu

Tyr
Gln
Ser

315
Arg

Asp
Glu
Ile
Thr
3495
Ile
Fhe
Ile
Fhe
Ser
475
Ala
Asn
Asp
His
Ile
555
Ser
Glu
Ala
Lys
Arg
635
Cys
Asn
Tyx

Ser

Ile
715

Asn
Leu
300
His
Ser
Asp
Asp
Asn
380
Leu
Leun
Ser
Gly
Glu
480
Fhe
Lau
Len
Asp
Asn
540
Tyr
Asn
Leu
Ser
Asn
620
Asn
Glu
Ile
His
Ala

700
Phe

Asn
285
Glu
Ser
FPhe
Fhe
Asn
365
Leu
Thr
Asn
Trp
Gln
445
Ile
Ala
Lys
Thr
Met
525
Asn
Phe
Gly
Lys
Val
605
Leu
Leu
Ser
Pro
Gly
685

Pro

Ile

Lys
Asn
Leu
Leu
430
Glu
Tyr
Leu
Asn
Ile
510
Leu
Leu
Leu
Phe
Ile
590
Phe
Ile
Thr
Ile
Glu
670
Phe

Phe

FPhe

Asn
Ehe
His
Lys
335
Phe
Ile
Tyr
Glu
Thr
415
Gly
Leu
Leu
val
Val
495
Leu
Glu
Ala

Lys

Asp
575

Ile-

Asn
Thr
Glu
Ala
655
Leu
Pro

Glu

Ile

Val
Phe
Gly
320
Gln
Gln
Pro
Leu
Thr
400
Lys
His
Thr
Ser
Pro
480
Asp
Asp
Gly
Arg
Gly
560
Glu
Asp
Asn
Ser
Leu
640
Trp
Sar
Val

Len

val
720



Leu
Ser
Gln
Trp
Lys
785
Glu

Ile

His

Cvs
Be5
Val

Leu

<210> 3
<211> 2109

<212> ADN

Thr
His
Val
850
Leu

Gln

Gly

Ile
His
Glu
755
Trp
cys
Ile
His
Ala
835
Phe
Arg
Lys

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 3

His
Arg
740
Tyr
Glu

Leu

Val

His
B20
Val
Leu
Arg
Glu

Lys
g0o0

Phe
725
Val
Ala
His
Glu
Asn
805
Leu
Gln
Glu
Gly
Arg

885
Asn

Glu
Leu
Ala
Phe
Glu
780
Ser
Leu
Gln
Glu
Met
870
Ile

Ser
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Gly
Gly
Tyr
Ser
775
Arg
Ile
Lys
Rla
Ile
B55
FPhe

Gly

Val

Trp
Phe
Ile
7860
Ser
Asp
Lys
Asp
Ile
840
Pro
Lys
Ala

His

11

Arg
Lys
745
Ile
Met
Fhe
Arg
Fro
B25
Glu
Asp

Ser

Fhe

Ile Ser
730
Glu Ile

His Ala
Glu Lys

Glu Ala
795

Ser Arg

810

Leu Cys

Gln RZsn
Tyr Lys
His Cys

B75

Arg His
890

Phe
Asp
Tyr
Glu
780
Gly
Lys
Lys
Leu
Leu
860

Ile

Lys

Tyzx
Arg
Lys
765
Asp
Val
Ile
Arg
Asp
B45
Asn

Leu

Leu

Trp
Gln
750
Asp
Gln
Fhe
Ile
Fhe
830
Ser
His
Asn

Gln

Asn
735
Thr
Lys
Ser
Glu
Phe
815
Lys
Ile
Ala
Trp

Val
895

Val
Glu
Isp
Leu
Leu
800
Val
Val
Ile
Leu
Pro

880
Ala



atgagacaga
tgtgecatect
aagttgactc
aatcaactca
gatgtaggat
ttaaaagttt
ttectgcacga
aatccctttg
tctacazaaat
aataaaattc
aaattagagt
ggaagattat
ctatgtttgg
tccaccacca
ctttcctaca
gaatatttct
cttttcaatg
gcctcactee
aacatggaag
ctgaaatact
tttgtatcac
aaaatagaga
aatgaaatty
atctatettt
ageccttcaac

ccattcecage
ataaatgatg
aacttagcac
ctgtctecace
gtcttecaagy
cttccageat
ctcataacat
gatatgeget
attaacgaga
cctcactate
cectttgaa

ctttgccttg
ccaccaccaa
aggtacccga
gaagattacec
ttaacaccat
tgaacctcca
atttgactga
tcaagcagaa
taggaactca
aagcgctaaa
tgtcatcgaa
ttggcctett
aattagcaaa
gcaatacaac
acaacttaaa
tcctagagta
tgaggtacct
ccaagattga
ataatgatat
taagtctatc
ttgctcatte
gtgatgettt
ggcaagaact
cctacaacaa
gactgatgct

ctcttegtaa
acatgttgga
ggctctggaa
tecacatecot
atttatttga
ctgtctttaa
ccgttgagaa
ttaatcecctt
cccataccaa
atgggttecec
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tatctacttt
gtgcactgtt
tgatctaccc
agcogocaac
ctcaaaactg
gcacaatgag
actccatecte
gaatttaatc
ggttcagotg
aagtgaagaa
tcaaattaaa
tctgaacaat
cacaagecatt
tttcttggga
tgtggttggt
taataatata
gaatttgaaz
tgatttttet
tccaggecata
caactccttt
tcecttacac
ctettggttyg
cacaggccag
gtacctgecag
ccgaagggtyg

cttgaccatt
gggtcttgag
acacgcaaac
taacttggag
actaaagatc
taatcaggtg
gaaggttttc
tgattgcacg
catccoctgag
agtgagactt

tgggggggce
agccatgaag
acaaacataa
ttcacaaggt
gagccagaat
ctatctcaac
atgtccaact
agcattagatc
gaaaatctcc
ctggatatct
gagttttcte
gtccagetgg
cggaatetgt
ctaaagtgga
aacgattcct
cagcatttgt
cggtctttta
tttcagtgge
aaaagcaata
acaagtttgec
atactcaacc
ggccacctag
gaatggagag
ctgactagga
gcccttaaaa

ctggatctaa
aaactagaaa
cctggtggte
tccaacgget
atcgatttag
tctctaaagt
gggccagctt
tgtgaaagta
ctgtcaagcce
tttgatacat

ttttgcecectt
ttgctgactg
cagtgttgaa
atagccaget
tgtgccagaa
tttctgataa
caatccagaa
tgtctcataa
aagagcttct
ttgccaattc
cagggtgttt
gtecccagect
ctetgagtaa
caaatctcac
ttgcttgget
tttctecacte
ctaaacaaag
taaaatgttt

tgttecacagg:

gaactttgac
taaccaagaa
aagtacttga
gtctagaaaa
actcctttge
atgtggatag

gcaacaacaa
ttectegattt
ccatttattt
ttgacgagat
gattgaataa
cattgaacct
tcaggaacct
ttgecetggtt
actacctttg
catcttgecaa

tgggatgcetg
cagccacctyg
ccttacccat
aactagcttg
acttcccatg
aacctttgce
aattaaaaat
tggcttgtca
attatcaaac
atctttaaaa
tcacgcaatt
tacagagaag
cagccagcetg
tatgctcgat
tccacaacta
tttgcacggg
tatttcocctt
ggagcacctt
attgataaac
aaatgaaaca
taaaatctca
cctgggoctt
tattttcgaa
cttggtccea
ctcteettea

catageccaac
gcagcataac
cctaaagggt
cccagttgag
tttaaacaca
tcagaagaat
gactgagtta
tgttaattgg
caacactcca
agacagtgce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
T80
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1880
2040
2100
2109

<210>4

<211> 703

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 4

12



Met
Fhe
Glu
Leu

Arg
65

Lys
Gln
His
Lys
145
Ser
Lieu
Ile
Ile
Gly
225
Leu
Asn
Trp

Val

Arg
Gly
Val
Pro
50

Leu
val
Leu
Leu
Leu
130
Gln
Thr
Leu
Phe
Lys
210
Leu
Cys
Ser

Thr

Gly
290

Gln
Met
Ala
35

Thr
Pro
Gly
Pro
Ser
115
Met
Lys
Lys
Ser
Ala
195
Glu
Phe
Leu
Gln
Asn

275
Asn

Leu
20

Asp
Asn
Ala
Fhe
Mat
100
Asp
Ser
Asn
Leu
Asn
180
Asn
Fhe
Leun
Glu
Leu
260

Leu

Asp

Leu
Cys
Cys
Ile
Ala
Asn
85

Leu
Lys
Asn
Len
Gly
165
Asn
Ser
Ser
Asn
Leu
245
Ser

Thr

Ser

Pro
Ala
Ser
Thr
Asn
T0

Thr
Lys
Thr
Ser
Ile
150
Thr
Lys
Ser
Fro
Asn
230
Ala
Thr
Met

Phe

ES 2375999 T3

Cys
Ser
His
Val
55

Phe
Ile
Val
Phe
Ile
135
Thr
Gln
Ile
Leu
Gly
215
Val

Asn

Thr

Leu

Ala
295

Ile
Ser
Leu
40

Leu
Thr
Ser
Leu
Ala
120
Gln
Leu
Val
Gln
Lys
200
Cys
Gln
Thr
Ser
Asp

280
Tlrp

13

Tyr
Thr
25

Lys
Asn
Arg
Lys
Asn
105
Fhe
Lys
Asp
Gln
Ala
185
Lys
Phe
Leu
Ser
Asn
265

Leu

Leu

Phe
10

Thr
Leu
Leu
Tyr
Leu
ap

Leu
Cys
Ile
Leu
Leu
170
Leu
Leu
His
Gly
Ile
250
Thr

Ser

Pro

Trp

Thr
Thr
Ser
75

Glu
Gln
Thr
Lys
Ser
155
Glu
Lys
Glu
Ala
Pro
235
Arg
Thr
Tyr

Gln

Gly
Cys
Gln
His
&0

Gln
Pro
His
Asn
Asn
140
His
Asn
Ser
Leun
Ile
220
Ser
Asn
Phe

Asn

Leu
300

Gly
Thr
Val
45

Asn
Leu
Glu
Asn
L=
125
Asn
Asn
Leu
Glu
Ser
205
Gly
Leu
Len
Leu
Asn

285
Glu

Leu

Val

30 .

Pro
Gln
Thr
Leu
Glu
110
Thr

Pro

Gly

Glu
120
Ser
Arg
Thr
Ser
Gly
270

Leu

Tyr

Leu
15

Ser
Asp
Leu
Ser
Cys
g5

Leu
Glu
Phe
Leu
Glu
175
Leu
Asn
Leu
Glu
Leu
255
Leu

Asn

Fhe

Pro
His
Asp
Arg
Leu
80

Gln
Ser
Leu
Val
Ser
160
Leu
Asp
Gln
Phe
Lys
240
Ser
Lys
Val

Phe



5

Leu
205
Leu
Ser
Trp
Gly
Ser
385
FPhe
Asn
Leu
Gly
Tyr
465
Ser
Ser
Leu
Leu
Leu
545
Leu
Ile
Leu
Gln
Val
625
Asp
Phe
Ser

Arg

<210>5
<211> 2031

<212> ADN

Glu
FPhe
Ile
Leu
Ile
370
Leu
Val
Lys
Glu
Gln
450
Asn
Leu
Ser
Ser
Glu
530
Trp
Ser
Pro
Gly
Val
el0
Glu
Met
Val
His

Leu
690

Tyr
Asn
Ser
Lys
355
Lys
Ser
Ser
Ile
Val
435
Glu
Lys
Gln
Pro
Asn
515
Lys
Lys
His
Val
Leu
595
Ser
Lys
Arg
Asn
Tyr

&75
Fhe

Asn
Val
Leu
340
Cys
Ser
Asn
Leu
Ser
420
Leu
Trp
Tyr
Arg
Ser
500
Asn
Leu
His
Leu
Glu
580
Asn
Leu
Lys
Phe
Trp
660

Leu

Asp

Asn
Arg
325
Ala
Len
Asn
Ser
Ala
405
Lys
Asp
Arg
Leu
Leu
485
Pro
Asn
Glu
Ala
His
585
Val
Asn
Lys
val
Asn
245
Tle

Cys

Thr

Ile
310
Tyr
Ser
Glu
Met
Phe
390
His
Ile
Leu
Gly
Gln
470
Met
Phe
Ile
Ile
Asn
550
Ile
Phe
Leu
Ser
Phe
630
Pro
Asn

Asn

Ser

ES 2375999 T3

Gln
Leu
Leu
His
Phe
375
Thr
Ser
Glu
Gly
Leu
455
Leu
Leu
Gln
Ala
Leu
535
Pro
Leu
Lys
Asn
Leu
€15
Gly
Fhe
Glu

Thr

Ser
695

His
Asn
Pro
Leu
360
Thr
Ser
Pro
Ser
Len
440
Glu
Thr
Arg
Pro
Asn
320
Asp
Gly
Asn
Asp
Thr
600
Aszn
Pro
Asp
Thr
Pro

680
Cys

14

Leu
Len
Lys
345
Asn
Gly
Leu
Leu
Asp
425
Asn
Asn
Arg
Arg
Leu
505
Ile
Leu
Gly
Leu
Leu
58S
Leu
Leu
Ala
Cys
His
665

Pro

Lys

Phe
Lys
330
Ile
Met
Leu
Arg
His
410
Ala
Glu
Ile
Asn
Val
490
Arg
Asn
Gln
Pro
Glu
570
Fhe
Ero
Gln
Fhe
Thr
650
Thr
His

Asp

Ser
315
Arg
Asp
Glu
Ile
Thr
3495
Ile
Fhe
Ile
Phe
Ser
475
Ala
Asn
Asp
His
Ile
555
Ser
Glu
Ala
Lys
Arg
635
Cys
Asn

Iyr

Ser

His
Ser
Asp
Asp
Asn
380
Leu
Leu
Ser
Gly
Glu
460
Phe
Leu
Leu
Asp
Asn
540
Tyr
Asn
Leu
Ser
Azsn
620
Asn
Glu
Ile
His

Ala
700

Ser
Phe
Fhe
Asn
365
Leu

Thr

Asn

Gln
445
Ile
Ala
Lys
Thr
Met
525
Asn
Phe
Gly
Lys
Val
605
Leu
Leu
Ser
Pro
Gly

685
Pro

Leu
Thr
Ser
350
Asp
Lys
Asn
Leu
Leu
430
Glu
Tyr
Leu
Asn
Ile
510
Leu
Leu
Leu
Phe
Ile
580
Phe
Ile
Thr
Ile
Glu
670
Fhe

FPhe

His
Lys
335
Fhe
Ile
Tvyvr
Glu
Thr
415
Gly
Leu
Leu
Val
Val
495
Leu
Glu
Ala
Lys
Asp
575
Ile
Asn
Thr
Glu
Ala
655
Leu

Fro

Glu

Gly
320
Gln
Gln
FPro
Leu
Thr
400
Lys
His
Thr
Ser
Pro
480
Asp
LAsp
Gly
Arg
Gly
560
Glu
Asp
Asn
Ser
Leu
640
Trp

Ser

Val
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<213> Homo sapiens

<400> 5

aagtgcactg
gatgatctac
ccagecgcca
atctcaaaac
cagcacaatg
gaactccatc
aagaatttaa
caggttecagce
aaaagtgaag
aatcaaatta
tttctgaaca
aacacaagca
actttcttgg
aatgtggttg
tataataata
ctgaatttga
gatgattttt
attccaggca
tccaactect
tectcecttac
ttectcttggt
ctcacaggcc
aagtacctge
ctccgaaggg
aacttgacca
gagggtcttg
aaacacgcaa
cttaacttgg
gaactaaaga
aataatcagg
aagaaggttt
tttgattgeca
aacatcccty
ccagtgagac

ttagccatga
ccacaaacat
acttcacaag
tggagccaga
agctatcteca
tcatgtccaa
tcacattaga
tggaaaatct
aactggatat
aagagttttc
atgtccaget
ttcggaatct
gactaaagtg
gtaacgatte
tacagcattt
gacggtcttt
cttttcagtyg
taaaaagcaa
ttacaagttt
acatactcaa
tgggecacct
aggaatggag
agctgactag
tggcccttaa
ttctggatct
agaaactaga
accctggtag
agtccaacgg
tcatcgattt
tgtctctaaa
tecgggccage
cgtgtgaaag
agctgtcaag
tttttgatac

agttgctgac
aacagtgttg
gtatagccag

attgtgccag

actttctgat
ctcaatccag
tctgtctcat
ccaagagcktt
ctttgeccaat
tccagggtgt
gggtcccage
gtctctgagt
gacaaatctc
ctttgettgg
gttttetcac
tactaaacaa
gctaaaatgt
tatgttcaca
gcgaactttg
cctaaccaag
agaagtactt
aggtctagaa
gaactccttt
aaatgtggat
aagcaacaac
aattctcgat
tcececatttat
ctttgacgag
aggattgaat
gtcattgaac
tttcaggaac
tattgcctgg
ccactacctt
atcatcttge

tgcagccacc
aaccttaccc
ctaactagct
aaacttccca
aaaacctttg
aaaattaaaa
aatggcttgt
ctattatcaa
tcatctttaa
tttcacgcaa
cttacagaga
aacagccagc
actatgctcg
cttccacaac
tctttgeacy
agtatttcece

tggagcacc
ggattgataa
acaaatgaaa
aataaaatct
gacctgggec
aatattttcg
gecttggtec
agctctecctt
aacatagcca
ttgcagcata
ttectaaagg
atcccagttg
aatttaaaca
cttcagaaga
ctgactgagt
tttgttaatt
tgcaacacte
aaagacagtg

tgaagttgac
ataatcaact
tggatgtagg
tgttaaaagt
ccttectgecac
ataatccctt
catctacaaa
acaataaaat
aaaaattaga
ttggaagatt
agctatgttt
tgtccaccac
atctttocta
tagaatattt
ggcttttcaa
ttgcctcact
ttaacatgga
acctgaaata
catttgtatc
caaaaataga
ttaatgaaat
aaatctatct
caagccttca
caccattcca
acataaatga
acaacttagc
gtetgtctea
aggtcttcaa
cacttcecage
atctcataac
tagatatgeg
ggattaacga
cacctcacta
cccecctttga

tcaggtaccc
cagaagatta
atttaacacc
tttgaacctc
gaatttgact
tgtcaagcag
attaggaact
tcaagecgceta
gttgtcatecg
atttggcctec
ggaattagca
cagcaataca
caacaactta
ctteoctagag
tgtgaggtac
ccccaagatt
agataatgat
cttaagtcta
acttgctcat
gagtgatgct
tgggcaagaa
ttcctacaac
acgactgatg
gectettcgt
tgacatgttg
acggctctgg
cctoecacate
ggatttattt
atctgtecttt
atccgttgag
ctttaatcec
gacccatacc
tcatgggttc
a

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2031

<210> 6

<211> 677

<212> PROTEINA
<213> Homo sapiens

<400> 6
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Lys
Thr
Thr
Ser
Glu
65

Gln

Thr

Cys
Gln
His
Gln
50

Pro
His

Asn

Thr
Val
Asn
33

Leu
Glu

Asn

Leu

Val
Pro
20

Gln
Thr
Leu

Glu

Thr
100

Sgr
Asp
Leu
Ser
Cys
Leu

a5
Glu

ES 2375999 T3

His Glu
Asp Leun
Arg Arg
Leu Asp
558

Gln Lys
70

Ser Gln

Len His

Val Ala

Pro Thr
25

Leu Pro

40

Val Gly

Leu Pro

Leu Ser

Leu Met
105

16

Asp
10

Asn
Ala
Ehe
Met
Asp

90
Ser

Cys
Ile
Ala
Asn
Leu
75

Lys

Asn

Ser
Thr
Asn
Thr
60

Lys
Thr

Ser

His
Val
Phe
45

Ile
Val

Phe

Ile

Leu
Leu
30

Thr
Ser
Leu

Ala

Gln
110

Lys
15

Asn
Arg
Lys
Asn
Fhe

85
Lys

Leu
Leu
Tyr
Leu
Leu
80

Cys

Ile



Lys
Ser
Glu
145
Lys
Glu
Ala
Pro
Arg
225
Thr
Tyr
Gln
Ser
Arg
305
Asp

Glu

IThr
Ile
385
Phe
Ile
Phe
Ser
Ala
465
Asn
Asp
His
Ile

Ser
545

Asn
His
130
Asn
Ser
Len
Ile
Ser
210
Asn
Phe
Asn
Leu
His
290
Ser
Asp
Asp
Asn
Leu
370
Leu
Ser
Gly
Glu
Fhe
450
Leu
Len
Asp
Asn
Tyr

530
Asn

Asn
115
Asn
Leu
Glu
Ser
Gly
195
Leu
Leu
Leu
Asn
Glu
275
Ser
Phe
Phe
Asn
Leu
355
Thr
Asn
Trp
Gln
Ile

435
Ala

Lys
Thr
Met
Asn
515
Fhe

Gly

Pro
Gly
Gln
Glu
Ser
180
Arg
Thr
Ser
Gly
Leu
260
Iyr
Leu
Thr
Ser
Asp
340
Lys
Asn
Leu
Leu
Glu

420
Tyr

Asn
Ile
Leu
500
Leu

Leu

Phe

FPhe
Leu
Glu
Leu
165
Asn
Leu
Glu
Leu
Leu
245
Asn
Phe
His
Lys
Phe
325
Ile
Tvr
Glu
Thr
Gly
405
Leu
Leu
Val
Val
Leu
485
Glu
Ala

Lys

Asp

Val
Ser
Leu
150
Asp
Gln
Phe
Lys
Ser
230
Lys
Val
FPhe
Gly
Gln
310
Gln
Pro
Leu
Thr
Lys
390
His
Thr
Ser
Pro
Asp

470
Asp

ES 2375999 T3

Lys
Ser
135
Leu
Ile
Ile
Gly
Leu
215
Asn
Trp
Val
Leu
Leu
295
Ser
Trp
Gly
Ser
Phe
375
Asn
Leu
Gly
Tyr
Ser
455
Ser
Leu
Leu
Leu
Leu

535
Ila

Gln
120
Thr
Leu
Phe
Lys
Leu
200
Cys
Ser
Thr
Gly
Glu
280
Phe
Ile
Leu
Ile
Len
360
Val
Lys
Glu
Gln
Asn
440
Leu
Ser
Ser
Glu
Trp
520
Ser

Pro

17

Lys
Lys
Ser
Ala
Glu
185
FPhe
Leu
Gln
Asn
Asn
265
Tyr
Asn
Ser
Lys
Lys
345
Ser
Ser
Ile
Val
Glu
425
Lys
Gln
Pro
Asn
Lys

203
Lys

His

Val

Asn
Leu
Asn
Asn
170
FPhe
Leu
Glu
Leu
Leu
250
Asp
Asn
Val
Leu
Cys
330
Ser
Asn
Leu
Ser
Leu

410
Trp

Rkrg
Ser
Asn
450
Len
His

Leu

Glu

Leu
Gly
Asn
155
Ser
Ser
Lsn

Leu

Ser

Ile
Thr
140
Lys
Ser
Pro
Asn
Ala

220
Thr

235

Thr
Ser
Asn
Arg
Ala
3is
Leu
Asn
Ser
Ala
Lys
385
Asp
Arg
Leu
Leu
Pro
475
Asn
Glu
Ala
His

Val
555

Met
Phe
Ile
Tyr
300
Ser
Glu
Met
Phe
His
380
Ile
Leu
Gly
Gln
Met
450
Phe
Ile
Ile
Asn
Ile

540
Phe

Thr
125
Gln
Ile
Leu
Gly
Val
205
Asn
Thr
Leu
Ala
Gln
285
Leu
Lenu
His
Phe
Thr
365
Ser
Glu
Gly
Leu
Leu
445
Leu
Gln
Ala
Leu
Pro
525

Leu

Lys

Leu
Val
Gln
Lys
Cys
190
Gln
Thr
Ser
Asp
Trp
270
Eis
Asn
Pro
Leu
Thr
350
Ser
Pro
Ser
Leu
Glu
430
Thr
Arg
Pro
Asn
Asp
510
Gly

Asn

Asp

Asp
Gln

Ala

Lys
175
Phe
Leu
Ser
Asn
Leu
255
Leu
Leu
Leu
Lys
Asn
335
Gly
Leu
Leu
Asp
Asn
415
Asn
Arg
Arg
Leu
Ile
4495
Leu
Gly

Leu

Leu

Leu
Leu
Leu
160
Leun
His
Gly
Ile
Thr
240
Ser
Pro
Phe
Lys
Ile
320
Met
Leu
Arg
His
Ala
400
Glu
Ile
Asn
Val
Arg
480
Asn
Gln
Pro

Glu

Phe
560
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Glu Ile Ile
565

Asn

Leu Lys Asp Leu Gly Leu Thr Leu Pro

375
Leu

Asn Asn
570

Lau

Asn Leu

Asn
5580
Fro

Leu

Ala -Ser Gln

FPhe
580

Ile

Ser Val Asn Gln Val Ser

585
Lys

Lys

Thzr Val Glu
600

Met

Leu Ser
585

Leu

Lys Asn Val Phe Gly Ala

605
Fhe

Lys FPhe

Asn Thr Glu Leu

610
Glu

Arg Asp
615

FPhe

Pro Asp
620

Asn

Arg Phe Asn Cys Thr

Cys Ser Ile Ala Val Asn

625

Asn

Trp
630
Ser

Ile Thr
635

Cys

Trp Glu His Thr

640
Ile Pro His

Glu Leu

650
Asp

Leu Ser His
645

Pro

Tyr Asn Thr Pro Pro

655
Phe Lys
660

Phe

Tyr His Gly val Phe

665

Arg Leu Thr Ser Ser Cys

670

Asp

Ala Pro Glu

675

Ser

<210>7

<211> 2031

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia de ADNc artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido sefial y
contiene una mutacion de sustitucion de alanina (A) en N221.

10

<400>7

aaatgcaceq
gatgatctgc
cocggocggoga
attagcaaac
cagcataacyg
gaactgecate
aaaaacctga
caggtgcage
aaaagcgaag
aaccagatta
tttctgaaca
gcgaccagca
acctttctgg
aacgtggtgg
tataacaaca
ctgaacctga
gatgatttta
attecgggca
agcaacagct
agcecgctge
tttagctgge
ctgacecggce
aaatatctgc
ctgocgccgeg
aacctgacca
gaaggcetgg
aaacatgcga

tgagccatga
cgaccaacat
actttaccecg
tggaaccgga
aactgagcca
tgatgagcaa
ttaccctgga
tggaaaacct
aactggatat
aagaatttag
acgtgcagct
ttegecaacct
gcctgaaatyg
gcaacgatag
ttcagcatct
aacgcagctt
gctttcagtg
ttaaaagcaa
ttaccagecet
atattctgaa
tgggccatct
aggaatggcg
agctgacccyg
tggcgctgasa
ttetggatet
aaaaactgga
acccgggcgg

agtggcggat
taccgtgcetg
ctatagccag
actgtgccag
gctgagegat
cagcattcag
tctgagccat
gcaggaactg
ttttgcgaac
cccgggoetagc
gggcccgage
gagcctgage
gaccaacctg
ctttgegtgg
gtttagccat
taccaaacag
gctgaaatge
catgtttacc
gcogcaccctg
cctgaccaaa
ggaagtgctyg
cggcctggaa
caacagcttt
aaacgtggat
gagcaacaac
aattetggat
cccgatttat

tgcagccatce
aacctgaccc
ctgaccagec
aaactgccga
aaaacctttg
aaaattaaaa
aacggcctga
ctgctgagcea
agcagcctga
tttcatgcga
ctgaccgaaa
aacagccagc
accatgetgg
ctgccgcage
agcctgcatg
agcattagcc
ctggaacate
ggcctgatta
accaacgaaa
aacaaaatta
gatctgggcc
aacatttttg
gcgctggtge
agcagcccga
aacattgcga
ctgcagcata
tttctgaaag

18

tgaaactgac
ataaccagct
tggatgtggg
tgctgaaagt
cgttttgcac
acaaccocgtt
goagcaccaa
acaacaaaat
aaaaactgga
ttggcegeet
aactgtgecct
tgagcaccac
atctgagcta
tggaatattt
gcctgtttaa
tggcgagect
tgaacatgga
acctgaaata
cctttgtgag
gcaaaattga
tgaacgaaat
aaatttatct
cgagcctgca
geccegtttea
acattaacga
acaacctggce
gcctgageca

ccaggtgeceg
gcgeegectg
ctttaacacc
gctgaacctg
caacctgacc
tgtgaaacag
actgggcacc
tcaggecgctg
actgagcagc
gtttggecctg
ggaactggcg
cagcaacacc
taacaacctg
ttttctggaa
cgtgcgctat
gocgaaaatt
agataacgat
tctgagectg
cctggegeat
aagcgatgcyg
tggccaggaa
gagctataac
gcgcctgatg
gccgctgege
tgatatgctg
gcgcctgtgg
tctgcatatt

60
1z0
180
240
300
3860
420
480
540
600
&6l
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



ctgaacctgg
gaactgaaaa
aacaaccagqg
aaaaaagtgt
tttgattgca
aacattccgg
ccggtgcgec

aaagcaacgg
ttattgatct
tgagcctgaa
ttggcccgge
cctgcgaaag
aactgagcag
tgtttgatac

ES 2375999 T3

ctttgatgaa
gggcctgaac
aagcctgaac
gtttegecaac
cattgcgtgg
ccattatctyg
cagcagctgce

atteccggtgg
aacctgaaca
ctgcagaaaa
ctgaccgaac
tttgtgaact
tgcaacaccc
aaagatagcg

aagtgtttaa
ccctgecgge
acctgattac
tggatatgcg
ggattaacga
cgccgeatta
cgccgtttga

agatctgttt
gagegtgttt
cagcgtggaa
ctttaaccecg
aacccatacc
tcatggecttt
a

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2031

<210> 8

<211> 677

<212> PROTEINA
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia de aminoacidos artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido
sefial y contiene una mutacion de sustitucion de alanina (A) en N221.

<400> 8

19



Lys
Thr
Thr
Ser
Glu
65

Gln
Thr
Lys
Ser
Glu
145
Lys
Glu
Ala
Pro
Arg
225
Thr

Tyr

Gln

Cvys
Gln
His
Gln
50

Pro
His
Asn
Asn
His
130
Asn
Ser
Leu
Ile
Ser
210

Asn

Phe

Leu

Thr
Val
Asn
35

Lau
Glu
Asn
Leu
bsn
115
Asn
Leu
Glu
Ser
Gly
195
Leu
Leu
Leu

Asn

Glu
275

Val
Pro
20

Gln
Thr
Leu
Glu
Thr
100
Pro
Gly
Gln
Glu
Ser
180
Arg
Thr
Ser
Gly
Leu

260
Tyr

Ser
Asp
Leu
Ser
Cys
Leu
85

Glu
Phe
Leu
Glua
Leu
165
ASn
Leu
Glu
Leu
Leu
245

Asn

Phe

His
Asp
Arg
Leu
Gln
70

Ser
Leu
Val
Ser
Leu
150
Asp
Gln
Phe
Lys
Ser
230
Lys

Val

Fhe

ES 2375999 T3

Glu
Leu
Arg
Asp
55

Lys
Gln
His
Lys
Ser
135
Leu
Ile
Ile
Gly
Leu
215
Asn
Trp
Val

Leu

val
Pro
Leu
40

Val
Leu
Leun
Leu
Gln
120
Thr
Leu
Fhe
Lys
Leu
200
Cys
Ser
Thr
Gly

Glu
280

20

Ala
Thr
25

Pro
Gly
Pro
Ser
Met
105
Lys
Lys
Ser
Ala
Glu
185
Fhe
Leu
Gln
Asn
Asn

265
Tyr

Asp
10

Asn
hla
Phe
Met
BAsp
Ser
Asn
Leu
Asn
Asn
170
Fhe
Leu
Glu
Leu
Leu
250

Asp

Asn

Cys
Ile
Ala
Asn
Lesu
75

Lys
Asn
Len
Gly
Asn
155
Ser
Ser
Asn
Leun
Ser
235
Thr

Ser

Asn

Ser His
Thr Val

Asn Phe
45

Thr Ile

&0

Lys Val

Thr Phe
Ser Ile
Ile Thr
125
Thr Gln
140
Lys Tle
Ser Leu
Pro Gly
Asn Val
205
Ala Ala
220
Thr Thr
Met Leu
Phe Ala

Ile Gln
285

Leu
Leu
30

Thr
Ser
Leu
Ala
Gln
110
Leu
Val
Gln
Lys
Cys
190
Gln
Thr
Ser
Asp
Trp

270
His

Lys
15
LAsn

Arg
Lys
Asn
Phe
95

Lys
Asp
Gln
Ala
Lys
175
Phe
Len
Ser
Asn
Leu
255

Leu

Leu

Leu
Len
Tyr
Leu
Leu
80

Cys
Ile
Leu
Leu
Leu
160
Leu
His
Gly
Ile
Thr
240
Ser

Pro

Phe



Ser
Arg
305
Asp
Glu
Ile
Thr
Ile
385
Phe
Ile
Phe
Ser
Ala

465
Asn

His
Ile
Ser
545
Glu
Ala
Lys
Arg
Cys
625
Asn

Tyr

Ser

<210>9
<211> 2031
5 <212> ADN

His
290
Ser
Asp
Asp
Asn
Lel
370
Leu
Ser
Gly
Glu
Phe
450

Leun

Leu

Asn
Tyr
530
Asn
Leu
Ser
Asn
Asn
610
Glu
Ile
His

Ala

Ser
Phe
Phe
Asn
Leu
355
Thr
Asn
Trp
Gln
Ile
435
Ala
Lys
Thr
Met
Asn
515
Phe
Gly
Lys
Val
Leu
585
Leu
Ser
Pro

Gly

Pro
675

Leu
Thr
Ser
Asp

340
Lys

Leu
Leu
Glu
420
Tyr
Leu
Asn
Ile
Leu
500
Leu
Leu
Fhe
Ile
Phe
580
Ile
Thr

Ile

Glu

Fhe

660
Phe

Lys
FPhe
325
Ile
Tyr
Glu
Thr
Gly
405
Leu
Leu
val
Val
Leu
485
Glu
Ala
Lys
Rsp
Ile
565
Asn
Thr
Glu
Ala
Leu
645

Pro

Glu

Gly
Gln
310
Gln
Pro
Leu
Thr
Lys
390
His
Thr
Ser
Pro
Asp
470
Asp
Gly
Arg
Gly
Glu
550
Asp
Asn
Ser
Leu
Trp
630

Ser

val

ES 2375999 T3

Leu
295
Ser

Trp
Gly
Ser
Phe
375
Asn
Leu
Gly
Tyr
Ser
455
Ser
Leu
Leu
Leu
Leu
535
Ile
Leu
Gln
Val
Asp
815
Phe
Ser

Arg

Phe
Ile
Leu
Ile
Leu
360
Val
Lys
Glu
Gln
Asn
440
Leu
Ser
Ser
Glu
Trp
520
Ser
Pro
Gly
Val
Glu
800
Met
Val
His

Leu

21

Asn
Ser
Lys
Lys
345
Ser
Ser
Ile
Val
Glu
425
Lys
Gln
Pro
Asn
Lys
505
Lys
His
Val
Leu
Ser
585
Lys
Arg
Asn

Tyr

Phe
665

Val
Leu
Cys
330
Ser
Lsn
Leu
Ser
Leu
410
Trp
Tyr
Arg
Ser
Asn
490
Leu
His
Leu
Glu
Asn
570
Lau
Lys
Phe
Trp
Leu

650
Asp

Arg
Ala
315
Leu
Asn
Ser
Ala
Lys
3985
Asp
Arg
Leu
Leu
Pro
475
Asn
Glu
Ala
His
Val
555
Asn
Lys
val
Asn
Ile
&35
Cys

Thr

Tyr
300
sSer
Glu
Met
Phe
His
380
Ile
Leu
Gly
Gln
Meat
460
Phe
Ile
Ile
Asn
Ile
540
Fhe
Leu
Ser
Phe
Pro
620
Asn

Asn

Ser

Leu
Leu
His
Phe
Thr
365
Ser
Glu
Gly
Leu
Lau
445
Leu
Gln
Ala

Leu

Pro

525

Leu
Lys
Asn
Leu
Gly
605
Phe
Glu

Thr

Ser

AsSn
Pro
Leu
Thr
350
Ser
Pro
Ser
Leu
Glu
430
Thr
Arg
Pro
Asn
Asp
510
Gly
Asn
Asp
Thr
Asn
590
Pro
Asp
Thr

Pro

Cys
&70

Leu
Lys
Asn
335
Gly
Leu
Leu
Asp
Lsn
415
Asn
Arg
Arg
Len
Ile
495
Leu
Gly
Leu
Leu
Leu
575
Leu
ala
Cys
His
Pro

655
Lys

Lys
Ile
320
Met
Leu
Arg
His
Ala
400
Glu
Ila
Asn
Val
Arg
480
Asn
Gln
Pro
Glu
Ehe
560
Pro
Gln
Phe
Thr
Thr
640

His

Asp



10

15

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADNc artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido sefial y

ES 2375999 T3

contiene una mutacion de sustitucion de alanina (A) en N387.

<400>

<210>

9

aaatgcaccg
gatgatctgc
ccggcggega
attagcaaac
cagecataacg
gaactgcatc
aaaaacctga
caggtgcagc
aaaagcgaag
aaccagatta
tttctgaaca
aacaccagca
acctttctgg
aacgtggtyog
tataacaaca
ctgaacctga
gatgatttta
attccgggca
agcaacagcet
agccegotge
tttagctggce
ctgaccggee
aaatatctgc
ctgcgecgeg
aacchtgacca
gaaggcctgyg
aaacatgcga
ctgaacctgg
gaactgaaaa
aacaaccagg
aaaaaagtgt
tttgattgca
aacattccgg
ccggtgegec

10

<211> 677

<212>

PROTEINA

tgagccatga
cgaccaacat
actttacccg
tggaaccgga
aactgagcca
tgatgagcaa
ttaccctgga
tggaaaacct
aactggatat
aagaatttag
acgtgcagct
ttcgecaacct
gcctgaaatg
gcaacgatag
ttcagcatct
aacgcagctt
gctttcagtyg
ttaaaagcaa
ttaccagect
atattctggc
tgggccatct
aggaatggcg
agctgacccg
tggcgctgaa
ttctggatct
aaaaactgga
acccgggcgg
aaagcaacygyg
ttattgatect
tgagcctgaa
ttggccegge
cctgcgaaag
aactgagcag
tgtttgatac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido

agtggcggat
tacegtgctg
ctatagccag
actgtgccag
gctgagcgat
cagcattcag
tctgagecat
gcaggaactyg
ttttgcgaac
ccegggctge
gggcccgagc
gagcctgagc
gaccaacctg
ctttgcgtgg
gtttagccat
taccaaacag
gctgaaatgc
catgtttacc
gcgcaccetg
gctgaccaaa
ggaagtgctyg
cggecctggaa
caacagcttt
aaacgtaggat
gagcaacaac
aattctggat
ccegatttat
ctttgatgaa
gggcctgaac
aagcctgaac
gtttegcaac
cattgcgtgg
ccattatctg
cagcagctgc

tgcagccatec
aacctgaccc
ctgaccagcc
aaactgcecga
aaaacctttg
aaaattaaaa
aacggcctga
ctgctgagca
agcagcctga
tttcatgcga
ctgaccgaaa
aacagccagce
accatgctgg
ctgcegeage
agcctgcatg
agcattagcce
ctggaacatc
ggcctgatta
accaacgaaa
aacaaaatta
gatctgggcc
aacatttttg
gcgctggtge
agcagcccga
aacattgcga
ctgcagcata

-tttctgaaag

attccggtagg
aacctgaaca
ctgcagaaaa
ctgaccgaac
tttagtgaact
tgcaacaccc
aaagatagcg

sefial y contiene una mutacion de sustitucion de alanina (A) en N387.

<400> 10

22

tgaaactgac
ataaccagct
tggatgtggg
tgctgaaagt
cgttttgeac
acaacccgtt
gcagcaccaa
acaacaaaat
aaaaactgga
ttggccgect
aactgtgect
tgagcaccac
atctgagcta
tggaatattt
gcococtgtttaa
tggcgagect
tgaacatgga
acctgaaata
cctttgtgag
gcaaaattga
tgaacgaaat
aaatttatect
cgagcctgea
gecegtttea
acattaacga
acaacctggc
gcecctgagcocea
aagtgtttaa
cectgeocgge
acctgattac
tggatatgcg
ggattaacga
cgccgcatta
cgccocgtttga

ccaggtgeeg
gcgecegoctg
ctttaacacc
gctgaacctg
caacctgacc
tgtgaaacag
actgggcacc
tcaggcgetyg
actgagcagc
gtttggectg
ggaactggcyg
cagcaacacc
taacaacctg
ttttctggaa
cgtgcgectat
gccgaaaatt
agataacgat
tctgagectg
cctggecgeat
aagcgatgog
tggccaggaa
gagctataac
gcgectgatg
gcocgotgege
tgatatgctg
gcgectgtgg
tctgeatatt
agatctgttt
gagegtgttt
cagcgtggaa
ctttaaccecg
aacccatacc
tcatggcttt
a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
Se0
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2031



ES 2375999 T3

Lys Cys Thr Val Ser His Glu Val Ala Asp Cys Ser His Leu Lys Leu
1 5 10 15

Thr Gln Val Pro Asp Asp Leu Pro Thr Asn Ile Thr Val Leu Asn Leu
20 25 30
Thr His Asn Gln Leu Arg Arg Leu Pro Ala Ala Asn Phe Thr Arg Tyr
) 35 40 45
Ser Gln Leu Thr Ser Leu Asp Val Gly Phe Asn Thr Ile Ser Lys Leu
50 55 60
Glu Pro Glu Leu Cys Gln Lys Leu Pro Met Leu Lys Val Leu Asn Leu
65 10 75 80
Gln His Asn Glu Leu Ser Gln Leu Ser Asp Lys Thr Phe Ala Phe Cys
85 90 85
Thr Asn Leu Thr Glu Leu His Leu Met Ser Asn Ser Ile Gln Lys Ile
100 105 110
Lys Asn Asn Pro Phe Val Lys Gln Lys Asn Leu Ile Thr Leu Asp Leu
115 120 125
Ser His Asn Gly Leu Ser Ser Thr Lys Leu Gly Thr Gln Val Gln Leu
130 135 140
Glu Asn Leu Gln Glu Leu Leu Leu Ser Asn Asn Lys Ile Gln Ala Leu
145 150 155 160
Lys Ser Glu Glu Leu Asp Ile Phe Ala Asn Ser Ser Leu Lys Lys Leu
165 : 170 175
Glu Leu Ser Ser Asn Gln Ile Lys Glu Phe Ser Pro Gly Cys Phe His
180 185 180
Rla Ile Gly Arg Leu Phe Gly Leu Phe Leu Asn Asn Val Gln Leu Gly
1985 200 205
Pro Ser Leu Thr Glu Lys Leu Cys Leu Glu Leu Ala Asn Thr Ser Ile
210 215 , 220
Arg Asn Leu Ser Leu Ser Asn Ser Gln Leu Ser Thr Thr Ser Asn Thr
225 230 235 240
Thr Phe Leu Gly Leu Lys Trp Thr Asn Leu Thr Met Leun Asp Leu Ser
245 250 255
Tyr Bsn Asn Leu Asn Val Val Gly Asn Asp Ser Phe Ala Trp Leu Pro
260 265 270
Gln Leu Glu Tyr Phe Phe Leu Glu Tyr Asn Asn Ile Gln His Leu Phe
275 280 285
Ser His Ser Leu His Gly Leu Phe Asn Val Arg Tyr Leu Asn Leu Lys
290 285 300
Arg Ser Phe Thr Lys Gln Ser Ile Ser Leu Ala Ser Leu Pro Lys Ile
305 310 315 320
Asp Asp Phe Ser Phe Gln Trp Leu Lys Cys Leu Glu His Leu Asn Met
325 330 335
Glu Asp Asn Asp Ile Pro Gly Ile Lys Ser Asn Met Phe Thr Gly Leu
340 345 350
Ile Asn Leu Lys Tyr Leu Ser Leu Ser Asn Ser Phe Thr Ser Leu Arxg
355 360 365
Thr Leu Thr Asn Glu Thr Phe Val Ser Leu Ala His Ser Pro Leu His
370 375 380
Ile Leu ARla Leu Thr Lys Asn Lys Ile Ser Lys Ile Glu Ser Asp Ala
385 350 385 400
Phe Ser Trp Leu Gly His Leu Glu Val Leu Asp Leu Gly Leu Asn Glu
405 410 415
Ile Gly Gln Glu Leu Thr Gly Gln Glu Trp Arg Gly Leu Glu Asn Ile
420 425 430 .
Phe Glu Ile Tyr Leu Ser Tyr Asn Lys Tyr Leu Gln Leu Thr Arg Asn
435 440 445
Ser Phe Ala Leu Val Pro Ser Leu Gln Arg Leu Met Leu Arg Arg Val
450 455 460
23



ES 2375999 T3

Ala Leu Lys Asn Val Asp Ser Ser Pro Ser Pro Phe Gln Pro Leu Arg
465 470 475 480
Asn Leu Thr Ile Leu Asp Leu Ser Asn Asn Asn Ile Ala Asn Ile Asn
485 490 495
Asp Asp Met Leu Glu Gly Leu Glu Lys Leu Glu Ile Leu Asp Leu Gln
500 505 510
His Asn Asn Leu Ala Arg Leu Trp Lys His Ala aAsn Pro Gly Gly Pro
515 520 525
Ile Tyr Phe Leu Lys Gly Leu Ser His Leu His Ile Leu Asn Leu Glu
530 535 540
Ser Asn Gly Phe Asp Glu Ile Pro Val Glu Val Phe Lys Asp Leu Phe
545 550 555 560
Glu Leu Lys Ile Ile Asp Leu Gly Leu Asn Asn Leu Asn Thr Leu Pro
565 570 575
Ala Ser Val Phe Asn Asn Gln Val Ser Leu Lys Ser Leu Asn Leu Gln
580 585 590
Lys Asn Leu Ile Thr Ser Val Glu Lys Lys Val Phe Gly Pro Ala Phe
585 600 605
Arg Rsn Leu Thr Glu Leu Asp Met Arg Phe Asn Pro Phe Asp Cys Thr
610 615 620

Cys Glu Ser Ile Ala Trp Phe Val Asn Trp Ile Asn Glu Thr His Thr
625 630 635 &40

Asn Ile Pro Glu Leu Ser Ser His Tyr Leu Cys Asn Thr Pro Pro His

645 es0 655
Tyr His Gly Phe Pro Val Arg Leu Phe Asp Thr Ser Ser Cys Lys Asp
660 665 B0
Ser Ala Pro Phe Glu
675

<210> 11

<211> 2031

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADNc artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido sefial y
contiene mutaciones de sustitucion de alanina (A) en N221 y N387.

<400> 11

24



10

aaatgcaccg
gatgatctge
cCcggcggcga
attagcaaac
cagcataacg
gaactgecatc
azaaacctga
caggtgcagc
aaaagcgaaqg
aaccagatta
tttctgaaca
gcgaccagca
acctttetgg
aacgtggtygg
tataacaaca

ctgaacctga
gatgatttta
attcecgggcea
agcaacagct
agcccgctge
tttagctgge
ctgaccggee
aaatatctgc
ctgcgocgeg
aacctgacca
gaaggcctgg
aaacatgcga
ctgaacctgg
gaactgaaaa
aacaaccagg
aaaaaagtgt
tttgattgeca
aacattcecgg
ccggtgcgec

<210>12

<211> 677

<212> PROTEINA

tgagccatga
cgaccaacat
actttaccecg
tggaaccgga
aactgagcca
tgatgagcaa
ttaccctgga
tggaaaacct
aactggatat
aagaatttag
acgtgcagct
ttegeaaccet
gecectgaaatg
gcaacgatag
ttcagcatct

aacgcagectt
gctttcagtg
ttaaaagcaa
ttaccagect
atattctggc
tgggccatct
aggaatggeg
agctgacccg
tggcgctgaa
ttctggatet
aaaaactgga
acccgggcegg
aaagcaacgg
ttattgatet
tgagecctgaa
ttggccegge
cctgcgaaag
aactgagcaq
tgtttgatac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido

ES 2375999 T3

agtggcggat
taccgtgctg
ctatagccag
actgtgccag
gctgagcgat
cagcattcag
tctgageccat
gcaggaactg
ttttgcgaac
cocogggetge
gdgcccgagc
gagcctgage
gaccaacctg
ctttgcgtgg
gtttagccat

taccaaacag
gctgaaatge
catgtttacc
gogecaccetg
gctgaccaaa
ggaagtgctyg
cggcctggaa
caacagcttt
aaacgtggat
gagcaacaac
aattctggat
cccgatttat
ctttgatgaa
gggcctgaac
aagcctgaac
gtttcgcaac
cattgcgtgg
ccattatctg
cagcagctge

tagcagccatc
aacctgaccc
ctgaccagcc
aaactgccga
aaaacctttg
aaaattaaaa
aacggcctga
ctgctgagca
agcagcctga
tttecatgcga
ctgaccgaaa
aacagccagc
accatgctgg
ctgccgcage
agcctgeaty

agcattagec
ctggaacatc
ggcctgatta
accaacgaaa
aacaaaatta
gatctgggce
aacatttttg
gcgctggtge
agcagcccga
aacattgega
ctgcagcata
tttctgaaag
atteceggtgg
aacctgaaca
ctgcagaaaa
ctgaccgaac
tttgtgaact
tgcaacaccc
aaagatagcg

tgaaactgac
ataaccagct
tggatgtggg
tgctgaaagt
cgttttgecac
acaacccgtt
gcagcaccaa
acaacaaaat
aaaaactgga
ttggcegect
aactgtgect
tgagcaccac
atctgagcta
tggaatattt
gecectgtttaa

tggcgagect
tgaacatgga
acctgaaata
cctttgtgag
gcaaaattga
tgaacgaaat
aaatttatct
cgagcctgeca
gccegtttcea
acattaacga
acaacctgge
gcctgagcca
aagtgtttaa
cceoctgeegge
acctgattac
tggatatgcg
ggattaacga
cgcegeatta
cgccgtttga

sefial y contiene mutaciones de sustitucion de alanina (A) en N221 y N387.

<400> 12

25

ccaggtgccg
gcgocogcctg
ctttaacacc
gctgaacctyg
caacctgacc
tgtgaaacag
actgggcacc
tcaggecgcetg
actgagcagc
gtttggectyg
ggaactggeg
cagcaacacc
taacaacctg
ttttctggaa
cgtgegetat

gcogaaaatt
agataacgat
tctgagcctg
cctggeogeat
aagcgatgcyg
tggccaggaa
gagctataac
gcgcctgatg
gccgctgege
tgatatgctg
gecgeotgtgg
tctgcatatt
agatctgttt
gagcgtgttt
cagcgtggaa
ctttaacccyg
aacccatacc
tcatggettt
a

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2031



Lys
Thr
Thr
Ser
Glu
65

Gln
Thr
Lys
Ser
Glu
145
Lys

Glu

Cys
Gln
His
Gln
50

Pro
His
Asn
Asn
His
130
Asn

Ser

Leu

Thr
Val
Asn
35

Leu
Glu
Asn
Leu
Asn
115

Lsn

Leu

_Glu

Ser

val
Pro
20

Gln
Thr
Leu
Glu
Thr

100
Pro

Gly
Gln
Glu

Ser
180

Ser
Asp
Leu
Ser
Cys
Leu
85

Glu
Phe
Leu
Glu
Leu

165
Asn

His
Asp
Arg
Leu
Gln
T0

Ser
Leu
Val
Ser
Leu
150
Asp

Gln

ES 2375999 T3

Glu
Leu
Arg

Asp

1 =4
-

Lys
Gln

His

Ser
135
Leu
Ile

Ile

Val

Pro

Ala

Thr

25

Leu
40

Val
Leu
Leu
Leu
Gln
120
Thr
Leu

Phe

Lys

26

Pro
Gly
Pro
Ser
Met
105
Lys
Lys
Ser

Ala

Glu
185

Asp
10
Asn
Ala
Phe
Met
AsSD
a0
Ser _
Asn
Leu
Asn
Asn

170
Fhe

Cys
Ile
Ala
Asn
Leu
75

Lys
Asn

Leu

Ser
Thr
Asn
Thr
60

Lys
Thr
Ser
Ile
Thr
140
Lys

Ser

Pro

His
Val
Phe
45

Ile
Val
Fhe
Ile
Thr
125
Gln
Ile

Leu

Gly

Leu
Leu
30

Thr
Ser
Leu
Ala
Gln
110
Leu
Val
Gln
Lys

Cys
150

Lys
15

Asn
Arg
Lys
Asn
Phe
95

Lys
Asp
Gln
Ala
Lys

175
Phe

Len
Leu
Tyx
Leu
Leun
g0

Cys
Ile
Leu
Leu
Leu
160

Leu

His



Ala
Pro
Arg
225
Thr
Tyr
Gln
Ser
Arg
305
Asp
Glu
Ile
Thr
Ile
385
Phe
Ile
Fhe
Ber
Ala
465
Asn
hsp
His
Ile
Ser
545
Glu
Lla
Lys

Arg

Cys
625

Ile
Ser
210
Asn
Phe
Lsn
Leau
His
290
Ser
Asp
Asp
Asn
Leu
370
Leu
Ser
Gly
Glu
Phe
450
Leu
Leu
Asp
Asn
Tyr
530

Asn

Leu

Ser

Asn

Asn

610
Glu

Gly
185
Leu
Leu
Leu
Asn
Glu
275
Ser
Phe
Phe
Asn
Leu
355
Thr
Ala
Trp
Gln
Ile
435
Ala
Lys
Thr
Met
Asn
515
Phe
Gly
Lys
Val
Leun
595

Leu

Ser

Arg
Thr
Ser
Gly
Leu
260
Tyr
Leu
Thr
Ser
Asp
340
Lys
Asn
Leu
Leu
Glu
420
Tyr
Leu
Asn
Ile
Leu
300
Leu
Leu
Phe
Ile
Phe
580
Ile
Thr

Ile

Lau
Glu
Leu
Leu
245
Asn
Phe
His
Lys
Phe
325
Ile
Tyr
Glu
Thr
Gly
405
Leu
Leu
Val

Val

Leu

485

Glu
Ala
Lys
Asp
Ile
565
Asn
Thr

Glu

Ala

Fhe
Lys
Ser
230
Lys
Val
Phe
Gly
Gln
310
Gln
Pro
Leu
Thr
Lys
390
His
Thr
Ser
Pro
Asp
470
Asp
Gly
Arg
Gly
Glu
550
Asn
Ser

Leu

Trp
630

ES 2375999 T3

Gly
Leu

215
Asn

Trp
Val
Leu
Leu
295
Ser
Trp
Gly
Ser
Phe
375
Asn
Leu
Gly
Tyr
Ser
455
Ser
Leu
Leu
Leu
Leu
535
Ile
Leu
Gln
Val
Asp

615
Phe

Leu
200
Cys
Ser
Thr
Gly
Glu
280
Phe
Ile
Leu
Ile
Leu
360
Val
Lys
Glu
Gln
Asn
440
Len
Ser
Ser
Glu
Trp
520
Ser
Pro
Gly
Val
Glu
&00

Met

Val

27

Phe
Leu
Gln
Asn
Asn
265
Tyr
bsn
Ser
Lys
Lys
345
Ser
Ser
Ile
Val
Glu
425
Lys
Gln
Pro
Asn
Lys
505
Lys
His
Val
Leu
Ser
585
Lys

Arg

Asn

Leu
Glu
Leu
Leu
250
Asp
Asn
Val
Leu
Cys
330
Ser
Asn
Leu
Ser

Leu
410
Trp

Tyr
Arg
Ser
Asn
490
Leu
His
Leu
Glu
Asn
570
Leu
Lys

Phe

Trp

Asn
Leu
Ser
235
Thr
Ser
Asn
Arg
Ala
315
Leu
Asn
Ser
Ala
Lys
395
Asp
Arg
Leu
Leu
Pro
475
Asn

Glu

Ala

Val
555
Asn
Lys
Val

Asn

Ile
635

Asan
Ala

220
Thr

Ile
Tyr
300
Ser
Glu
Met
Phe
His
380
Ile
Leu
Gly
Gln
Met
460
Phe
Ile
Ile
Asn
Ile
540
Phe
Leu
Ser
Ehe
Pro

620
Asn

Val
205
Ala
Thr
Leu
Ala
Gln
2B5
Leu
Leu
His
Phe
Thr
365
Ser
Glu
Gly
Leu
Léu
445
Leu
Gln
Ala
Leu
Pro
525
Leu
Lys
Asn
Leu
Gly
605
Fhe

Glu

Gln
Thr
Ser
Asp
Trp
270
His
Asn
FPro
Leu
Thr
350
Ser
Pro
Ser
Leu
Glu
430
Thr
Arg
Pro
Asn
Asp
510
Gly
Asn
Asp
Thr
Asn
590
Pro

Asp

Thr

Leu
Ser
Asn
Leu
255
Leu
Leu
Len
Lys
Asn
335
Gly
Leu
Leu
Asp
Asn
415
Asn
Arg
Arg
Leu
Ile
4495
Leu
Gly
Leu
Leu
Leu
575
Leu
Ala

Cys

His

Gly
Ile
Thr
240
Ser
Pro
Phe
Lys
Ile
320
Met

Leu

Arg

Ala
400
Glu
Ile
Asn
Val
Axg
480
Asn
Gln
Pro
Glu
Phe
560
Pro
Gln
Phe

Thr

Thr
640



ES 2375999 T3

Asn Ile Pro Glu Leu Ser Ser His Tyr Leu Cys Asn Thr Pro Pro His

_ 645 650 655
Tyr His Gly Phe Pro Val Arg Leu Phe Asp Thr Ser Ser Cys Lys Asp
660 665 670
Ser Ala Pro Phe Glu

675

<210> 13

<211> 2031

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia de ADNc artificial derivada del ECD de hTLR3 de Mus musculus que carece de un péptido sefial y
contiene mutaciones de sustitucion de alanina (A) en N221, N226, N387 y N636.

10

<400> 13

cagtgcaccg
gatgatctge
ccgcoccgacca
attagcaaac
cagcataacg
gaactggatcec
aaaaacctga
ggogtgcagc
cgcagcgaag
aacccgctga
ctgctgaaca
gcgaccagcoa
acctttagcg
catgatgtgg
tataacaaca
ctgagcctga
gatgatttta
attccgagca
agcaaaacct
agccegetge
tttagctgge
ctgagcggec
aaatatctge
ctgcgoegeg
aacctgacca
gaaggcctgg
aaacgcgcga
ctgaacctgg
gaactgaaaa
gatgatcaga
aaagatgtgt
tttgattgea
aacattagcg
ccgetgaaac

<210> 14

tgogotataa
cgagcaacat
actttacccg
tggaaccgga
aactgagcca
tgatgagcaa
ttaaactgga
tggaaaacct
aactggaatt
aagaatttag
acgcgcaget
ttcaggecgct
gocctgaaatyg
gcaacggcag
ttcagcgecct
aacgcgegtt
getttecagty
ccaaaagcaa
ttaccagcct
tgaccctggo
tgggcecaget
aggaatggcg
agctgagcac
tggcgctgaa
ttctggatct
aaaacctgga
acccgggcgd
azagcaacgyg
gcattaacct
ccagochtgcg
Ltggccogeco
cctgcgaaag
aactgagcac
tgtttgatac

cgtggoggat
taccgtgctg
ctatagccag
actgtgccag
gattagcgat
cagcattcat
tctgagccat
gcaggaactg
tctgggeaac
ccocgggctge
gaacccgcat
gagcctggeg
gaccaacctg
ctttagctat
gagcccgegco
taccaaacag
gctgaaatat
cacctttacc
gcagaccctyg
gctgaccaaa
gcgeattcectg
cggcctgocge
cagcagcttt
aaacgtggat
gagcaacaac
aattctggat
cccggtgaac
cctggatgaa
gggcctgaac
cagcctgaac
gtttcagaac
cattagctgg
ccattatctg
cagcagctgce

tgcagccatc
aacctgacce
ctggcgattce
attectgecge
cagacctttg
aaaattaaaa
aacggcctga
ctgctggega
agcagcctge
tttcagacca
ctgaccgaaa
aacaaccagc
acccagctgg
ctgcecgagee
agcttttatg
agcgtgagec
ctggaatatc
ggcctggtga
accaacgaaa
aaccatatta
gatctgggee
aacatttttg
gcgetggtge
attagcccga
aacattgcga
tttcagecata
ttteotgaaag
attccgotgg
aacctgaaca
ctgcagaaaa
ctgaacagcc
tttgtgaact
tgcaacaccc
aaagatageg

28

tgaaactgac
ataaccagct
tggatgcggg
tgctgaaagt
tgttttgcac
gcaacccgtt
gcagcaccaa
aaaacaaaat
gcaaactgga
ttggcaaact
aactgtgctg
tgctggogac
atctgagcta
tgegetatet
gcctgagcaa
tggcgagcca
tgaacatgga
gcctgaaata
cctttgtgag
gczaaattgc
tgaacgaaat
aaatttatet
cgagcctgca
geceegttteg
acattaacga
acaacctgge
gcctgagcca
gcgtgtttaa
aactggaacc
acctgattac
tggatatgcg
ggattgcgceca
cgcatcatta
cgceghttga

ccatattcoeg
gegecgectg
ctttaacagce
gctgaacctg
caacctgacc
tazaaaccag
actgggcacc
tctggecgetg
tetgagecage
gtttgcgectg
ggaactgagc
cagcgaaagc
taacaacctg
gagcctggaa
cctgcgctat
tecegaacatt
tgataacaac
tctgagectyg
cctggogeat
gaacggcacc
tgaacagaaa
gagctataac
gegectgatg
ccecgetgege
agatctgctg
gegectgtgg
tctgcatatt
aaacctgttt
gtttattttt
cagcgtggaa
ctttaacccg
gacccatacec
ttatggcttt
a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2031
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<211> 677

<212> PROTEINA
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia de aminoacidos artificial derivada del ECD de hTLR3 de Mus musculus que carece de un péptido
sefial y contiene mutaciones de sustitucion de alanina (A) en N221, N226, N387 y N636.

<400> 14

29



Gln
Thr
Thr
Ser
Glu
&5

Gln
Thr
Lys
Ser
Glu
145
Asp
Thr
Pro
Gln
225
Thr
Tyr
Ser
Pro
Arg
305
Asp

Rsp

Val

Cys
His
His
Gln
50

Pro
His
Asn
Ser
His
130
Asn
Ser
Leu
Ile
His
210
Ala
Fhe
Asn
Leu
Arg
290
Ala
Lsp

Asp

Ser

Thr
Ile
Asn
35

Leu
Glu
Asn
Leu
Asn
115
Asn
Leu
Glu
Ser
Gly
185
Leu
Len
Ser
Lsn
Arg
275
Ser
Fhe
Phe

Asn

Leu
355

Val
Pro
20

Gln
aAla
Leu
Glu
Thr
100
Pro
Gly
Gln
Glu
Ser
180
Lys
Thr
Ser
Gly
Leu
260
Tyr
Phe
Thr
sSar
Asn

340
Lys

Arg
Asp
Leu
Ile
Cys

Leu

- 85

Glu
Phe
Leu
Giu
Leu
165
Asn

Leu

Glu

Phe
325
Ile

Tyr

Tyr

Arg
Leu
Gln
70

Ser
Leu
Lys
Ser
Leu
150
Glu
Pro
Phe
Lys
Ala
230
Lys
Asp
Ser
Gly
Gln
310
Gln

Pro

Leu

ES 2375999 T3

Asn
Leu
Arg
Asp
55

Ile
Gln
Asp
Asn
Ser
135
Leu
Phe
Leu
Rla
Leu
215
Asn
Trp
val
Leu
Leu
295
Ser
Irp

Ser

Ser

Val
Pro
Leu
40

hla
Leu
Ile
Leu
Gln
120
Thr
Len
Leu
Lys
Leu
200
Cys
Asn
Thr
Gly
Glu
280
Ser
Val
Leu

Thr

Leu
360

30

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Pro
Ser
Met
105
Lys
Lys
Ala
Gly
Glu
185
Leu
Trp
Gln
Asn
Asn
265
Tyr
Asn
Ser
Lys
Lys

345
Ser

Asp
10

Asn
Pro
Fhe
Leu
Asp
a0

Ser
Asn
Leu
Lys
Asn
170
Fhe
Leun
Glu
Len
Leu
250
Gly
Asn
Leu
Leu
Tyr
330

Ser

Lys

Cys
Ile
Thr
Asn
Leu
75

Gln

Asn

Leu-

Gly
Asn
155
Ser
Ser
Asn
Leu
Leu
235
Thr
Ser
Asn
Arg
Ala
315
Leu

Asn

Thr

Ser
Thr
Asn
Ser
&0

Lys
Thr
Ser
Ile
Thr
140
Lys
Ser
Pro
Asn
Ser
220
Ala
Gln
Phe
Ile
Tyr
300
Ser
Glu
Thr

Phe

His
val
Phe
45

Ile
val
Phe
Ile
Lys
125
Gly
Ile
Leu
Gly
Ala
205
Ala
Thxr
Leu
Ser
Gln
285
Leu
His
Tyr

Fhe

Thr
365

Leu
Leu
30

Thr
Ser
Leu
Val
His
110
Leu
Val
Leu
Arg
Cys
190
Gln
Thr
Ser
Asp
Tyr
270
Arg
Ser
Pro
Leu
Thr

350
Ser

Lys
15
Asn

Lys
Asn
Phe
95

Lys
Asp
Gln
Ala
Lys
175
Phe
Leu
Ser
Glu
Leu
255
Leu
Len
Leu
Asn
Asn
335
Gly

Leu

Lau
Leu
Tyr
Leu
Len

BO
Cys

‘Ile

Leu
Leu
Len
160
Leu
Gln
Asn
Ile
Ser
240
Ser
Pro
Ser
Lys
Ile
320
Met

Leu

Gln
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Thr Leu Thr Asn Glu Thr Phe Val Ser Leu Rla His Ser Pro Leu Leu
370 375 380
Thr Leu Ala Leu Thr Lys Asn His Ile Ser Lys Ile Rla Asn Gly Thr
3B5 390 395 400
Phe Ser Trp Leu Gly Gln Leu Arg Ile Leu Asp Leu Gly Leu Asn Glu
405 410 415
Ile Glu Gln Lys Leu Ser Gly Gln Glu Trp Arg Gly Leu Arg Asn Ile
420 425 430
Phe Glu Ile Tyr Leu Ser Tyr Asn Lys Tyr Leu Gln Leu Ser Thr Ser
435 440 445
Ser Phe Ala Leu Val Pro Ser Leu Gln Arg Leu Met Leu Arg Arg Val
450 455 480
Ala Leu Lys Asn Val Asp Ile Ser Pro Ser Pro Phe Arg Pro Leu Arg
465 470 475 480
2sn Leu Thr Ile Leu Asp Leu Ser Asn Asn Asn Ile Ala Asn Ile Asn
485 490 495
Glu Asp Leu Leu Glu Gly Leu Glu Asn Leu Glu Ile Leu Asp Phe Gln
500 505 510
His Asn Asn Leu Ala Arg Leu Trp Lys Arg Ala Asn Pro Gly Gly Pro
515 _ 520 525
Val Asn Phe Leu Lys Gly Leu Ser His Leu His Ile Leu Asn Leu Glu
530 535 540 :
Ser Asn Gly Leu Asp Glu Ile Pro Val Gly Val Phe Lys Asn Leu Phe
545 550 555 560
Glu Leu Lys Ser Ile Asn Leu Gly Leu Asn Asn Leu Asn Lys Leu Glu
565 570 575
Pro Phe Ile Phe Asp Asp Gln Thr Ser Leu Arg Ser Leu Asn Leu Gln
580 585 590
Lys Asn Leu Ile Thr Ser Val Glu Lys Asp Val Phe Gly Pro Pro Phe
585 &00 603
Gln Asn Leu Asn Ser Leu Asp Met Arg Phe Asn Pro Phe Asp Cys Thr
610 615 620
Cys Glu Ser Ile Ser Trp Phe Val Asn Trp Ile Ala Gln Thr His Thr
625 630 635 640
Asn Ile Ser Glu Leu Ser Thr His Tyr Leu Cys Asn Thr Pro His His
645 650 655
Tyr Tyr Gly Phe Pro Leu Lys Leu Phe Asp Thr Ser Ser Cys Lys Asp
660 665 &70
Ser Ala Pro Phe Glu
675

<210> 15

<211> 2031

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADNCc artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido sefial y
contiene una mutacion de sustitucion de alanina (A) en N226.

<400> 15

31



10

aaatgcaccyg
gatgatctgc
ccggeggoga

attagcaaac
cagcataacg
gaactgcatc
aaaaacctga
caggtgcagc
aaaagcgaag
aaccagatta
tttetgaaca
aacaccagca
acctttctag
aacgtggtgg
tataacaaca
ctgaacctga
gatgatttta
attccgggca
agcaacagct
ageccegetge
tttagctgge
ctgaccggecc
aaatatctge
ctgcgeegeg
aacctgacca
gaaggcctgg
aaacatgcga
ctgaacctgg
gaactgaaaa
aacaaccagg
aaaaaagtgt
tttgattgca
aacattccgg
ccggtgegee

<210> 16

<211>

<212>

677

PROTEINA

ES 2375999 T3

tgagccatga agtggcggat tgcagccatc tgaaactgac ccaggtgccg 80
cgaccaacat taccgtgctg aacctgaccc ataaccagect gcocgococgectg 120
actttacccg ctatagccag ctgaccagcc tggatgtggg ctttaacacc 180

tggaaccgga
aactgagcca
tgatgagcaa
ttaccctgga
tggaaaacct
aactggatat
aagaatttag
acgtgcagct
ttogegeget
gcctgaaatg
gcaacgatag
ttcagcatct
aacgcagett
gctttcagtg
ttaaaagcaa
ttaccagcct
atattctgaa
tgggccatct
aggaatggcy
agctgacccg
tggcgctgaa
ttctggatct
aaaaactgga
acccgggegy
aasagcaacgg
ttattgatct
tgagcctgaa
ttggccecgge
cctgcgaaag
aactgagcag
tgtttgatac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido

actgtgccag
gctgagcgat
cagcattcag
tctgagecat
gcaggaactg
ttttgcgaac
cccgggetge
gggcccgage
gagcctgagce
gaccaacctg
ctttgegtgg
gtttagccat
taccaaacag
gctgaaatge
catgtttacc
gcgecaccctg
cctgaccaaa
ggaagtgctg
cggoctggaa
caacagcttt
aaacgtggat
dJgagcaacaac
aattctggat
cccgatttat
ctttgatgaa
gggcctgaac
aagcctgaac
gtttcgcaac
cattgcgtgg
ccattatctg
cagcagctge

aaactgccga
aaaacctttg
aaaattaaaa
aacggectga
ctgctgagca
agcagcctga
tttcatgega
ctgaccgaaa
aacagccadgc
accatgctgg
ctgcocgeage
agcctgeatg
agcattagcc
ctggaacatc
ggcctgatta
accaacgaaa
aacaaaatta
gatctgggce
aacatttttg
gecgetggtge
agcagcccga
aacattgcga
ctgcagcata
tttctgaaag
attceggtygy
aacctgaaca
ctgcagaaaa
ctgaccgaac
tttgtgaact
tgcaacaccc
aaagatagcy

sefial y contiene una mutacion de sustitucion de alanina (A) en N226.

<400>

16

32

tactgaaagt
cgtttigcac
acaacccgtt
gcagcaccaa
acaacaaaat
aaaaactgga
ttggoccgect
aactgtgcct
tgagcaccac
atctgagcta
tggaatattt
gcctgtttaa
tggecgagect
tgaacatgga
acctgaaata
cctttgtgag
gcaaaattga
tgaacgaaat
aaatttatct
cgagcctgca
gcccgtttca
acattaacga
acaacctggc
gcctgagcca
aagtgtttaa
ccctgoceggeo
acctgattac
tggatatgcg
ggattaacga
cgccgcatta
cgececgtitga

gctgaacctg
caacctgacc
tgtgaaacag
actgggcacc
tcaggegcetyg
actgagcagce
gtitggectyg
ggaactggcg
cagcaacacce
taacaacctg
ttttctggaa
cgtgegectat
gcegaaaatt
agataacgat
tetgagectg
cctggcgecat
aagcgatgeyg
tggccaggaa
gagctataac
gcgcctgatyg
gccgctgege
tgatatgctg
gcgoctgtgg
tctgecatatt
agatctgttt
gagcgtgttt
cagcgtggaa
ctttaacccyg
aacccatacc
tcatggecttt
a

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2031



Lys
Thr
Thr
Ser
Glu

65
Gln

Cys
Gln
His
Gln
50

Pro

His

Thr
Val
Asn
35

Leu

Glu

val
Pro
20

Gln
Thr

Leu

Glu

Ser
Asp
Leu
Ser
Cys

Leu
85

His
Asp
Arg
Leu
Gln

70
Ser

ES 2375999 T3

Glu
Leu
Arg
Asp
Lys

Gln

Val
Pro
Leu
40

Val

Leu

Leu

33

Ala
Thr
25

Pro
Gly

Pro

Ser

Asp
10

Asn
Ala
Fhe
Met

Asp
90

Cys
Tle
Bla
Asn
Leu

75
Lys

Ser His
Thr Val

Asn Phe
45

Thr Ile

&0

Lys Val

Thr Phe

Leu
Leu
30

Thr
Ser

Leun

Rla

Lys
15

Asn
Arg
Lys

Asn

Phe
g5

Leu
Leu
Tyr
Leu
Leu

80
Cys



Thr
Lys
Ser
Glu
145
Lys
Glu
Ala
Pro
Arg
225
Thr
Tyr
Gln
Ser
Arg
305
Asp
Glu
Ile
Thr
Ile
385
Phe
Ile
Fhe
Ser
Rla
465
Asn
Asp
His

Ile

Asn
Asn
His
130
BAsn
Ser
Leu
Ile
Ser
210
Ala
Fhe
Asn
Leu
His
290
Ser
Asp
Asp
Asn
Leu

370
Leu

Phe
450
Leu
Leu
Asp

Asn

Tyr
530

Leu
Asn

115
Asn

Leu
Glu
Ser
Gly
195
Leu
Leu
Leu
Asn
Glu
275
Ser
Ehe
Phe
Bsn
Leu

355
Thr

Asn I

Trp
Gln
Ile
435
Ala
Lys
Thr
Met
Asn

515
Phe

Thr
100
Pro
Gly
Gln
Glu
Ser
180
Arg
Thr
Ser
Gly
Leu
260
Tyr
Leu
Thr
Ser
Asp
340
Lys

Asn

Leu
Glu
420
Tyr
Leu
Asn
Ile
Leu
500

Leu

Leu

Glu
Ehe
Leu
Glu
Leu
165
Asn
Leun
Glu
Leu
Leu
245
Lsn
Phe
His
Lys
Phe
325
Ile
Tyr
Glu
Thr
Gly
405
Leu
Leu
Val
Val
Leun
485
Glu
Ala

Lys

Leu
Val
Ser
Leu
150
Asp
Gln
Phe
Lys
Ser
230
Lys
Val
Phe
Gly
Gln
310
Gln
Pro
Leu
Thr
Lys
390
His
Thr
Ser
Pro
Asp
470
Asp
Gly
Arg

Gly

ES 2375999 T3

His
Lys
Ser
135
Leu
Ile
Ile
Gly
Leu

215
Asn

Trp
Val
Leu
Len
295
Ser
Trp
Gly
Ser
Fhe
375
Asn
Len
Gly
Tyr
Ser
455
Ser
Leu
Leu

Leu

Leu
535

Leu
Gln
120
Thr
Len
Phe
Lys
Leu
200
Cys
Ser
Thr
Gly
Glu
280
Phe
Ile
Leu
ile
Leun
380
Val
Lys
Glu
Gln
Asn
440
Leu
Ser
Ser
Glu
Trp

220
Ser

Met
105
Lys
Lys
Ser
Rla
Glu
185
Ehe
Leu
Gln
Asn
Asn
265
Tyr
Asn
Ser
Lys
Lys
345
Ser
Ser
Ile
Val
Glu
425
Lys
Gln
Pro
Asn
Lys
505
Lys

His

34

Ser
Asn
Leu
Asn
Asn
170
Phe
Leu
Glu
Leu
Leu

250
Asp

Val
Leu
Cys
330
Ser
Asn
Leu
Ser
Leu
410
Irp
Tyx
Arg
Ser
Asn
450
Leu
His

Leu

Asn
Leu
Gly
Asn
155
Ser
Ser
Asn
Lien
Ser
235
Thr
Ser
Asn
Arg
Ala
315
Leau
Asn
Ser
Ala
Lys
395
Asp
Arg
Leu
Leu
Pro
475
Asn
Glu
Ala

His

Ser
Ile
Thr
140
Lys
Ser
Pro
Asn
Ala
220
Thr
Met
Fhe
Ile
Tyr
300
Ser
Glu
Met
Phe
His
380
Ile
Leu
Gly
Gln
Met
460
Phe
Ile=
Ile

Asn

Ile
540

ile
Thr
125
Gln
Ile
Leu
Gly
Val
205
Zsn
Thr
Leu
Ala
Gln
285
Leu
Leu
His
Fhe
Thr
365
Ser
Glu
Gly
Leu
Leu
445
Leu
Gln
Ala
Leu
Pro

525
Leu

Gln
Lys
Cys
190
Gln

Thr

Ser

Trp
270
His
Asn
Pro
Leu
Thr
350
Ser
Pro
Ser
Leu
Glu
430
Thr
Arg
Pro
Asn
Asp
510
Gly

Asn

Lys
Asp
Gln
Ala
Lys
175
Fhe
Leu
Ser
Asn
Leu
255
Leu
Leu
Len
Lys
Asn
335
Gly
Leu
Leu
Asp
Asn
415
Asn
Arg
Arg
Leu
Ile
495
Leu

Gly

Leu

Leu
160
Leu
His
Gly
Ile
Thr
240
Ser
Pro
Bhe
Lys
Ile
320
Met
Leu
Arg
His
Ala
400
Glu
Ile
Asn
WVal
480
Asn
Gln

Pro

Glu



10

Ser Asn
545
Glu Leu

Ala Ser

Lys Asn
Asn
210
Glu

Arg

Cys
625

Rsn Ile

Tyr His

Ser RAla

<210> 17
<211> 2031

<212> ADN

Gly
Lys
Val
Leu
585
Leu
Ser
Fro

Gly

Pro
675

FPhe

Ile

Asp

Ile

ES 2375999 T3

Glu
550
Asp

Ile

Leu

565

Phe
580
Ile
Thr
Ile

Glu

Asn

Thx

Glu

Ala

Leu

Asn Gln

Ser Val

Leu Asp

615
Trp Phe
630

Ser Ser

645

Phe
660
Phe

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADNc artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido sefial y

Pro

Val Arg

Glu

Pro Val

Gly Leu

Glu

Asn

Val
555
Asn

Fhe

Leu

570

Val Ser
585
Glu Lys
&00
Met Arg
Val

His Tyr

Leu
Lys
Fhe
Tr

Leu

Lys Ser

Val Phe

Pro
620
Asn

Asn

Ile
635

Cys Asn

650

Fhe
665

Leu

contiene una mutacion de sustitucion de alanina (A) en N636.

<400> 17

aaatgcaccg
gatgatctgc
ccggcgygcga
attagcaaac
cagcataacg
gaactgcatc
aaaaacctga
caggtgcage
aaaagcgaag
aaccagatta
tttectgaaca
aacaccagca
acctttctgg
aacgtggtgg
tataacaaca
ctgaacctga
gatgatttta
attccgggea
agcaacagct
agccegetge
tttagectgge
ctgaccggco
aaatatctge
ctgcgecogey
aacctgacca

tgagccatga
cgaccaacat
actttacccyg
tggaaccgga
aactgagcca
tgatgagcaa
ttaccctgga
tggaaaacct
aactggatat
aagaatttag
acgtgcagct
ttegcaacct
gcctgaaatg
gcaacgatag
ttcagcatct
aacgcagctt
gctttcagtg
ttaaaagcaa
ttaccagcct
atattctgaa
tgggccatct
aggaatggcyg
agctgacccyg
tggcgetgaa
ttctggatct

agtggcggat
taccgtgctg
ctatagccag
actgtgccag
gctgagcgat
cagcattcag
tctgagecat
gcaggaactg
ttttgcgaac
cccgggetge
gggcccgagc
gagcctgagce
gaccaacctg
ctttgegtgg
gtttagccat
taccaaacaqg
gctgaaatgc
catgtttacc
gcgcaccctg
cctgaccaaa
ggaagtgctg
cggecctggaa
caacagcttt
aaacgtggat
gagcaacaac

tgcagccatc
aacctgaccc
ctgaccagcc
aaactgceocga
aaaacctttg
aaaattaaaa
aacggcctga
ctgctgagca
agcagcchtga
tttcatgcga
ctgaccgaaa
aacagccage
accatgctgyg
ctgccgeage
agcctgeatg
agcattagcec
ctggaacatc
ggcctgatta
accaacgaaa
aacaaaatta
gatectgggec
aacatttttg
gcgctggtgc
agcagceccga
aacattgcga

35

Asp

Thr Ser

tgaaactgac
ataaccagct
tggatgtggg
tgctgaaagt
cgtitttgeac
acaacccgtt
gcagcaccaa
acaacaaaat
aaaaactgga
ttggccgecect
aactgtgecct
tgagcaccac
atctgagcta
tggaatattt
gcctgtttaa
tggcgagect
tgaacatgga
acctgaaata
cctttgtgag
gcaaaattga
tgaacgaaat
aaatttatct
cgagcctgca
gccegtttea
acattaacga

Lys

Asn Thr

Leu

Leu

Phe
560
Pro

575

Asn
540
Pro

Leu

Gly
605
Fhe Asp

Glu Thr

Pro

Leu
Ala
Cys
His

Pro

Gln
Phe
Thr
Thr

640
His

655

Ser Cys

670

ccaggtgccg
gcgecgectyg
ctttaacacc
gctgaacectg
caacctgacc
tgtgaaacag
actgggcacc
tcaggecgetyg
actgagcage
gtttggectyg
ggaactggcg
cagcaacacc
taacaacctg
ttttctggaa
cgtgcgetat
gccgaaaatt
agataacgat
tctgagectg
cctggegeat
aagcgatgcg
tggccaggaa
gagctataac
gcgectgaty
gccgetgege
tgatatgctg

Lys

Asp

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500



10

gaaggcctgg
aaacatgcga
ctgaacctgg
gaactgaaaa
aacaaccagg
aaaaaagtgt
tttgattgca
aacattccgg
ccggtgcgec

<210>18

<211> 677

<212>

PROTEINA

aaaaactgga
acccgggcdg
aaagcaacygg
ttattgatect
tgagcctgaa
ttggccegge
cctgcgaaag
aactgagcag
tgtttgatac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido

ES 2375999 T3

aattctggat
cccgatttat
ctttgatgaa
gggcctgaac
aagcctgaac
gtttegcaac
cattgegtgg
ccattatctg
cagcagctge

ctgcagcata
tttetgaaag
attccggtgg
aacctgaaca
ctgcagaaaa
ctgaccgaac
tttgtgaact
tgcaacacce
aaagatagcg

sefial y contiene una mutacion de sustitucion de alanina (A) en N636.

<400> 18

36

acaacctggc
gectgageca
aagtgtttaa
ccctgecygge
acctgattac
tggatatgeg
ggattgcgga
cgecogeatta
cgccgtttga

gcgectgtgg
tctgecatatt
agatctgttt
gagcgtgttt
cagcgtggaa
ctttaacccg
aacccatacc
tcatggecttt
a2

15¢e0
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2031



Lys
Thr
Thr
Ser
Glu
&5

Gln
Thr
Lys
Ser
Glu
145
Lys
Glu
Ala
Pro
Arg
225
Thr

Tyr

Cys
Gln
His
Gln
50

Pro
His
Asn
Asn
His
130
Asn
Ser
Leu
Ile
Ser
210
Asn

Phe

Asn

Val
Asn
35

Leu
Glu
Asn
Leu
Asn
115
Asn
Leu
Glu
Ser
Gly
155
Leu
Leu

Leu

Asn

Val
Pro
20

Gln
Thr
Leu
Glu
Thr
100
Pro
Gly
Gln
Glu
Ser
180
Arg
Thr
Ser

Gly

Leu
260

Ser
Asp
Leun
Ser
Cys
Leu
85

Glu
Phe
Leu
Glu
Leu

165
Asn

Glu
Leun
Leu

245
Asn

His
Asp
Arg
Leu
Gln
70

Ser
Leu
Val
Ser
Leu
150
Asp
Gln
FPhe
Lys
Ser
230
Lys

Val

ES 2375999 T3

Glu

Arg
Asp
55

Lys
Gln
His
Lys
Ser
135
Leu
Ile
Ile
Gly
Leu
215
Asn

Trp

Val

Val
Pro
Leu
40

val
Leu
Leu
Leu
Gln
120
Thr
Leu
FPhe
Lys
Leu
200
Cys

Ser

Thr

Gly

37

Pro
Gly
Pro
Ser
Met
105
Lys
Lys
Ser
Ala
Glu
185
Phe
Leu
Gln

Asn

Asn

265

Asp
Asn
Ala
Phe
Met
Asp
Ser
Asn
Leu
Asn
Asn
170
FPhe
Leu
Glu
Leu
Leu

250
Asp

Cys
Ile
hla
Asn
Leu
75

Lys
Asn
Leu
Gly
Asn
155
Ser
Ser
Asn
Leu
Ser
235
Thr

Ser

Ser
Thr
Asn
Thr
&0

Lys
Thr
Ser
Ile
Thr
140
Lys
Ser
Pro
Asn
Ala
220
Thr
Mat

Phe

Val
Phe
45

Ile
Val
Fhe
Ile
Thr
125
Gln
Ile
Leu
Gly
Val
205
Asn
Thr

Leu

Ala

Leu
Leu
30

Thr
Ser
Leu
Ala
Gln
110
Len
Val
Gln
Lys
Cys
190
Gln
Thr
Ser

Asp

Trp
270

Lys
15

Asn
Arg
Lys
Asn
Fhe
as

Lys
Asp
Gln
hla
Lys
175
Phe
Leu
Ser
Bsn
Leu

255
Leu

Leu
Leu
Tyr
Leu
Leu
g0

Cys
Ile
Leu
Leu
Leu
160
Leu
His
Gly
Ile
Thr
240

Ser

Pro



Gln
Ser
Arg
303
Asp
Glu
Ile
Thr
Ile
385
Phe
Ile
Phe
Ser
Ala
465
Asn
Asp
His
Ile
Ser
545
Glu
aAla
Lys
Arg
Cys
625
Asn

Tyrx

Ser

<210>19
<211> 2031

Leu
His
290
Ser

Ser
Gly
Glu
Phe
450
Len
Leu
ASP
Asn
Tyr
530
Asn
Leu
Ser
Asn
Asn
610
Glu
Ile
His

Ala

Glu
275
Ser
Phe
Phe
Asn
Leu
355
Thr
Asn
Trp
Gln
Ile
435
Ala
Lys
Thr
Met
Asn
515
Fhe
Gly
Lys
Val
Leu
595
Leu
Ser
Pro

Gly

Pro

675

Tyr
Leu
Thr
Ser
Asp
340
Lys
Asn
Leu
Leu
Glu
420
Tyr
Leu
Asn
Ile
Len
500
Leu
Leu
Fhe
Ile
Phe
580
Ile
Thr
Ile
Glu
Phe

660
Phe

Phe

Lys
Phe
325
Ile
Tyr
Glu
Thr
Gly
405
Leu

Leu

Val

Val-

Leu
485
Glu
Ala
Lys
Asp
Ile
565
Asn
Thr
Glu
ala
Leu
645

Pro

Glu

Phe
Gly
Gln
310
Gln
Pro
Leu
Thr
Lys
380
His
Thr
Ser
Pro
Asp
470
Asp
Gly
Arg
Gly
Glu
550
Asp
Asn
Ser

Leu

Trp
630
Ser

Val

ES 2375999 T3

Leu
Leu
295
Ser
Trp
Gly
Ser
Phe
375
Asn
Leu
Gly
Tyr
Ser
455
Ser
Leu
Leu
Leu
Len
535
Ile
Leu
Gln
Val
Asp
615
Phe

Ser

Arg

Glu
280
Fhe
Ile
Leu
Ile
Leu
360
Val
Lys
Glu
Gln
Asn
440
Leu
Ser
Ser
Glu
Trp
520
Ser
Bro
Gly
Val

Glu

Tyr
Asn
Ser
Lys
Lys
345
Ser
Ser
Ile
Val
Glu
425
Lys
Gln
Pro
Asn
Lys
505
Lys
His
Val
Leu
Ser

585
Lys

600 |

Met

val

His

Leu

38

Arg
Asn
Tyr

Phe
bBS

Asn
Val
Leu
Cys
330
Ser
Asn
Leu
Ser
Leu
410
Trp
Tyr
Arg
Ser
Asn
490
Leu
His
Leu
Glu
Asn
570
Leun
Lys
Fhe
Trp
Leu

650
Asp

Asn
Arg
Rla
315
Leu
Asn
Ser
Ala
Lys
395
Asp
Arg
Leu
Leu
Fro
475
Asn
Glu
Ala
His
Val
555
Asn
Lys
Val
Asn
Ile
B35
Cys

Thr

Ile
Tyr
300
Ser
Glu
Met
Fhe
His
380
Ile
Leu
Gly
Gln
Met
460
Phe
Ile
Ile
Asn
Ile
5490
Phe
Leu
Ser
Phe
Fro
620
Ala

Asn

Ser

Gln
285
Leun
Leu
His
Phe
Thr
365
Ser
Glu
Gly
Leu
Leu
445
Leu
Gln
Ala
Leu
Pro
525
Leu
Lys
Asn
Len
Gly
605
Phe
Glu
Thr

Ser

His
Asn
Pro
Leu
Thr
350
Sar
Pro
Ser
Leu
Glu
430
Thr
Arg
Pro
Asn
Asp
510
Gly
Asn
Asp
Thr
Asn
590
Pro
Asp
Thr

Pro

Cys
670

Leun
Len
Lys
Asn
335
Gly
Leu
Len
Asp
Asn

415
Asn

Arg
Len
Ile
495
Len
Gly
Len
Lew
Leu
575
Leu
Ala
Cys
His
Pre

655
Lys

Ile
320
Met
Leu
Arg
His
Ala
400
Glu
Ile
Asn
Val
Arg
480
Asn
Gln
Pro
Glu
Phe
560
Pro
Gln
Phe
Thr
Thr
640
His

Asp
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADNc artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido sefial y
contiene mutaciones de sustitucion de alanina (A) en N221, N226, N387 y N636.

<400> 19

10

aaatgcaccg
gatgatctge
ceggeggcga
attagcaaac
cagcataacg
gaactgcatc
aaaaacctga
caggtgcage
aaaagcgaag
aaccagatta
tttctgaaca
gocgaccagea
acctttctgg
aacgtggtgg
tataacaaca
ctgaacctga
gatgatttta
attccgagea
agcaacagct
agcccgetge
tttagctgac
ctgacecggec
aaatatctgc
ctgcgeceogeg
aacctgacca
gaaggcctgg
aaacatgcga
ctgaacctgg
gaactgaaaa
aacaaccagg
aaaaaagtgt
tttgattgea
aacattccgg
ccggtgegec

tgagccatga
cgaccaacat
actttacccyg
tggaaccgga
aactgagcca
tgatgagcaa
ttaccctgga
tggaaaacct
aactggatat
aagaatttag
acgtgcagect
ttcgegeget
gcctgaaatg
gcaacgatag
ttcagoatcet
aacgcagctt
gctttcagty
ttazaagcaa
ttaccagcct
atattctgge
tgggccatct
aggaatggcyg
agctgaccey
tggcgctgaa
ttectggatct
aaaaactgga
acccgggcgyg
aaagcaacgg
ttattgatct
tgagcctgaa
ttggeccoggco
cctgcgaaag
aactgagcag
tgtttgatac

agtggcggat
taccgtgetyg
ctatagccag
actgtgccag
gctgagcgat
cagcattcag
tctgagccat
gcaggaactg
ttttgecgaac
ccegggctge
gggcccgage
gagcctgage
gaccaacctg
ctttgcgtgg
gtttagccat
taccaaacag
gctgaaatge
catgtttace
gcgcaccctg
gctgaccaaa
ggaagtgctg
cggcctggaa
caacagcttt
aaacgtggat
gagcaacaac
aattctggat
ccegatttat
ctttgatgaa
gggcctgaac
aagcctgaac
gtttcgcaac
cattgcgtgg
ccattatectg
cagcagctge

tgcagececate
aacctgacce
ctgaccagcc
aaactgccga
aaaacctttg
aaaattaaaa
aacggcctga
ctgctgagca
agcagcctga
tttcatgcga
ctgaccgaaa
aacagccagc
accatgotgg
ctgcocgcagco
agcctgoatg
agcattagcc
ctggaacatc
ggcctgatta
accaacgaaa
aacaaaatta
gatctgggcc
aacatttttg
gcgctggtge
agcageccocga
aacattgcga
ctgcagcata
tttctgaaag
attcecggtgyg
aacctgaaca
ctgcagaaaa
ctgaccgaac
tttgtgaact
tgcaacaccc
aaagatageyg

tgaaactgac
ataaccagct
tggatgtggg
tgctgaaagt
cgttttgcac
acaacccgtt
gcagcaccaa
acaacaaaat
aaaaactgga
ttggccgect
aactgtgcct
tgagcaccac
atctgagcta
tggaatattt
gcctgtttaa
tggegagect
tgaacatgga
acctgaaata
cctttgtgag
gcaaaattga
tgaacgaaat
aaatttatct
cgagcctgea
gccogtttea
acattaacga
acaacctggc
gectgageca
aagtgtttaa
ccctgocgge
acctgattac
tggatatgcg
ggattgcgga
cgecgeatta
cgcegtttga

ccaggtgccg
gcgccgectg
ctttaacacc
gctgaacctg
caacctgacc
tgtgaaacag
actgggcacc
tcaggcgetg
actgagcagc
gtttggcctg
ggaactggceyg
cagcaacacc
taacaacctg
ttttctggaa
cgtgocgetat
gccgaaaatt
agataacgat
tctgagectyg
cctggcgeat
aagcgatgcg
tggccaggaa
gagctataac
gcgectgatyg
gcegetgege
tgatatgctyg
gcgecctgtgg
tctgeatatt
agatctgttt
gagcgtgttt
cagcgtggaa
ctttaacccg
aacccatacc
tcatgacttt

a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2031

<210> 20

<211> 677

<212> PROTEINA
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos artificial derivada del ECD de hTLR3 de Homo sapiens que carece de un péptido
sefial y contiene mutaciones de sustitucion de alanina (A) en N221, N226, N387 y N636.

<400> 20

39



Lys
Thr
Thr
Ser
Glu
65

Gln
Thr
Lys
Ser
Glu
145
Lys
Glu
Ala
Pro
Arg
225
Thr
Tyr
Gln
Ser
Arg
305
Asp
Glu
Ile
Thr
Ile
385
Phe
Ile

Phe

Cys
Gln
His
Gln
50

Pro
His
Asn
Asn
His
130
Asn
Ser
Leu
Ile
Ser
210
Ala
FPhe
Asn
Leu
His
290
Ser
Asp
Asp
Asn
Leu
370
Leu
Ser

Gly

Glu

Thr
Val
Asn
35

Leu
Glu
Asn
Leu
Asn
115
Asn
Leu
Glu
Ser
Gly
1565
Leun
Leu
Leu
Asn
Glu
275
Ser
Phe
Phe
Asn
Leu
355
Thx
Ala
Trp
Gln

Ile
435

Val
Pro
20

Gln
Thr
Leu
Glu
Thr
100
Pro
Gly
Gln
Glu
Ser
180
Arg
Thr
Ser
Gly
Leu
260
Tyr
Leu
Thr
Ser
Asp
340
Lys
Asn
Leu
Leu
Glu

420
Tyr

Ser
Asp
Leu
Ser
Cys
Leu
85

Glu
Phe
Leu
Glu
Len
165
Asn
Leu
Glu
Leu
Leu
245
Asn
Phe
His
Lys
Phe
325
Ile
Tyr
Glu
Thr
Gly
405

Leu

Leu

His
Asp
Arg
Leu
Gln
70

Ser
Leu
Val
Ser
Leu
150
Gln
Phe
Lys
Ser
230
Lys
Val
Phe
Gly
Gln
310
Gln
Pro
Leu
Thxr
Lys
3e0
His

Thr

Ser

ES 2375999 T3

Glu
Leu
Arg
Asp
55

Lys
Gln
His
Lys
Ser
135
Leu
Ile
Ile
Gly
Leu
215
Asn
Trp
Val
Leu
Leu
295
Ser
Trp
Gly
Ser
Phe
375
Asn
Leu

Gly

Tyr

Val
Pro
Leu
40

Val
Leu
Leu
Leu
Gln
120
Thr
Leu
Phe
Lys
Leu
200
Cys

Ser

Thr

Ala
Thr

25
Pro

Gly
Pro
Ser
Met
105
Lys
Lys
Ser
Ala
Glu
185
Phe
Leu

Gln

Asn

Gly Asn

Glu
2B0

265
Tyr

Fhe Asn

Ile
Leu
Ile
Leu
360
Val
Lys
Glu

Gln

Asn
440

40

Ser
Lys
Lys
345
Ser
Ser
Ile
Val
Glu

425
Lys

Asp
10

Asn
Ala
Fhe
Met
Asp
Ser
Asn
Leu
Asn
Asn
170
Fhe
Leu
Glu
Leu
Leu
250
Asp
Asn
Val
Leu
Cys
330
Ser
Asn
Leu
Ser
Leu
410
Trp

Tyr

Cys
Ile
Ala
Asn
Leu
75

Lys
Asn
Leu
Gly
Asn
155
Ser
Ser
Asn
Leu
Ser
235
Thr
Ser
Asn
Arg
Ala
315
Leu
Asn
Ser
Ala
Lys
385
Asp
Arg

Leun

Ser
Thr
Asn
Thr
60

Lys
Thr
Ser
Ile
Thr
140
Lys
Ser
Pro
Asn
Ala
220
Thr
Met
FPhe
Ile
Tyr
300
Ser
Glu
Met
Fhe
His
280
Ile
Leu

Gly

Gln

His
Val
Phe
45

Ile
val
Fhe
Ile
Thr
125
Gln
Ile
Leu
Gly
Val
205
Ala
Thr
Leu
Ala
Gln

285
Leu

Thr
365
Ser
Glu
Gly

Leu

Leu
445

Len
Leu
30

Thr
Ser
Leu
Ala
Gln
110
Leu
Val
Gln
Lys
Cys
190
Gln
Thr
Ser
Asp
Trp
270
His
Asn
Pro
Leu
Thr
350
Ser
Pro
Ser
Leu
Glu

430
Thr

Lys
15

Asn
Arg
Lys
Asn
Phe
95

Lys
Asp
Gln
Ala
Lys
175
Fhe
Leu
Ser
Asn
Leu
255
Leu
Leu
Leu
Lys
Asn
335
Gly
Leu
Leu
Asp
Asn
415

Asn

Arg

Leu
Leu
Tyr
Leu
Leu
80

Cys
Ile
Leu
Leu
Leu
160
Leu
His
Gly
Ile
Thr
240
Ser
Pro
Phe
Lys
Ile
320
Met
Leu
Arg
His
Ala
400
Glu
Ile

Asn



Ser
hla
465
Asn
Lsp
His
Ile
Ser
545
Glu
Ala
Lys
Arg
Cys
825
Asn

Tyr

Ser

Phe
450
Leu
Leu
Asp
Asn
Tyr
530
Asn
Leu
Ser
Lsn
Asn
610
Glu
Ile
His

Ala

Ala
Lys
Thr
Met
Asn
515
Fhe
Gly
Lys
Val
Leu
595
Leu
Ser
Pro

Gly

FPro

675

Leu
Asn
Ile
Leu
500
Leu
Leu
Phe
Ile
Phe
580
Ile
Thr
Ile
Glu
Phe

660
Fhe

Val
Val
Leu
485
Glu
Ala
Lys
Asp
Ile
565
Asn
Thr
Glu
RAla
Leu
645

Pro

Glu

Pro
Asp
470
Asp
Gly
Arg
Gly
Glu
550
Asp
Asn
Ser
Leu
Trp
630

Ser

Val

ES 2375999 T3

Ser
455
Ser
Leu
Leu
Leu
Leu
535
ile
Leu
Gln
Val
Asp
615
Fhe

Ser

Rrg

Leu
Ser
Ser
Glu
Trp
520
Ser
Fro
Gly
Val
Glu
600
Met
Val
His

Leu

Gln
Pro
Asn
Lys
505
Lys
His
val
Leu
Ser
585
Lys
Arg
Asn

Tyr

Fhe
665

41

Arg
Ser
Asn
490
Leu
His
Len
Glu
Asn
570
Leun
Lys
Phe
Trp
Leu

650
Asp

Leun
Pro
475
Asn
Glu
Ala
His
val
555
Asn
Lys
val
Asn
Ile
635
Cys

Thr

Met
460
FPhe
Ile
Ile
Asn
Ile
540
Fhe
Leu
Ser
Fhe
Pro
620
Ala

Asn

Ser

Leu
Gln
Ala
Leu
Pro
525
Leu
Lys
Asn
Leu
Gly
605
Phe
Glu

Thr

Ser

Arg

Pro

Asp
510
Gly
Asn
Asp
Thr
Asn
590
Pro
Asp
Thr

Pro

Cys
670

Arg
Leu
Ile
485
Leu
Gly
Leu
Leu
Leu
575
Leu
Ala
Cys
His
Pro

655
Lys

Val
Arg
480
Asn
Gln
Pro

Glu

FPhe
560

Pro .

Gln
Phe
Thr
Thr
640
His

Asp
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REIVINDICACIONES

1. Una cadena peptidica que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N.°: 6 y al menos una
mutacion en 3 residuos de aminoacidos de un alineamiento de posicién con N636 de la secuencia de aminoacidos
SEC ID N.°: 6.

2. Una cadena peptidica que comprende la secuencia de aminoacidos, SEC ID N.°: 14, SEC ID N.°: 18 o SEC
ID N.°: 20.

3. Un acido nucleico que codifica la cadena peptidica de la reivindicacion 1 6 2.

4 El acido nucleico de la reivindicacion 3 que comprende la secuencia de acidos nucleicos de, SEC ID N.°:

13, SEC ID N.%: 17 0 SEC ID N.%: 19.

5. La cadena peptidica de la reivindicacion 1 6 2 para usar en un procedimiento de modular actividad TLR3 en
una célula, en la que la modulacion es atenuacion.

6. El &cido nucleico de la reivindicacion 3 para usar en un procedimiento de modular actividad TLR3 en una
célula, en la que la modulacién es atenuacion.
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Fig. 1

ECD de TLR3 humano
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Proporciones de Luciferasa

ES 2375999 T3

Fig. 2

Tunicamicina .

PIC:
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Fig. 3
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Fig. 4
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