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DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos para aumentar la mineralizacion 6sea
Campo técnico

La presente invencion se refiere generalmente a productos farmacéuticos y, mas especificamente, a composiciones
adecuadas para aumentar el contenido mineral del hueso. Tales composiciones pueden utilizarse para tratar una
amplia variedad de afecciones que incluyen, por ejemplo, osteopenia, osteoporosis, fracturas y otros trastornos en
los que la baja densidad mineral ésea es un distintivo de la enfermedad.

Antecedentes de la invencion

Durante la vida de un individuo se producen dos o tres fases distintas de cambios en la masa 6sea (véase Riggs,
West J. Med. 154:63-77, 1991). La primera fase se produce en tanto hombres como mujeres, y se dirige a alcanzar
una masa Osea pico. Esta primera fase se logra mediante el crecimiento lineal de las placas de crecimiento
endocondrales y el crecimiento radial debido a una tasa de aposicion peridstica. La segunda fase empieza a
aproximadamente la edad de 30 para hueso trabecular (huesos planos tales como las vértebras y pelvis) y
aproximadamente la edad de 40 para hueso cortical (por ejemplo, huesos largos encontrados en las extremidades) y
continla a mayor edad. Esta fase se caracteriza por pérdida lenta de hueso, y se produce en tanto hombres como
mujeres. En mujeres también se produce una tercera fase de pérdida de hueso, lo mas probablemente debido a
deficiencias de estrégenos posmenopausicas. Durante esta fase sola, las mujeres pueden perder un 10% adicional
de masa 6sea del hueso cortical y el 25% del compartimento trabecular (véase Riggs, arriba).

La pérdida de contenido mineral 6seo puede producirse por una amplia variedad de afecciones, y puede producir
problemas médicos significativos. Por ejemplo, la osteoporosis es una enfermedad debilitante en seres humanos
caracterizada por una disminucion sustancial en la masa 6sea esquelética y densidad mineral, deterioro estructural
del hueso que incluye degradacién de la microarquitectura 6ésea y aumentos correspondientes en la fragilidad y
susceptibilidad del hueso a fractura en individuos aquejados. La osteoporosis en seres humanos va precedida de
osteopenia clinica (densidad mineral 6sea que es mayor que una desviacion estandar pero inferior a 2,5
desviaciones estandar por debajo del valor medio para hueso adulto joven), una afeccidon encontrada en
aproximadamente 25 millones de personas en los Estados Unidos. Otros 7-8 millones de pacientes en los Estados
Unidos han sido diagnosticados con osteoporosis clinica (definida como contenido mineral dseo superior a 2,5
desviaciones estandar por debajo del hueso adulto joven maduro). La osteoporosis es una de las enfermedades mas
caras para el sistema sanitario, que cuesta decenas de billones de ddélares anualmente en los Estados Unidos.
Ademas de los costes relacionados con el cuidado sanitario, el cuidado residencial a largo plazo y los dias de trabajo
perdidos se afiaden a los costes financieros y sociales de esta enfermedad. En el mundo, aproximadamente 75
millones de personas estan en riesgo de osteoporosis.

La frecuencia de la osteoporosis en la poblacién humana aumenta con la edad, y entre caucasicos es predominante
en mujeres (que comprende el 80% del conjunto de pacientes con osteoporosis en los Estados Unidos). El aumento
de la fragilidad y susceptibilidad a fractura del hueso esquelético en el anciano se agrava por el mayor riesgo de
caidas accidentales en esta poblacién. Mas de 1,5 millones de fracturas de huesos relacionadas con la osteoporosis
se informan en los Estados Unidos cada afio. Caderas, mufiecas y vertebras fracturadas estan entre las lesiones
mas comunes asociadas a la osteoporosis. Las fracturas de cadera en particular son extremadamente molestas y
caras para el paciente, y para mujeres se correlacionan con altas tasas de mortalidad y morbilidad.

Aunque la osteoporosis se ha definido como un aumento en el riesgo de fractura debido a masa 6sea reducida,
ninguno de los tratamientos presentemente disponibles para trastornos esqueléticos puede aumentar
sustancialmente la densidad ésea de adultos. Hay una fuerte percepcion entre todos los médicos de que se
necesitan farmacos que puedan aumentar la densidad ésea en adultos, particularmente en los huesos de la mufieca,
columna espinal y cadera que estan en riesgo en osteopenia y osteoporosis.

Las actuales estrategias para la prevencion de la osteoporosis pueden ofrecer algun beneficio a los individuos, pero
no pueden garantizar la resolucion de la enfermedad. Estas estrategias incluyen actividad fisica moderada
(particularmente en actividades que llevan peso) con el inicio de edad avanzada, que incluyen calcio adecuado en la
dieta, y evitar el consumo de productos que contienen alcohol o tabaco. Para pacientes que presentan osteopenia u
osteoporosis clinica, todos los presentes farmacos terapéuticos y estrategias estan dirigidos a reducir
adicionalmente la pérdida de masa 6sea, inhibiendo el procedimiento de absorcién 6sea, un componente natural del
procedimiento de remodelacién 6sea que se produce constitutivamente.

Por ejemplo, el estrégeno esta siendo ahora recetado para retardar la pérdida ésea. Sin embargo, hay alguna
controversia con si hay o no algin beneficio a largo plazo para pacientes y si hay o no algun efecto en absoluto
sobre pacientes de mas de 75 afios de edad. Ademas, se cree que el uso de estrogeno aumenta el riesgo de cancer
de mama y de endometrio.
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También se han sugerido altas dosis de calcio dietético, con o sin vitamina D, para mujeres posmenopausicas. Sin
embargo, altas dosis de calcio pueden tener frecuentemente efectos secundarios gastrointestinales desagradables,
y los niveles de calcio en suero y urinario deben monitorizarse continuamente (véase Khosla y Rigss, Mayo Clin.
Proc. 70:978-982, 1995).

Otros terapéuticos que se han sugerido incluyen calcitonina, bisfosfonatos, esteroides anabdlicos y fluoruro de sodio.
Sin embargo, tales terapéuticos tienen efectos secundarios no deseables (por ejemplo, la calcitonina y los esteroides
pueden producir nauseas y provocar un reaccion inmunitaria, los bisfosfonatos y el fluoruro de sodio pueden inhibir
la reparacion de fracturas, aun cuando la densidad ésea aumente modestamente) que pueden prevenir su uso
(véase Khosla y Rigss, arriba).

El documento WO 01/92308 se refiere a polipéptidos de nudo de cisteina: moléculas cloaked-2 y usos de los
mismos. Los documentos US 6.495.736 y WO 00/32773 se refieren a mineralizacion dsea creciente.

Ninguna estrategia terapéutica puesta actualmente en practica implica un farmaco que estimule o potencie el
crecimiento de nueva masa 6sea. La presente invencién proporciona composiciones que pueden utilizarse para
aumentar la mineralizacién 6sea, y asi pueden utilizarse para tratar una amplia variedad de afecciones en las que se
desea aumentar la masa 6sea. Ademas, la presente invencion proporciona otras ventajas relacionadas.

Resumen de la invencion

La invencién proporciona un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une especificamente a
un polipéptido de esclerostina que comprende una secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°: 46, donde
dicho anticuerpo o fragmento se une a la secuencia de SEC ID N° 98. Dentro de diversas realizaciones, el
anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal (por ejemplo, de origen humano o
murino). Dentro de otras realizaciones, el anticuerpo es un fragmento de un anticuerpo que retiene las
caracteristicas de union de un anticuerpo completo (por ejemplo, un fragmento F(ab'),, F(ab),, Fab', Fab o Fv, o
incluso una CDR). También se proporcionan hibridomas y otras células que pueden producir o expresar los
anticuerpos anteriormente mencionados.

Los anticuerpos y fragmentos de union a antigeno de los mismos pueden usarse en procedimientos para aumentar
el contenido mineral 6seo en un animal de sangre caliente.

Las moléculas de anticuerpo pueden proporcionarse como una composicion, y pueden comprender ademas un
inhibidor de la resorcion 6sea. Ejemplos representativos de tales inhibidores incluyen calcitonina, estrogeno, un
bisfosfonato, un factor de crecimiento que tiene actividad antiresortiva y tamoxifeno.

Ejemplos representativos de moléculas de anticuerpo que pueden utilizarse en los contextos terapéuticos
anteriormente mencionados incluyen anticuerpos humanizados. Tales moléculas pueden usarse, dependiendo de su
seleccion, para antagonizar la sefializacion o union del miembro de la familia de proteinas de union a TGF-beta,
esclerostina (SOST), como se describe en el presente documento.

Las moléculas de anticuerpo anteriormente descritas pueden utilizarse en afecciones tales como osteoporosis,
osteomalacia, enfermedad periodontal, hipovitaminosis C, enfermedad de Cushing, fractura ésea y afecciones
debidas a la inmovilizaciéon de extremidades y el uso de esteroides.

En ciertas realizaciones particulares de la invencion, el anticuerpo es un anticuerpo policlonal. En otras
realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, que es un anticuerpo monoclonal de ratén, humano, rata o
hamster. La invencion también proporciona una célula de hibridoma o una célula huésped que puede producir el
anticuerpo monoclonal. En otras realizaciones de la invencién, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado o un
anticuerpo quimérico. La invencién proporciona ademas una célula huésped que produce el anticuerpo humanizado
o quimérico. En ciertas realizaciones, el fragmento de unién a antigeno del anticuerpo es un fragmento F(ab'),, Fab',
Fab, Fd o Fv. La invencion también proporciona un anticuerpo que es un anticuerpo monocatenario y proporciona
una célula huésped que puede expresar el anticuerpo monocatenario. En otra realizacion, la invencién proporciona
una composicion que comprende tales anticuerpos y un vehiculo fisioldgicamente aceptable.

Estos y otros aspectos de la presente invencion seran evidentes tras la referencia a la siguiente descripcion
detallada y dibujos adjuntos. Ademas, documentos que incluyen diversas referencias expuestas en el presente
documento describen en mas detalle ciertos procedimientos o composiciones (por ejemplo, plasmidos, etc.).

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una ilustracion esquematica que compara la secuencia de aminoacidos de Dan humana;
Gremlin humana; Cerberus humana y Beer humana. Las flechas indican el esqueleto de cisteina.

La Figura 2 resume los resultados obtenidos de evaluar una variedad de tejidos humanos para la expresion de
un gen de proteina de unién a TGF-beta, especificamente el gen Beer humano. Se usé un procedimiento de
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reaccion en cadena de la polimerasa por transcripcion inversa semicuantitativa (RT-PCR) para amplificar una
parte del gen del ADNc de la primera hebra sintetizado a partir de ARN total (descrito en mas detalle en el
Ejemplo 2A).

Las Figuras 3A-3D resumen los resultados obtenidos de la hibridacion in situ de ARN de secciones de embrién
de ratén usando una sonda de ARNc que es complementaria al transcrito de Beer de raton (descrito en mas
detalle en el Ejemplo 2B). El panel 3A es una seccion transversal de embrion de 10,5 dpc. El panel 3B es una
seccion sagital de embrion de 12,5 dpc y los paneles 3C y 3D son secciones sagitales de embriones de 15,5
dpc.

Las Figuras 4A-4C ilustran, por analisis de transferencia Western, la especificidad de tres anticuerpos
policlonales diferentes para sus antigenos respectivos (descrito en mas detalle en el Ejemplo 4). La Figura 4A
muestra reactividad especifica de un anticuerpo anti-Beer h. por antigeno de Beer h., pero no Dan h. o Gremlin
h. La Figura 4B muestra la reactividad de un anticuerpo anti-Gremlin h. por antigeno de Gremlin h., pero no
Beer h. o Dan h. La Figura 4C muestra la reactividad de un anticuerpo anti-Dan h. por Dan h., pero no Beer h. o
Gremlin h.

La Figura 5 ilustra, por analisis de transferencia Western, la selectividad de la proteina de unién a TGF-beta,
Beer, por BMP-5 y BMP-6, pero no BMP-4 (descrito en mas detalle en el Ejemplo 5).

La Figura 6 demuestra que la interaccion ionica entre la proteina de unién a TGF-beta, Beer, y BMP-5 tiene una
constante de disociacion en el intervalo de 15-30 nM.

La Figura 7 presenta un alineamiento de la region que contiene el nudo de cisteina caracteristico de un
polipéptido de SOST (esclerostina) y sus homoélogos mas relacionados. Tres enlaces disulfuro que forman el
nudo de cisteina se ilustran como una linea continua. Un enlace disulfuro adicional, mostrado por una linea de
puntos, es Unico para esta familia, que conecta dos puntas de horquilla § en la estructura 3D. Los polipéptidos
representados son SOST: esclerostina (SEC ID N°: 126); CGHB: gonadotropina coriénica humana § (SEC ID
N°: 127); FSHB: subunidad beta de la hormona estimulante del foliculo (SEC ID N°: 128); TSHB: precursor de
la cadena beta de tirotropina (SEC ID N° 129); VWF: factor de Von Willebrand (SEC ID N°: 130); MUC2:
precursor de mucina 2 humana (SEC ID N°: 131); CER1: Cerberus 1 (homodlogo de Xenopus laevis) (SEC ID
N°: 132); DRM: Gremlin (SEC ID N°: 133); DAN: (SEC ID N°: 134); CTGF: precursor de factor de crecimiento
de tejido conjuntivo (SEC ID N°: 135); NOV: NovH (homdlogo de la proteina del gen expresado en exceso de
nefroblastoma) (SEC ID N°: 136); CYR6: (SEC ID N°: 137).

La Figura 8 ilustra un modelo 3D de la region Core de SOST (SOST_Core).

La Figura 9 presenta un modelo 3D de la regién Core del homodimero de SOST.

Las Figuras 10A y 10B proporcionan un alineamiento de secuencias de aminoacidos de Noggin de cinco
animales diferentes: ser humano (NOGG_HUMANO (SEC ID N°: 138); pollo (NOGG_POLLO, SEC ID N°: 139);
rana africana de ufas (NOGG_XENLA, SEC ID N° 140); NOGG_FUGRU, SEC ID N° 141); y pez cebra
(NOGG_CEBRA, SEC ID N° 142); y SOST de ser humano (SOST_HUMANO, SEC ID N° 46), rata
(SOST_RATA, SEC ID N°: 65) y ratén (SOST_Ratén, SEC ID N°: 143).

La Figura 11 ilustra la estructura del complejo Noggin/BMP-7. El homodimero de BMP se muestra en la parte
inferior de la figura en modo de superficie. EI homodimero de Noggin se muestra en la parte superior del
dimero de BMP en modo animacion. Los circulos explican resumidamente la region de union del extremo N, la
region Core y el ligador entre las regiones del extremo N y Core.

La Figura 12 representa un modelo 3D del posible fragmento de unién a BMP localizado en la region del
extremo N de SOST. El dimero de ABMP se muestra en modo superficial, y el posible fragmento de union a
BMP se muestra en modo de varillas. Se observa un residuo de fenilalanina que se ajusta en un bolsillo
hidréfobo sobre la superficie de BMP.

Descripcion detallada de la invencién
DEFINICIONES

Antes de exponer la invencién en detalle puede ser Gtil para un entendimiento de la misma exponer definiciones de
ciertos términos y enumerar y definir las abreviaturas que se usaran en lo sucesivo.

“Molécula” debe entenderse que incluye proteinas o péptidos (por ejemplo, anticuerpos, componentes de unién
recombinantes, péptidos con una afinidad de unién deseada), acidos nucleicos (por ejemplo, ADN, ARN, moléculas
de acidos nucleicos quiméricas y analogos de acido nucleico tales como PNA); y compuestos organicos o
inorganicos.

“TGF-beta” debe entenderse que incluye cualquier miembro conocido o novedoso de la superfamilia de TGF-beta,
que también incluye proteinas morfogénicas 6seas (BMP).

“Receptor de TGF-beta” debe entenderse que se refiere al receptor especifico para un miembro particular de la
superfamilia de TGF-beta (incluyendo proteinas morfogénicas 6seas (BMP)).

“Proteina de unién a TGF-beta” debe entenderse que se refiere a una proteina con afinidad de unién especifica por
un miembro o subconjunto particular de miembros de la superfamilia de TGF-beta (incluyendo proteinas
morfogénicas 6seas (BMP)). Ejemplos especificos de proteinas de union a TGF-beta incluyen proteinas codificadas
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porlas SECIDn°1,5,7,9, 11,13, 15,100 y 101.

Inhibir la “unién de la proteina de unién a TGF-beta a la familia de TGF-beta de proteinas y proteinas morfogénicas
o6seas (BMP)” debe entenderse que se refiere a moléculas que permiten la activacion de TGF-beta o proteinas
morfogénicas 6seas (BMP), o permiten la uniéon de miembros de la familia de TGF-beta que incluyen proteinas
morfogénicas 6seas (BMP) a sus receptores respectivos, eliminando o previniendo la union de TGF-beta a proteina
de unién de TGF. Tal inhibicién puede llevarse a cabo, por ejemplo, por moléculas que inhiben la unién de la
proteina de unién a TGF-beta a miembros especificos de la superfamilia de TGF-beta.

“Vector” se refiere a un ensamblaje que puede dirigir la expresion de la proteina deseada. El vector debe incluir
elementos promotores de la transcripcion que estan operativamente ligados al (a los) gen(es) de interés. El vector
puede estar compuesto de acidos desoxirribonucleicos (“ADN”), acidos ribonucleicos (“ARN”), o una combinacion de
los dos (por ejemplo, un ADN-ARN quimérico). Opcionalmente, el vector puede incluir una secuencia de
poliadenilaciéon, uno o mas sitios de restriccion, ademas de uno o mas marcadores de seleccion tales como
neomicina fosfotransferasa o higromicina fosfotransferasa. Adicionalmente, dependiendo de la célula huésped
elegida y el vector empleado, en los vectores descritos en el presente documento también pueden incorporarse otros
elementos genéticos tales como un origen de replicacion, sitios de restriccion de acido nucleico adicionales,
potenciadores, secuencias que confieren inducibilidad de la transcripcién, y marcadores de seleccion.

Una “molécula de acido nucleico aislada” es una molécula de acido nucleico que no esta integrada en el ADN
gendémico de un organismo. Por ejemplo, una molécula de ADN que codifica una proteina que se une a TGF que se
ha separado del ADN gendmico de una célula eucariota es una molécula de ADN aislada. Otro ejemplo de una
molécula de acido nucleico aislada es una molécula de acido nucleico quimicamente sintetizada que no esta
integrada en el genoma de un organismo. La molécula de acido nucleico aislada puede ser ADN genémico, ADNc,
ARN, o estar compuesta al menos en parte de analogos de acido nucleico.

Un “polipéptido _aislado” es un polipéptido que esta esencialmente libre de componentes celulares contaminantes
tales como un hidrato de carbono, lipido u otras impurezas proteinaceas asociadas al polipéptido en la naturaleza.
Preferentemente, tales polipéptidos aislados son al menos aproximadamente el 90% puros, mas preferentemente al
menos aproximadamente el 95% puros, y lo mas preferentemente al menos aproximadamente el 99% puros. Dentro
de ciertas realizaciones, una preparacién de proteinas particular contiene un polipéptido aislado si aparece
nominalmente como una uUnica banda en gel de SDS-PAGE con tincién con azul de Coomassie. El término “aislado”
cuando se refiere a moléculas organicas (por ejemplo, moléculas pequefias organicas) significa que los compuestos
son mas del 90% puros utilizando procedimientos que son muy conocidos en la técnica (por ejemplo, RMN, punto de
fusion).

“Esclerosteosis” es un término que se aplicd por Hansen (1967) (Hansen, H. G., Sklerosteose. En: Opitz, H.; Schmid,
F., Handbuch der Kinderheilkunde. Berlin: Springer (pub.) 61967. Pag. 351-355) a un trastorno similar a la
hiperostosis cortical generalizada de van Buchem, pero que posiblemente se diferencia en el aspecto de los cambios
6seos y en presencia de sindactilia cutanea asimétrica de los dedos indice y corazén en muchos casos. La
mandibula tiene un aspecto anormalmente cuadrado en esta afeccion.

“Anticuerpos _humanizados” son proteinas recombinantes en las que regiones determinantes de la
complementariedad murinas o de otros animales no humanos de anticuerpos monoclonales se han transferido de
cadenas variables pesadas y ligeras de la inmunoglobulina murina o de otro animal no humano a un dominio
variable humano.

Como se usa en el presente documento, un “fragmento de anticuerpo” es una parte de un anticuerpo tal como
F(ab"),, F(ab),, Fab', Fab y similares. Independientemente de la estructura, un fragmento de anticuerpo se une con el
mismo antigeno que es reconocido por el anticuerpo intacto. Por ejemplo, un fragmento de anticuerpo monoclonal
anti-proteina de unién a TGF-beta se une a un epitope de proteina de unién a TGF-beta.

El término fragmento de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno también incluye cualquier proteina sintética o
genéticamente manipulada que actue de anticuerpo uniéndose a un antigeno especifico para formar un complejo.
Por ejemplo, fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos aislados que consisten en la regiéon variable de la
cadena ligera, fragmentos “Fv” que consisten en las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras, moléculas
de polipéptido de cadenas individuales recombinantes en las que regiones variables ligeras y pesadas estan
conectadas por un péptido ligador (“proteinas sFv”), y unidades de reconocimiento minimo que consisten en los
residuos de aminoacidos que imitan la region hipervariable.

Una “marca detectable” es una molécula o atomo que puede conjugarse con un resto de polipéptido tal como un
resto de anticuerpo o un resto de acido nucleico para producir una molécula util para diagndstico. Ejemplos de
marcas detectables incluyen quelantes, agentes fotoactivos, radiois6topos, agentes fluorescentes, iones
paramagnéticos, enzimas, y otros restos de marcador.
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Como se usa en el presente documento, un “inmunoconjugado” es una molécula que comprende un anticuerpo anti-
proteina de union a TGF-beta, o un fragmento de anticuerpo, y una marca detectable o una molécula efectora.
Preferentemente, un inmunoconjugado tiene aproximadamente la misma capacidad, o solo capacidad ligeramente
reducida, para unirse a proteina de union a TGF-beta después de la conjugacion que antes de la conjugacion.

Abreviaturas: TGF-beta - “Factor de crecimiento beta transformante”; TGF-bBP - “Proteina de unién a factor de
crecimiento beta transformante” (una TGF-bBP representativa se designa “Beer h.”); BMP - “proteina morfogénica
6sea”; PCR - “reaccion en cadena de la polimerasa”; RT-PCR-PCR. Procedimiento en el que el ARN se transcribe
primero en ADN usando transcriptasa inversa (RT); ADNc - cualquier ADN preparado copiando una secuencia de
ARN en forma de ADN.

Produccién de anticuerpos para proteinas de unién a TGF-beta

La presente invencion proporciona anticuerpos que se unen especificamente a esclerostina como se describe en el
presente documento en detalle. Los anticuerpos para proteina de unién a TGF-beta pueden obtenerse, por ejemplo,
usando el producto de un vector de expresion como antigeno. Los anticuerpos que se unen especificamente a
esclerostina también pueden prepararse usando péptidos derivados de la secuencia de polipéptidos de esclerostina
de SEC ID N°: 46. Otras secuencias de polipéptidos de esclerostina proporcionadas en el presente documento son
SEC ID N°: 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16 y 65. Anticuerpos anti-proteina de union a TGF-beta particularmente utiles “se
unen especificamente” con proteina de unién a TGF-beta de SEC ID N° 46, pero no con otras proteinas de unién a
TGF-beta tales como Dan, Cerberus, SCGF o Gremlin. Los anticuerpos de la presente invencion (incluyendo
fragmentos y derivados de los mismos) pueden ser policlonales o, especialmente, monoclonales. El anticuerpo
puede pertenecer a cualquier clase de inmunoglobulina y puede ser, por ejemplo, un anticuerpo 1gG, (incluyendo
isotipos de IgG, que para anticuerpos humanos se conocen en la técnica como IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4); IgE; IgM; o
IgA. Un anticuerpo puede obtenerse de aves de corral o mamiferos, preferentemente, por ejemplo, de murino, rata,
humano u otro primate.

Los anticuerpos policlonales para proteina de unién a TGF-beta recombinante pueden prepararse usando
procedimientos muy conocidos para aquellos expertos en la materia (véanse, por ejemplo, Green y col., “Production
of Polyclonal Antisera”, en Immunochemical Protocols (Manson, ed.), paginas 1-5 (Humana Press 1992); Williams y
col., “Expression of foreign proteins in E. coli using plasmid vectors and purification of specific polyclonal antibodies”,
en DNA Cloning 2: Expression Systems, 22 edicion, Glover y col. (eds.), pagina 15 (Oxford University Press 1995)).
Aunque los anticuerpos policlonales se producen normalmente en animales tales como ratas, ratones, conejos,
cabras u ovejas, un anticuerpo anti-proteina de unién a TGF-beta de la presente invencion también puede derivarse
de un anticuerpo de primate subhumano. Técnicas generales para producir anticuerpos diagndsticamente y
terapéuticamente Utiles en babuinos pueden encontrarse, por ejemplo, en Goldenberg y col., publicacion de patente
internacional n® WO 91/11465 (1991), y en Losman y col., Int. J. Cancer 46:310, 1990.

El anticuerpo debe comprender al menos un dominio de la regién variable. El dominio de la region variable puede
ser de cualquier tamafio o composicion de aminoacidos y generalmente comprendera al menos una secuencia de
aminoacidos hipervariable responsable de la unién a antigeno incorporada en una secuencia de la region estructural.
En términos generales, el dominio de la regién variable (V) puede ser cualquier disposicion adecuada de dominios
variables de la cadena pesada (Vh) y/o ligera (VL) de inmunoglobulina. Asi, por ejemplo, el dominio de la region V
puede ser monomeérico y ser un dominio Vy o V. en el que éstos pueden unirse independientemente a antigeno con
afinidad aceptable. Alternativamente, el dominio de la region V puede ser dimérico y contener Vy-Vu, Vu-VL 0 V-V,
dimeros en los que las cadenas de V4 y V| estan no covalentemente asociadas (abreviadas en lo sucesivo F,). Si se
desea, sin embargo, las cadenas pueden acoplarse covalentemente tanto directamente, por ejemplo, mediante un
enlace disulfuro entre los dos dominios variables, como mediante un ligador, por ejemplo, un ligador de péptido, para
formar una dominio monocatenario (abreviado en lo sucesivo scF,).

El dominio de la region variable puede ser cualquier dominio variable que se produzca naturalmente o una version
manipulada del mismo. Por version manipulada se indica un dominio de la regién variable que ha sido creado
usando técnicas de manipulacion de ADN recombinante. Tales versiones manipuladas incluyen aquellas creadas,
por ejemplo, a partir de regiones variables de anticuerpos naturales por inserciones, deleciones o cambios en o a las
secuencias de aminoacidos de los anticuerpos naturales. Ejemplos particulares de este tipo incluyen aquellos
dominios de la region variable manipulados que contienen al menos un CDR y opcionalmente uno o mas
aminoacidos de la region estructural de un anticuerpo y el resto del dominio de la region variable de un segundo
anticuerpo.

El dominio de la regién variable puede unirse covalentemente en un aminoacido del extremo C a al menos otro
dominio de anticuerpo o un fragmento del mismo. Asi, por ejemplo, si un dominio V4 esta presente en el dominio de
la region variable, éste puede ligarse a un dominio C41 de inmunoglobulina o un fragmento del mismo. Similarmente
un dominio V| puede ligarse a un dominio Cx o un fragmento del mismo. De esta forma, por ejemplo, el anticuerpo
puede ser un fragmento Fab donde el dominio de unién a antigeno contiene asociados dominios Vy y Vi
covalentemente ligados en sus extremos C a un dominio Cny1 y Ck, respectivamente. El dominio Cy1 puede
extenderse con aminoacidos adicionales, por ejemplo, para proporcionar un dominio de la region bisagra como se
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encuentra en un fragmento Fab', o para proporcionar dominios adicionales tales como los dominios C42 y Cnx3 de
anticuerpos.

Otra forma de un fragmento de anticuerpo es un péptido que codifica una Unica regién determinante de la
complementariedad (CDR). Los péptidos de CDR (“unidades de reconocimiento minimo”) pueden obtenerse
construyendo genes que codifican la CDR de un anticuerpo de interés. Tales genes se preparan, por ejemplo,
usando la reaccién en cadena de la polimerasa para sintetizar la regién variable a partir de células productoras de
ARN de anticuerpo (véanse, por ejemplo, Larrick y col., Methods: A Companion to Methods in Enzymology 2:106,
1991; Courtenay-Luck, “Genetic Manipulation of Monoclonal Antibodies”, en Monoclonal Antibodies: Production,
Engineering and Clinical Application, Ritter y col. (eds.), pagina 166 (Cambridge Universidad Press 1995); y Ward y
col., “Genetic Manipulation and Expression of Antibodies”, en Monoclonal Antibodies: Principles and Applications,
Birch y col., (eds.), pagina 137 (Wiley-Liss, Inc. 1995)).

Los anticuerpos para su uso en la invencion pueden en general ser monoclonales (preparados por inmunizacion
convencional y procedimientos de fusion de células) o, en el caso de fragmentos, derivarse de los mismos usando
cualquier técnica quimica convencional adecuada tal como técnicas de reduccion o de escisiéon enzimatica y/o
digestion, por ejemplo, mediante tratamiento con pepsina. Mas especificamente, los anticuerpos anti-proteina de
union a TGF-beta monoclonales pueden generarse utilizando una variedad de técnicas. Anticuerpos monoclonales
de roedor para antigenos especificos pueden obtenerse mediante procedimientos conocidos para aquellos expertos
en la materia (véanse, por ejemplo, Kohler y col., Nature 256:495, 1975; y Coligan y col. (eds.), Current Protocols in
Immunology, 1:2.5.1-2.6.7 (John Wiley & Sons 1991) [“Coligan”]; Picksley y col., “Production of monoclonal
antibodies against proteins expressed in E. coli”, en DNA Cloning 2: Expression Systems, 22 edicion, Glover y col.
(eds.), pagina 93 (Oxford University Press 1995)).

Brevemente, los anticuerpos monoclonales pueden obtenerse inyectando ratones con una composicion que
comprende un producto génico de proteina de unién a TGF-beta, verificando la presencia de la produccion de
anticuerpos tomando una muestra de suero, extirpando el bazo para obtener linfocitos B, fusionando los linfocitos B
con células de mieloma para producir hibridomas, clonando los hibridomas, seleccionando clones positivos que
producen anticuerpos para el antigeno, cultivando los clones que producen anticuerpos para el antigeno y aislando
los anticuerpos de los cultivos de hibridomas.

Ademas, un anticuerpo anti-proteina de unién a TGF-beta de la presente invenciéon puede derivarse de un
anticuerpo monoclonal humano. Los anticuerpos monoclonales humanos se obtienen de ratones transgénicos que
han sido manipulados para producir anticuerpos humanos especificos en respuesta a exposicion antigénica. En esta
técnica, elementos del sitio de la cadena pesada y ligera humana se introducen en cepas de ratones derivadas de
lineas de citoblastos embrionarios que contienen alteraciones elegidas como diana de los sitios endégenos de la
cadena pesada y la cadena ligera. Los ratones transgénicos pueden sintetizar anticuerpos humanos especificos
para antigenos humanos, y los ratones pueden usarse para producir hibridomas secretores de anticuerpos
humanos. Procedimientos para obtener anticuerpos humanos a partir de ratones transgénicos se describen, por
ejemplo, por Green y col., Nature Genet. 7:13, 1994; Lonberg y col., Nature 368:856, 1994; y Taylor y col., Int.
Immun. 6:579, 1994.

Los anticuerpos monoclonales pueden aislarse y purificarse de cultivos de hibridomas mediante una variedad de
técnicas bien establecidas. Tales técnicas de aislamiento incluyen cromatografia de afinidad con proteina A-
Sepharose, cromatografia de exclusién por tamafo y cromatografia de intercambio idnico (véanse, por ejemplo,
Coligan en las paginas 2.7.1-2.7.12 y paginas 2.9.1-2.9.3; Baines y col., “Purification of Immunoglobulin G (IgG)”, en
Methods in Molecular Biology, vol. 10, paginas 79-104 (The Humana Press, Inc. 1992)).

Para usos particulares puede desearse preparar fragmentos de anticuerpos anti-proteina de unién a TGF-beta.
Tales fragmentos de anticuerpos pueden obtenerse, por ejemplo, por hidrélisis proteolitica del anticuerpo. Los
fragmentos de anticuerpos pueden obtenerse por digestion con pepsina o papaina de anticuerpos completos
mediante procedimientos convencionales. Como ilustraciéon, pueden producirse fragmentos de anticuerpos por
escision enzimatica de un anticuerpo con pepsina para proporcionar un fragmento 5 S indicado F(ab'),. Este
fragmento puede escindirse adicionalmente usando un agente reductor de tiol para producir fragmentos
monovalentes 3.5S Fab'. Opcionalmente, la reaccién de escision puede realizarse usando un grupo de bloqueo para
los grupos sulfhidrilo que resultan de la escision de enlaces disulfuro. Como alternativa, una escision enzimatica
usando pepsina produce dos fragmentos monovalentes Fab y un fragmento Fc directamente. Estos procedimientos
se describen, por ejemplo, por Goldenberg, patente de EE.UU. n°® 4.331.647, Nisonoff y col., Arch Biochem. Biophys.
89:230, 1960, Porter, Biochem. J. 73:119, 1959, Edelman y col., en Methods in Enzymology 1:422 (Academic Press
1967) y por Coligan en las paginas 2.8.1-2.8.10 y 2.10.-2.10.4.

También pueden usarse otros procedimientos de escision de anticuerpos, tales como separacion de cadenas
pesadas para formar fragmentos de cadenas ligeras-pesadas monovalentes, posterior escision de fragmentos u
otras técnicas enzimaticas, quimicas o genéticas, mientras que los fragmentos se unan al antigeno que es
reconocido por el anticuerpo intacto.
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- Alternativamente, el anticuerpo puede ser un anticuerpo recombinante o manipulado obtenido por el uso de
técnicas de ADN recombinante que implican la manipulacion y re-expresion de ADN que codifica regiones variables
y/o constantes de anticuerpos. Tal ADN es conocido y/o esta facilmente disponible de bibliotecas de ADN que
incluyen, por ejemplo, bibliotecas de fago-anticuerpo (véase Chiswell, D J y McCafferty, J. Tibtech. 10 80-84 (1992))
o si se desea pueden sintetizarse. Pueden usarse procedimientos de biologia molecular y/o quimica convencionales
para secuenciar y manipular el ADN, por ejemplo, para introducir codones para crear residuos de cisteina, para
modificar, afiadir o delecionar otros aminoacidos o dominios segun se desee.

Uno o mas vectores de expresion replicables que contienen el ADN que codifica una regién variable y/o constante
pueden prepararse y usarse para transformar una linea celular apropiada, por ejemplo, una linea de células de
mieloma no productora, tal como una linea de NSO de ratén o una bacteriana tal como E. coli, en la que se
producira la produccion del anticuerpo. Con el fin de obtener transcripcion y traduccion eficiente, la secuencia de
ADN en cada vector debe incluir secuencias reguladoras apropiadas, particularmente una secuencia promotora y
conductora operativamente ligadas a una secuencia de dominio variable. Procedimientos particulares para producir
anticuerpos de esta forma son generalmente muy conocidos y rutinariamente usados. Por ejemplo, procedimientos
de biologia molecular basica se describen por Maniatis y col. (Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory,
Nueva York, 1989); puede realizarse secuenciacion de ADN como se describe en Sanger y col. (Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 74: 5463, (1977)) y el manual de secuenciaciéon de Amersham International plc; puede llevarse a cabo
mutagénesis dirigida a sitio segln el procedimiento de Kramer y col. (Nucleic Acids Res. 12, 9441, (1984)); el
manual de Anglian Biotechnology; Kunkel Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-92 (1985); Kunkel y col., Methods in
Enzymol. 154:367-82 (1987). Adicionalmente, numerosas publicaciones detallan técnicas adecuadas para la
preparacion de anticuerpos por manipulacion de ADN, creacion de vectores de expresion y transformacion de
células apropiadas, por ejemplo, como se revisa por Mountain A y Adair, J R en Biotechnology and Genetic
Engineering Reviews (ed. Tombs, M P, 10, Capitulo 1, 1992, Intercept, Andover, RU) y en la memoria descriptiva de
patente internacional WO 91/09967.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo segun la invencion puede tener una o mas moléculas efectoras o indicadoras
unidas al mismo y la invencion se extiende a tales proteinas modificadas. Una molécula indicadora puede ser un
resto o marca detectable tal como una enzima, agente citotdxico u otra molécula indicadora, que incluye un
colorante, radionuclido, grupo luminiscente, grupo fluorescente, o biotina, o similares. La inmunoglobulina especifica
para proteina de unién a TGF-beta o fragmento de la misma puede radiomarcarse para aplicaciones de diagnostico
o terapéuticas. Técnicas para radiomarcar anticuerpos se conocen en la técnica. Véanse, por ejemplo, Adams 1998
In Vivo 12:11-21; Hiltunen 1993 Acta Oncol. 32:831-9. Aplicaciones terapéuticas se describen en mayor detalle mas
adelante y pueden incluir el uso del anticuerpo especifico para proteina de unién a TGF-beta (o fragmento del
mismo) conjuntamente con otros agentes terapéuticos. Las moléculas efectoras o indicadoras pueden unirse al
anticuerpo mediante cualquier cadena lateral de aminoacidos disponible, aminoacido terminal o, si esta presente,
grupo funcional de hidrato de carbono localizado en el anticuerpo, a condicién de que la unién o el procedimiento de
union no afecten adversamente las propiedades de unién y la utilidad de la molécula. Grupos funcionales
particulares incluyen, por ejemplo, cualquier grupo amino, imino, tiol, hidroxilo, carboxilo o aldehido libre. La unién
del anticuerpo y la(s) molécula(s) efectora(s) y/o indicadora(s) puede lograrse mediante tales grupos y un grupo
funcional apropiado en las moléculas efectoras o indicadoras. El enlace puede ser directo o indirecto mediante
grupos espaciadores o de puente.

Moléculas efectoras incluyen, por ejemplo, agentes antineoplasicos, toxinas tales como toxinas enzimaticamente
activas de origen bacteriano (tales como exotoxina A de P. aeruginosa) o vegetal y fragmentos de las mismas (por
ejemplo, ricina y fragmentos de la misma; gelonina vegetal, briodina de Bryonia dioica, o similares. Véanse, por
ejemplo, Thrush y col., 1996 Annu. Rev. Immunol. 14:49-71; Frankel y col., 1996 Cancer Res. 56:926-32); proteinas
biolégicamente activas, por ejemplo enzimas; acidos nucleicos y fragmentos de los mismos tales como ADN, ARN y
fragmentos de los mismos; polimeros que se producen naturalmente y sintéticos (por ejemplo, polisacaridos y
polimeros de polialquileno tales como poli(etilenglicol) y derivados de los mismos); radionuclidos, particularmente
radioyoduro; y metales quelados. Grupos indicadores adecuados incluyen metales quelados, compuestos
fluorescentes, o compuestos que pueden detectarse por RMN o espectroscopia de ESR. Grupos efectores
particularmente utiles son caliqueamicina y derivados de la misma (véanse, por ejemplo, las memorias descriptivas
de patente sudafricana n° 85/8794, 88/8127 y 90/2839).

Numerosas otras toxinas, que incluyen agentes quimioterapéuticos, agentes antimitéticos, antibidticos, inductores de
apoptosis (o “apoptégenos”, véase, por ejemplo, Green y Reed, 1998, Science 281:1309-1312), o similares, son
conocidos para aquellos familiarizados con la materia, y esta previsto que los ejemplos proporcionados en el
presente documento sean ilustrativos sin limitar el alcance y espiritu de la invencion. Agentes antineoplasicos
particulares incluyen agentes citotoxicos y citostaticos, por ejemplo, agentes alquilantes tales como mostazas de
nitrégeno (por ejemplo, clorambucilo, melfalan, mecloretamina, ciclofosfamida o mostaza de uracilo) y derivados de
los mismos, trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida, busulfano o cisplatino; antimetabolitos tales como
metrotrexato, fluorouracilo, floxuridina, citarabina, mercaptopurina, tioguanina, acido fluoroacético o acido
fluorocitrico, antibidticos tales como bleomicinas (por ejemplo, sulfato de bleomicina), doxorubicina, daunorubicina,
mitomicinas (por ejemplo, mitomicina C), actinomicinas (por ejemplo, -dactinomicina), plicamicina, caliquemicina y
derivados de los mismos, o esperamicina y derivados de la misma; inhibidores mitéticos tales como etopodsido,
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vincristina o vinblastina y derivados de los mismos; alcaloides tales como elipticina; polioles tales como taxicina-l o
taxicina-ll; hormonas tales como andrégenos (por ejemplo, dromostanolona o testolactona), progestinas (por
ejemplo, acetato de megestrol o acetato de medroxiprogesterona), estrogenos (por ejemplo, difosfato de
dimetilestilbestrol, fosfato de poliestradiol o fosfato de estramustina) o antiestrégenos (por ejemplo, tamoxifeno);
antraquinonas tales como mitoxantrona, ureas tales como hidroxiurea; hidracinas tales como procarbazina; o
imidazoles tales como dacarbazina.

Metales quelados incluyen quelatos de metales di- o tripositivos que tienen un niumero de coordinacién de 2 a 8,
ambos incluidos. Ejemplos particulares de tales metales incluyen tecnecio (Tc), renio (Re), cobalto (Co), cobre (Cu),
oro (Au), plata (Ag), plomo (Pb), bismuto (Bi), indio (In), galio (Ga), itrio (Y), terbio (Tb), gadolinio (Gdg) y escandlo
gSc) En general eI metal es J)referentemente un radionuclido. Radionuclidos particulares incluyen ®Re,
88 58C C CU, 1 9 Ag 203Pb 2068-, 207Bi, 111|n, 67G 68G 88Y QOY 160-|—b 153Gd y47SC

El metal quelado puede ser, por ejemplo, uno de los tipos anteriores de metales quelados con cualquier agente
quelante polidentado adecuado, por ejemplo, poliaminas aciclicas o ciclicas, poliéteres (por ejemplo, éteres corona y
derivados de los mismos); poliamidas; porfirinas; y derivados carbociclicos. En general, el tipo de agente quelante
dependera del metal en uso. Sin embargo, un grupo particularmente Util de agentes quelantes en conjugados segun
la invencién comprende poliaminas aciclicas y ciclicas, especialmente acidos poliaminocarboxilicos, por ejemplo,
acido dietilentriaminapentaacético y derivados del mismo, y aminas macrociclicas tales como derivados de tri-aza y
tetra-aza ciclicos (por ejemplo, como se describen en la memoria descriptiva de patente internacional WO
92/22583), y poliamidas, especialmente desferrioxamina y derivados de la misma.

Si un grupo tiol en el anticuerpo se usa como punto de unién, esto puede lograrse mediante reaccién con un grupo
reactivo con tiol presente en la molécula efectora o indicadora. Ejemplos de tales grupos incluyen un acido o éster a-
halocarboxilico, tal como yodoacetamida, una imida, tal como maleimida, una vinilsulfona, o un disulfuro. Estos y
otros procedimientos de enlace adecuados se describen mas generalmente y mas particularmente en las memorias
descriptivas de patente internacional WO 93/06231, WO 92/22583, WO 90/091195 y WO 89/01476.

La presente invencion proporciona anticuerpos que se unen especificamente a un polipéptido de esclerostina y usos
para tales anticuerpos como se ha descrito anteriormente. La presente divulgacion también proporciona
inmunogenos del polipéptido de esclerostina que pueden usarse para la generacion y analisis de estos anticuerpos.
Los anticuerpos pueden ser Utiles para bloquear o alterar la unién de un polipéptido de esclerostina, que es una
proteina de unién a TGF-beta, a un ligando, particularmente a proteina morfogénica 6sea, y también pueden
bloquear o alterar la unién del polipéptido de esclerostina con uno o varios de otros ligandos.

Los anticuerpos de la presente invencion son Utiles para aumentar el contenido mineral y densidad mineral del
hueso, mejorando asi numerosas afecciones que producen la pérdida de contenido mineral éseo que incluyen, por
ejemplo, enfermedad, predisposicion genética, accidentes que producen la falta de uso de hueso (por ejemplo,
debido a fractura), terapéuticos que efectian la resorcion ésea o que destruyen células formadoras de hueso, y
envejecimiento normal.

Como se indica anteriormente, son particularmente Utiles anticuerpos anti-proteina de unién a TGF-beta que “se
unen especificamente” a proteina de unién a TGF-beta de SEC ID N°: 46, pero no a otras proteinas de unién a TGF-
beta tales como Dan, Cerberus, SCGF o Gremlin. Dentro del contexto de la presente invencion, se entiende que los
anticuerpos incluyen anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, inmunoglobulinas injertadas en CDR
quiméricas monocatenarias y fragmentos de anticuerpos de las mismas (por ejemplo, Fab, Fd, Fab' y F(ab'),,
regiones variables Fv, o regiones determinantes de la complementariedad). Se entiende que los antlcuerpos son
especificos contra la proteina de unlon a TGF-beta si se unen con una Ka superior a o igual a 10" M7,
preferentemente superior a o |gual a10® M’ , ¥ no se unen a otras proteinas de union a TGF-beta, o se unen con una
Ka inferior a o igual a 10° M. La aflnldad de un anticuerpo por su antigeno relacionado también se expresa
comunmente como una constante de disociacion Kp, y un anticuerpo anti-SOST se une especmcamente a un
miembro de la familia de TGF-beta si se une con una Kp inferior a o igual a aproximadamente 10° M, mas
preferentemente inferior a o igual a aproximadamente 10 M, todavia mas preferentemente inferior a o igual a 107
M, y todavia mas preferentemente inferior a o igual a 10® M. La afinidad de un anticuerpo monoclonal o componente
de unién, ademas de la inhibicién de la unién, puede determinarse facilmente por un experto habitual en la materia
(véase Scatchard, Ann. N. Y. Acad. Sci. 51:660-672, 1949). La afinidad también puede determinarse por resonancia
de plasmones superficiales (SPR; BlAcore, Biosensor, Piscataway, N.J.). Para resonancia de plasmones
superficiales, las moléculas diana se inmovilizan sobre una fase sélida y se exponen a ligandos en una fase movil
que fluye a lo largo de una celda de flujo. Si se produce la unién del ligando a la diana inmovilizada, cambia el indice
de refraccion local, conduciendo a un cambio en el angulo de SPR, que puede monitorizarse en tiempo real
detectando cambios en la intensidad de la luz reflejada. Las tasas de cambio de la sefial de SPR pueden analizarse
para dar constantes de velocidad aparentes para las fases de asociacion y disociacién de la reaccion de unién. La
relacion de estos valores da la constante de equilibrio aparente (afinidad) (véase, por ejemplo, Wolff y col., Cancer
Res. 53:2560-65 (1993)).
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Un anticuerpo segun la presente invencion puede pertenecen a cualquier clase de inmunoglobulinas, por ejemplo,
IgG, IgE, IgM, IgD o IgA, y puede ser uno cualquiera de los isotipos diferentes que puede comprender una clase (tal
como IgG11gG2, 1gG3, y IgG4 de la clase de IgG humana). Puede obtenerse a partir de o derivarse de un animal,
por ejemplo, fow1 (por ejemplo, pollo) y mamiferos, que incluyen, pero no se limitan a, un raton, rata, hamster,
conejo u otro roedor, una vaca, caballo, oveja, cabra, camello, ser humano u otro primate.

Procedimientos muy conocidos en la técnica pueden usarse para generar anticuerpos, anticuerpos policlonales o
anticuerpos monoclonales que son especificos para la proteina de union a TGF-beta SOST. Los anticuerpos
también pueden producirse como inmunoglobulinas genéticamente manipuladas (Ig) o fragmentos de Ig disefiados
para tener propiedades deseables. Por ejemplo, a modo de ilustracion y no limitacion, los anticuerpos pueden incluir
una IgG recombinante que es una proteina de fusién quimérica que tiene al menos un dominio de la regién variable
(V) de una primera especie de mamifero y al menos un dominio de la regiéon constante de una segunda especie de
mamifero distinta. Lo mas comdnmente, un anticuerpo quimérico tiene secuencias de la regién variable murina y
secuencias de la region constante humana. Una inmunoglobulina quimérica murina/humana tal puede “humanizarse”
injertando las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) derivadas de un anticuerpo murino, que
confieren especificidad de unién por un antigeno, en regiones estructurales de la region V derivada de ser humano y
regiones constantes derivadas de ser humano. Los fragmentos de estas moléculas pueden generarse por digestion
proteolitica u, opcionalmente, por digestion proteolitica seguido de reduccion suave de enlaces disulfuro y
alquilacion. Alternativamente, tales fragmentos también pueden generarse por técnicas de manipulacién genética
recombinante.

Ciertos anticuerpos preferidos son aquellos anticuerpos que inhiben o bloquean una actividad de proteina de unién a
TGF-beta dentro de un ensayo in vitro, como se describe en el presente documento. Las propiedades de union de
un anticuerpo a proteina de unién a TGF-beta pueden evaluarse generalmente usando procedimientos de
inmunodeteccion que incluyen, por ejemplo, un enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA), inmunoprecipitacion,
inmunotransferencia, inmunoelectroforesis en contracorriente, radioinmunoensayos, ensayos de transferencia
puntual, ensayos de inhibicién o competicién, y similares, que pueden realizarse facilmente por aquellos expertos
habituales en la materia (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n° 4.376.110 y 4.486.530; Harlow y col.,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)).

Un inmunogén puede comprender células que expresan una proteina de uniéon a TGF-beta, polipéptidos de unién a
TGF-beta purificados o parcialmente purificados, o variantes o fragmentos (es decir, péptidos) de los mismos, o
péptidos derivados de una proteina de union a TGF-beta. Tales péptidos pueden generarse por escision proteolitica
de un polipéptido mayor, por metodologias moleculares recombinantes, o pueden sintetizarse quimicamente. Por
ejemplo, en el presente documento se proporcionan secuencias de acidos nucleicos que codifican proteinas de
unién a TGF-beta, de forma que aquellos expertos en la materia pueden preparar rutinariamente proteinas de unién
a TGF-beta para su uso como inmundgenos. Los péptidos pueden sintetizarse quimicamente mediante
procedimientos como se describen en el presente documento y conocidos en la técnica. Alternativamente, pueden
generarse péptidos por escision proteolitica de una proteina de unién a TGF-beta, y aislarse péptidos individuales
mediante procedimientos conocidos en la técnica tales como electroforesis en gel de poliacrilamida o cualquier
numero de procedimientos de cromatografia de liquidos u otra separacion. Péptidos utiles como inmundgenos
normalmente pueden tener una secuencia de aminoacidos de al menos 4 6 5 aminoacidos consecutivos de una
secuencia de aminoacidos de proteina de unién a TGF-beta tales como aquellas descritas en el presente
documento, y preferentemente tienen al menos 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 19 6 20 aminoacidos
consecutivos de una proteina de union a TGF-beta. Ciertas otros inmunoégenos de péptido preferidos comprenden al
menos 6, pero no mas de 12 o mas aminoacidos consecutivos, de una secuencia de proteinas de uniéon a TGF-beta,
y otros inmunoégenos de péptidos preferidos comprenden al menos 21, pero no mas de 50 aminoacidos consecutivos
de un polipéptido de SOST. Otros inmundgenos de péptido preferidos comprenden 21-25, 26-30, 31-35, 36-40, 41-
50, o cualquier numero entero completo de aminoacidos entre y que incluye 21 y 100 aminoacidos consecutivos, y
entre 100 y 190 aminoacidos consecutivos de una secuencia de proteinas de uniéon a TGF-beta.

Como se desvela en el presente documento, los anticuerpos policlonales pueden generarse facilimente por un
experto habitual en la materia a partir de una variedad de animales de sangre caliente tales como caballos, vacas,
diversas aves de corral, conejos, ratones, ovejas, cabras, babuinos o ratas. Normalmente, la proteina de unién a
TGF-beta o Unico péptido de la misma de 13-20 aminoacidos como se describe en el presente documento
(preferentemente conjugado con hemocianina de lapa californiana por reticulacion con glutaraldehido) se usa para
inmunizar el animal mediante inyecciones intraperitoneales, intramusculares, intraoculares, intradérmicas o
subcutaneas, junto con un adyuvante tal como adyuvante completo o incompleto de Freund, o el sistema de
adyuvantes Ribi (Corixa Corporation, Seattle, WA). Véase entonces, por ejemplo, Harlow y col., arriba. En general,
después de la primera inyeccion, los animales reciben una o mas inmunizaciones de refuerzo segun un programa
preferido que puede variar segun, entre otros, el antigeno, el adyuvante (si lo hay) y/o las especies de animales
particulares. La respuesta inmunitaria puede monitorizarse sangrando periédicamente el animal y preparando y
analizando sueros de un inmunoensayo, tal como un ELISA o ensayo de difusién de Ouchterlony, o similares, para
determinar el titulo especifico para anticuerpo. Antisueros policlonales particularmente preferidos daran una sefal
detectable en uno de estos ensayos, tales como un ELISA, que es preferentemente al menos tres veces superior al
ruido. Una vez el titulo del animal ha alcanzado una meseta en términos de su reactividad a la proteina, cantidades
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mas grandes de antisueros puede obtenerse faciimente tanto por sangrados semanales como desangrando el
animal.

Anticuerpos policlonales que se unen especificamente a la proteina o péptido de unién a TGF-beta pueden entonces
purificarse a partir de tales antisueros, por ejemplo, por cromatografia de afinidad usando proteina A.
Alternativamente, la cromatografia de afinidad puede realizarse donde la proteina o péptido de uniéon a TGF-beta o
un anticuerpo especifico para una region constante de Ig de la especie de animal inmunizado particular se inmoviliza
sobre un soporte soélido adecuado.

Anticuerpos para su uso en la invencion incluyen anticuerpos monoclonales que se preparan por inmunizacion
convencional y procedimientos de fusion de células como se describen en el presente documento y se conocen en la
materia. Los anticuerpos monoclonales pueden generarse faciimente usando técnicas convencionales (véanse, por
ejemplo, Kohler y col., Nature 256:495, 1975; Coligan y col. (eds.), Current Protocols in Immunology, 1:2,5.1-2.6.7
(John Wiley & Sons 1991) [“Coligan™); las patentes de EE.UU. n°® RE 32.011, 4.902.614, 4.543.439 y 4.411.993;
véanse también Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in Biological Analyses, Plenum Press,
Kennett, McKearn y Bechtol (eds.), 1980, y Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow y Lane (eds.), Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1988; Picksley y col., “Production of monoclonal antibodies against proteins expressed in
E. coli”, en DNA Cloning 2: Expression Systems, 22 edicion, Glover y col. (eds.), pagina 93 (Oxford University Press
1995)). Los fragmentos de anticuerpos pueden derivarse de los mismos usando cualquier técnica convencional
adecuada tal como digestion proteolitica u, opcionalmente, por digestion proteolitica (por ejemplo, usando papaina o
pepsina) seguido de reduccion suave de enlaces disulfuro y alquilacion. Alternativamente, tales fragmentos también
pueden generarse por técnicas de ingenieria genética recombinantes.

Brevemente, dentro de una realizacion, un animal objeto tal como una rata o ratébn o hamster se inmuniza con
proteina de unién a TGF-beta o una parte de una regién de la misma, que incluye péptidos dentro de una region,
como se ha descrito en el presente documento. La proteina puede mezclarse con un adyuvante tal como adyuvante
completo o incompleto de Freund o adyuvante de Ribi con el fin de aumentar la respuesta inmunitaria resultante.
Entre una y tres semanas después de la inmunizacion inicial, el animal puede volver a inmunizarse con otra
inmunizacion de refuerzo, y probarse para reactividad a la proteina usando ensayos descritos en el presente
documento. Una vez el animal ha alcanzado una meseta en su reactividad a la proteina inyectada, se sacrifica y se
recogen los drganos que contienen grandes numeros de linfocitos B tales como el bazo y los ganglios linfaticos. Las
suspensiones de bazo y/o ganglio linfatico recogidas de células se fusionan con una célula de mieloma adecuada
que es sensible al farmaco con el fin de crear un “hibridoma” que secreta anticuerpo monoclonal. Lineas de mieloma
adecuadas incluyen, por ejemplo, NS-0, SP20, NS-1 (ATCC n° TIB 18) y P3X63 - Ag 8.653 (ATCC n°® CRL 1580).

Las células linfoides (por ejemplo, bazo) y las células de mieloma pueden combinarse durante algunos minutos con
un agente promotor de la fusion de membranas, tal como polietilenglicol o un detergente no ionico, y luego se
siembran a baja densidad sobre un medio selectivo que soporta el crecimiento de células de hibridoma, pero no
células de mieloma sin fusionar. Tras la fusion, las células pueden disponerse en placas de cultivo que contienen un
medio adecuado, tal como RPMI 1640 o DMEM (medio Eagle modificado por Dulbecco) (JRH Biosciences, Lenexa,
Kansas), ademas de componentes adicionales tales como suero bovino fetal (SBF, es decir, de Hyclone, Logan,
Utah, o JRH Biosciences). Adicionalmente, el medio debe contener un reactivo que permita selectivamente el
crecimiento de células del bazo y de mieloma fusionadas tales como HAT (hipoxantina, aminopterina y timidina)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri). Después de aproximadamente siete dias, las células fusionadas
resultantes o hibridomas pueden cribarse con el fin de determinar la presencia de anticuerpos que son reactivos con
proteina de uniéon a TGF-beta (dependiendo del antigeno usado) y que bloquean, alteran o inhiben la unién de
proteina de uniéon a TGF-beta a un miembro de la familia de TGF-beta. Se prefieren hibridomas que producen
anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a esclerostina o una variante de los mismos.

Puede utilizarse una amplia variedad de ensayos para determinar la presencia de anticuerpos que son reactivos
contra las proteinas de la presente invencidon que incluyen, por ejemplo, inmunoelectroforesis en contracorriente,
radioinmunoensayos, radioinmunoprecipitaciones, enzimoinmunoanalisis de adsorcién (ELISA), ensayos de
transferencia puntual, transferencias Western, inmunoprecipitacion, ensayos de inhibicion o competicion y ensayos
de tipo sandwich (véanse las patentes de EE.UU. n°® 4.376.110 y 4.486.530; véase también Antibodies: A Laboratory
Manual, Harlow y Lane (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988). Los hibridomas se clonan, por ejemplo,
por clonacién por dilucién limitada o por aislamiento en placas de agar blando, y se vuelven a ensayar. Asi pueden
aislarse anticuerpos productores de hibridomas reactivos contra la proteina deseada.

Los anticuerpos monoclonales de los cultivos de hibridomas pueden aislarse de los sobrenadantes de cultivos de
hibridomas. Un procedimiento alternativo para la produccion de un anticuerpo monoclonal murino es inyectar las
células de hibridoma en la cavidad peritoneal de un ratén singeneico, por ejemplo, un ratén que ha sido tratado (por
ejemplo, sensibilizado con pristano) para promover la formaciéon de fluido ascitico que contiene el anticuerpo
monoclonal. Los anticuerpos monoclonales pueden aislarse y purificarse mediante una variedad de técnicas bien
establecidas. Tales técnicas de aislamiento incluyen cromatografia de afinidad con proteina A-Sepharose,
cromatografia de exclusion por tamafio y cromatografia de intercambio i6nico (véanse, por ejemplo, Coligan en las
paginas 2.7.1-2.7.12 y las paginas 2.9.1-2.9.3; Baines y col., “Purification of Immunoglobulin G (IgG)” en Methods in
Molecular Biology, vol. 10, paginas 79-104 (The Humana Press, Inc. 1992)). Los anticuerpos monoclonales pueden
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purificarse por cromatografia de afinidad usando un ligando apropiado seleccionado basandose en propiedades
particulares del anticuerpo (por ejemplo, isotipo de cadena pesada o ligera, especificidad de unién, etc.). Ejemplos
de un ligando adecuado, inmovilizado sobre un soporte solido, incluyen proteina A, proteina G, un anticuerpo anti-
region constante (cadena ligera o cadena pesada), un anticuerpo antiidiotipico y una proteina de unién a TGF-beta,
o fragmento o variante del mismo.

Ademas, un anticuerpo anti-proteina de union a TGF-beta de la presente invencién puede ser un anticuerpo
monoclonal humano. Los anticuerpos monoclonales humanos pueden generarse por cualquier nimero de técnicas
con las que aquellos expertos habituales en la materia estaran familiarizados. Tales procedimientos incluyen, pero
no se limitan a, transformacioén con el virus de Epstein-Barr (EBV) de glébulos sanguineos periféricos humanos (por
ejemplo, que contienen linfocitos B), inmunizacion in vitro de linfocitos B humanos, fusion de células del bazo de
ratones transgénicos inmunizados que llevan genes de inmunoglobulina humanos insertados, aislamiento de
bibliotecas de fagos de regiones V de inmunoglobulina humana, u otros procedimientos como se conocen en la
técnica y basandose en la divulgacion en el presente documento. Por ejemplo, pueden obtenerse anticuerpos
monoclonales humanos de ratones transgénicos que han sido manipulados para producir anticuerpos humanos
especificos en respuesta a exposicion antigénica. Los procedimientos para obtener anticuerpos humanos de ratones
transgénicos se describen, por ejemplo, por Green y col., Nature Genet. 7:13, 1994; Lonberg y col., Nature 368:856,
1994; Taylor y col., Int. Immun. 6:579, 1994; patente de EE.UU. n°® 5.877.397; Bruggemann y col., 1997 Curr. Opin.
Biotechnol. 8:455-58; Jakobovits y col., 1995 Ann. N. Y. Acad. Sci. 764:525-35. En esta técnica, elementos del sitio
de la cadena pesada y ligera humana se introducen en cepas de ratones derivadas de lineas de citoblastos
embrionarios que contienen alteraciones elegidas como diana de los sitios endégenos de la cadena pesada y
cadena ligera (véase también Bruggemann y col., Curr. Opin. Biotechnol. 8:455-58 (1997)). Por ejemplo, transgenes
de la inmunoglobulina humana pueden ser construcciones de mini-gen, o trans-sitios sobre cromosomas de levadura
artificial, que experimentan transposicién de ADN especifica para linfocitos B e hipermutacion en el tejido linfoide de
ratéon. Los anticuerpos monoclonales humanos pueden obtenerse inmunizando los ratones transgénicos, que
pueden luego producir anticuerpos humanos especificos para el antigeno. Las células linfoides de los ratones
transgénicos inmunizados pueden usarse para producir hibridomas secretores de anticuerpos humanos segun los
procedimientos descritos en el presente documento. Los sueros policlonales que contienen anticuerpos humanos
también pueden obtenerse a partir de la sangre de los animales inmunizados.

Otro procedimiento para generar anticuerpos monoclonales especificos para proteina de uniéon a TGF-beta humana
incluye inmortalizar glébulos sanguineos periféricos humanos por transformacioén de EBV. Véase, por ejemplo, la
patente de EE.UU. n° 4.464.456. Una linea de linfocitos B inmortalizada tal (o linea celular linfoblastoide) que
produce un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a una proteina de unién a TGF-beta (o una variante
o fragmento de la misma) puede identificarse por procedimientos de inmunodetecciéon como se proporcionan en el
presente documento, por ejemplo, un ELISA, y luego aislarse por técnicas de clonacién convencionales. La
estabilidad de la linea celular linfoblastoide que produce un anticuerpo anti-proteina de unién a TGF-beta puede
mejorarse fusionando la linea celular transformada con un mieloma murino para producir una linea celular hibrida de
ratén-humano segun procedimientos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Glasky y col., Hybridoma 8:377-89
(1989)). Todavia otro procedimiento para generar anticuerpos monoclonales humanos es inmunizacion in vitro, que
incluye sensibilizar linfocitos B esplénicos humanos con antigeno, seguido de fusién de linfocitos B sensibilizados
con un componente de fusién heterohibrido. Véase, por ejemplo, Boerner y col., 1991 J. Immunol. 147:86-95.

En ciertas realizaciones se selecciona un linfocito B que esta produciendo un anticuerpo anti-SOST vy las regiones
variables de la cadena ligera y cadena pesada se clonan a partir del linfocito B segun técnicas de biologia molecular
conocidas en la técnica (documento WO 92/02551; patente de EE.UU. 5.627.052; Babcook y col., Proc. Natl. A cad.
Sci. USA 93:7843-48 (1996)) y descritas en el presente documento. Preferentemente, los linfocitos B de un animal
inmunizado se aislan del bazo, ganglio linfatico o muestra de sangre periférica seleccionando una célula que esta
produciendo un anticuerpo que se une especificamente a SOST. Los linfocitos B también pueden aislarse de seres
humanos, por ejemplo, de una muestra de sangre periférica. Procedimientos para detectar linfocitos B individuales
que estan produciendo un anticuerpo con la especificidad deseada son muy conocidos en la técnica, por ejemplo,
por formaciéon de placas, citometria activada por fluorescencia, estimulacién in vitro, seguida de detecciéon de
anticuerpo especifico, y similares. Procedimientos para la seleccién de linfocitos B productores de anticuerpos
especificos incluyen, por ejemplo, preparar una suspension de una sola célula de células de linfocitos B en agar
blando que contiene SOST o un fragmento de péptido de la misma. La unién del anticuerpo especifico producida por
el linfocito B al antigeno produce la formacién de un complejo, que puede ser visible como inmunoprecipitado.
Después de seleccionar los linfocitos B que producen el anticuerpo especifico, los genes de anticuerpos especificos
pueden clonarse aislando y amplificando ADN o ARNm segun procedimientos conocidos en la técnica y descritos en
el presente documento.

Para usos particulares pueden desearse fragmentos de anticuerpos anti-proteina de unién a TGF-beta. Los
fragmentos de anticuerpos, F(ab'),, Fab, Fab', Fv, Fc, Fd, retienen el sitio de uniéon a antigeno del anticuerpo
completo y, por tanto, se unen al mismo epitope. Estos fragmentos de unién a antigeno derivados de un anticuerpo
pueden obtenerse, por ejemplo, por hidrdlisis proteolitica del anticuerpo, por ejemplo, digestién con pepsina o
papaina de anticuerpos completos segun procedimientos convencionales. Como ilustracion, los fragmentos de
anticuerpos pueden producirse por escision enzimatica de anticuerpos con pepsina para proporcionar un fragmento
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58 indicado F(ab').. Este fragmento puede escindirse adicionalmente usando un agente reductor de tiol para
producir fragmentos monovalentes 3.5S Fab'. Opcionalmente, la reaccion de escision puede realizarse usando un
grupo de bloqueo para los grupos sulfhidrilo que resultan de la escision de enlaces disulfuro. Como alternativa, una
escision enzimatica usando papaina produce dos fragmentos monovalentes Fab y un fragmento Fc directamente.
Estos procedimientos se describen, por ejemplo, por Goldenberg, patente de EE.UU. n° 4.331.647, Nisonoff y col.,
Arch. Biochem. Biophys. 89:230, 1960; Porter, Biochem. J. 73:119, 1959; Edelman y col., en Methods in Enzymology
1:422 (Academic Press 1967); y por Coligan en las paginas 2.8.1-2.8.10 y 2.10.-2.10.4. También pueden usarse
otros procedimientos para escindir anticuerpos, tales como separar cadenas pesadas para formar fragmentos de la
cadena ligera-pesada monovalentes (Fd), escindir adicionalmente fragmentos, u ofras técnicas enzimaticas,
quimicas o genéticas, mientras que los fragmentos se unan al antigeno que es reconocido por el anticuerpo intacto.

Un fragmento de anticuerpo también puede ser cualquier proteina sintética o genéticamente manipulada que actua
de anticuerpo porque se une a un antigeno especifico para formar un complejo. Por ejemplo, fragmentos de
anticuerpos incluyen fragmentos aislados que consisten en la region variable de la cadena ligera, fragmentos “Fv’
que consisten en las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras, moléculas de polipéptidos
monocatenarias recombinantes en las que las regiones variables ligeras y pesadas estan conectadas por un ligador
de péptidos (proteinas scFv) y unidades de reconocimiento minimo que consisten en los residuos de aminoacidos
que imitan la region hipervariable. El anticuerpo de la presente invencién comprende preferentemente al menos un
dominio de la regién variable. El dominio de la region variable puede ser de cualquier tamafio o composicion de
aminoacidos y generalmente comprendera al menos una secuencia de aminoacidos hipervariable responsable de la
union a antigeno y que es adyacente a o estd en marco con una o mas secuencias de la region estructural. En
términos generales, el dominio de la region variable (V) puede ser cualquier disposicion adecuada de dominios
variables de la cadena pesada (Vh) y/o ligera (VL) de inmunoglobulina. Asi, por ejemplo, el dominio de la region V
puede ser monomérico y ser un dominio Vy o V|, que puede unir independientemente antigeno con afinidad
aceptable. Alternativamente, el dominio de la regién V puede ser dimérico y contener dimeros Vu-Vh, Vu-VL 0 V(-V..
Preferentemente, el dimero de la regién V comprende al menos una cadena Vy y al menos una V. que no estan
covalentemente asociadas (denominado en lo sucesivo F,). Si se desea, las cadenas pueden acoplarse
covalentemente tanto directamente, por ejemplo, mediante un enlace disulfuro entre los dos dominios variables,
como mediante un ligador, por ejemplo, un ligador de péptidos, para formar un Fv monocatenario (scF.).

El dominio de la region variable puede ser cualquier dominio variable que se produzca naturalmente o una version
modificada del mismo. Por version manipulada se indica un dominio de la region variable que ha sido creado usando
técnicas de manipulacion de ADN recombinante. Tales versiones manipuladas incluyen aquellas creadas, por
ejemplo, a partir de una region variable de anticuerpo especifico por inserciones, deleciones o cambios en o a las
secuencias de aminoacidos del anticuerpo especifico. Ejemplos particulares incluyen dominios de la region variable
manipulados que contienen al menos una CDR y opcionalmente uno o mas aminoacidos de la region estructural de
un primer anticuerpo y el resto del dominio de la regién variable de un segundo anticuerpo.

El dominio de la regién variable puede unirse covalentemente en un aminoacido del extremo C a al menos otro
dominio de anticuerpo o un fragmento del mismo. Asi, por ejemplo, un dominio Vy que esta presente en el dominio
de la regidn variable puede ligarse a un dominio C41 de inmunoglobulina, o un fragmento del mismo. Similarmente,
un dominio V| puede ligarse a un dominio Cx o un fragmento del mismo. De esta forma, por ejemplo, el anticuerpo
puede ser un fragmento Fab donde el dominio de unién a antigeno contiene asociados dominios Vy y Vi
covalentemente ligados en su extremo C a un dominio Cx1 y Ck, respectivamente. El dominio Cy1 puede extenderse
con aminoacidos adicionales, por ejemplo, para proporcionar una region bisagra o una parte de un dominio de la
region bisagra como se encuentra en un fragmento Fab', o para proporcionar adicionalmente dominios, tales como
dominios Cx2 y Cx3 de anticuerpo.

Otra forma de un fragmento de anticuerpo es un péptido que comprende una Unica regiéon determinante de la
complementariedad (CDR). Los péptidos de CDR (“‘unidades de reconocimiento minimo”) pueden obtenerse
construyendo polinucledtidos que codifican la CDR de un anticuerpo de interés. Tales polinucleétidos se preparan,
por ejemplo, usando la reacciéon en cadena de la polimerasa para sintetizar la regién variable usando ARNm de
células productoras de anticuerpo como molde (véanse, por ejemplo, Larrick y col., Methods: A Companion to
Methods in Enzymology 2:106, 1991; Courtenay-Luck, “Genetic Manipulation of Monoclonal Antibodies”, en
Monoclonal Antibodies: Production, Engineering and Clinical Application, Ritter y col. (eds.), pagina 166 (Cambridge
University Press 1995); y Ward y col.,, “Genetic Manipulation and Expression of Antibodies”, en Monoclonal
Antibodies: Principles and Applications, Birch y col., (eds.), pagina 137 (Wiley-Liss, Inc. 1995)).

Alternativamente, el anticuerpo puede ser un anticuerpo recombinante o manipulado obtenido por el uso de técnicas
de ADN recombinante que implican la manipulaciéon y re-expresion de ADN que codifica regiones variables y/o
constantes de anticuerpos. Tal ADN es conocido y/o esta faciimente disponible de bibliotecas de ADN que incluyen,
por ejemplo, bibliotecas de fago-anticuerpo (véase Chiswell y McCafferty, Tibtech. 10:80-84 (1992)) o si se desea
puede sintetizarse. Pueden usarse procedimientos de biologia molecular y/o quimica convencionales para
secuenciar y manipular el ADN, por ejemplo, para introducir codones para crear residuos de cisteina, o para
modificar, afiadir o delecionar otros aminoacidos o dominios segun se desee.
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Segun la presente invencion también pueden generarse anticuerpos quiméricos, especificos para una proteina de
union a TGF-beta, y que incluyen anticuerpos humanizados. Un anticuerpo quimérico tiene al menos un dominio de
la region constante derivado de una primera especie de mamifero y al menos un dominio de la region variable
derivado de una segunda especie de mamifero distinta (véase, por ejemplo, Morrison y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 81:6851-55 (1984)). En realizaciones preferidas, un anticuerpo quimérico puede construirse clonando la
secuencia de polinucleétidos que codifica al menos un dominio de la region variable derivado de un anticuerpo
monoclonal no humano, tal como la region variable derivada de un anticuerpo monoclonal murino, de rata o de
hamster, en un vector que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica al menos una regiéon constante
humana (véanse, por ejemplo, Shin y col., Methods Enzymol. 178:459-76 (1989); Walls y col., Nucleic Acids Res.
21:2921-29 (1993)). A modo de ejemplo, la secuencia de polinucleétidos que codifica la region variable de la cadena
ligera de un anticuerpo monoclonal murino puede insertarse en un vector que contiene una secuencia de nucleétidos
que codifica la secuencia de la regidon constante de la cadena ligera kappa humana. En un vector separado, la
secuencia de polinucleétidos que codifica la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal puede
clonarse en marco con secuencias que codifican una region constante de IgG humana, por ejemplo, la region
constante de IgG1 humana. La region constante humana particular seleccionada puede depender de las funciones
efectoras deseadas para el anticuerpo particular (por ejemplo, fijacién del complemento, unién a un receptor de Fc
particular, etc.). Preferentemente, los vectores construidos se transfectaran en células eucariotas para la expresion
estable del anticuerpo quimérico. Otro procedimiento conocido en la técnica para generar anticuerpos quiméricos es
recombinacion de homologos (por ejemplo, patente de EE.UU. n° 5.482.856).

Un anticuerpo quimérico no humano/humano puede manipularse adicionalmente genéticamente para crear un
anticuerpo “humanizado”. Un anticuerpo humanizado tal puede comprender una pluralidad de CDR derivadas de una
inmunoglobulina de una especie de mamifero no humano, al menos una region estructural variable humana vy al
menos una region constante de inmunoglobulina humana. Estrategias utiles para disefiar anticuerpos humanizados
pueden incluir, por ejemplo, a modo de ilustracion y no de limitacién, identificacion de regiones estructurales
variables humanas que son lo mas homoélogas con las regiones estructurales no humanas del anticuerpo quimérico.
Sin desear cefirse a teoria alguna, una estrategia tal puede aumentar la probabilidad de que el anticuerpo
humanizado retenga la afinidad de unién especifica por una proteina de uniéon a TGF-beta, que en algunas
realizaciones preferidas puede ser sustancialmente la misma afinidad por una proteina de unién a TGF-beta o
variante o fragmento de la misma, y en ciertas otras realizaciones preferidas puede ser una afinidad mayor por la
proteina de unién a TGF-beta. Véanse, por ejemplo, Jones y col., 1986 Nature 321:522-25; Riechmann y col., 1988
Nature 332:323-27. Por tanto, el disefio de un anticuerpo humanizado tal puede incluir determinar conformaciones
de bucle de CDR y determinantes estructurales de las regiones variables no humanas, por ejemplo, por modelado
informatico, y luego comparar los bucles de CDR y determinantes con estructuras de bucle de CDR humanas y
determinantes. Véanse, por ejemplo, Padlan y col., 1995 FASEB 9:133-39; Chothia y col., 1989 Nature, 342:377-
383. El modelado informatico también puede usarse para comparar moldes estructurales humanos seleccionados
por homologia de secuencias con las regiones variables no humanas. Véanse, por ejemplo, Bajorath y col., 1995
Ther. Immunol. 2:95-103; documento EP-0578515-A3. Si la humanizacién de las CRD no humanas produce una
disminucion en la afinidad de union, el modelado informatico puede ayudar en la identificacion de residuos de
aminoacidos especificos que podrian cambiarse por técnicas de mutagénesis dirigidas a sitio u otras para restaurar
parcialmente, completamente o supra-Optimamente (es decir, aumentar a un nivel superior al del anticuerpo no
humanizado) la afinidad. Aquellos expertos habituales en la materia estan familiarizados con estas técnicas, y
apreciaran facilmente numerosas variaciones y modificaciones a tales estrategias de disefio.

Un procedimiento tal para preparar un anticuerpo humanizado se llama inactivacién. Como se usa en el presente
documento, los términos “FR inactivadas” y “FR recombinantemente inactivadas” se refieren a la sustitucion
selectiva de residuos de FR de, por ejemplo, una region V de la cadena pesada o ligera de roedor, con residuos de
FR humanos con el fin de proporcionar una molécula xenogeneica que comprende un sitio de unioén a antigeno que
retiene sustancialmente toda la estructura de plegamiento de polipéptidos de FR nativa. Las técnicas de inactivacion
se basan en el entendimiento de que las caracteristicas de unién del ligando de un sitio de unién a antigeno se
determinan principalmente por la estructura y disposicion relativa de los conjuntos de CDR de cadena pesada y
ligera dentro de la superficie de uniéon a antigeno. Davies y col., Ann. Rev. Biochem. 59:439-73, 1990. Asi, la
especificidad de unién a antigeno puede preservarse en un anticuerpo humanizado solo donde las estructuras de
CDR, su interaccion entre si y su interaccion con el resto de los dominios de la regién V se mantengan
cuidadosamente. Usando técnicas de inactivacion, residuos de FR exteriores (por ejemplo, accesibles a disolventes)
que son facilmente encontrados por el sistema inmunitario se sustituyen selectivamente con residuos humanos para
proporcionar una molécula hibrida que comprende tanto una superficie inactivada débilmente inmunogénica como
sustancialmente no inmunogénica.

El procedimiento de inactivacién hace uso de los datos de secuencia disponibles para dominios variables de
anticuerpos humanos compilados por Kabat y col. en Sequences of Proteins of Immunological Interest, 42 ed., (U.S.
Dept. of Health and Human Services, U.S. Government Printing Office, 1987), actualizaciones de la base de datos
de Kabat y otras bases de datos de EE.UU. y extrajeras accesibles (tanto de acido nucleico como proteina). Las
accesibilidades al disolvente de aminoacidos de la region V pueden deducirse de la estructura tridimensional
conocida para fragmentos de anticuerpos humanos y murinos. Inicialmente, las FR de los dominios variables de una
molécula de anticuerpo de interés se comparan con secuencias de FR correspondientes de dominios variables
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humanos obtenidos de las fuentes anteriormente identificadas. Entonces, las regiones V humanas mas homologas
se comparan residuo a residuo con aminoacidos murinos correspondientes. Los residuos en la FR murina que se
diferencian del homodlogo humano se sustituyen con los residuos presentes en el resto humano usando técnicas
recombinantes muy conocidas en la técnica. El cambio de residuos solo se lleva a cabo con restos que estan al
menos parcialmente expuestos (accesibles al disolvente), y se tiene cuidado en la sustitucion de residuos de
aminoacidos que puedan tener un efecto significativo sobre la estructura terciaria de dominios de la regién V, tales
como prolina, glicina y aminoacidos cargados.

De este modo, los sitios de union a antigeno “inactivados” resultantes se disefian asi para retener los residuos de
CDR de roedor, los residuos sustancialmente adyacentes a las CDR, los residuos identificados como enterrados o
principalmente enterrados (inaccesibles al disolvente), los residuos que se cree que participan en contactos no
covalentes (por ejemplo, electrostaticos e hidréfobos) entre dominios de la cadena pesada vy ligera, y los residuos de
regiones estructurales conservadas de las FR que se cree que influyen en las estructuras terciarias “canénigas” de
los bucles de CDR. Entonces, estos criterios de disefio se usan para preparar secuencias de nucleétidos
recombinantes que combinan las CDR de tanto la cadena pesada como ligera de un sitio de unién a antigeno en FR
que parecen humanas que pueden usarse para transfectar células de mamifero para la expresién de anticuerpos
humanos recombinantes que presentan la especificidad por antigenos de la molécula de anticuerpo de roedor.

Un procedimiento adicional para seleccionar anticuerpos que se unen especificamente a una proteina de unién a
TGF-beta o variante o fragmento de la misma es por expresion en fago. Véanse, por ejemplo, Winter y col., 1994
Annu. Rev. Immunol. 12:433-55; Burton y col., 1994 Adv. Immunol. 57:191-280. Pueden crearse bibliotecas
combinatorias de genes de regiones variables de inmunoglobulina humanas o murinas en vectores de fago que
pueden cribarse para seleccionar fragmentos de Ig (Fab, Fv, sFv, o multimeros de los mismos) que se unen
especificamente a proteina de unién a TGF-beta o variante o fragmento de la misma. Véanse, por ejemplo, la
patente de EE.UU. n° 5.223.409; William D. Huse y col., “Generation of a Large Combinational Library of the
Immunoglobulin Repertoire in Phage Lambda”, Science 246:1275-1281, diciembre de 1989; véanse también L.
Sastry y col., “Cloning of the Immunological Repertoire in Escherichia coli for Generation of Monoclonal Catalytic
Antibodies: Construction of a Heavy Chain Variable Region-Specific cDNA Library”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86:5728-5732, agosto de 1989; véanse también Michelle Alting-Mees y col., “Monoclonal Antibody Expression
Libraries: A Rapid Alternative to Hybridomas”, Strategies in Molecular Biology 3:1-9, enero de 1990; Kang y col.,
1991 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4363-66; Hoogenboom y col., 1992 J. Molec. Biol. 227:381-388; Schlebusch y
col., 1997 Hybridoma 16:47-52 y referencias citadas en su interior). Un sistema comercial esta disponible de
Stratagene (La Jolla, California) que permite la produccion de anticuerpos mediante técnicas recombinantes.
Brevemente, se aisla ARNm de una poblacion de linfocitos B y se utiliza para crear bibliotecas de expresion de
ADNCc de inmunoglobulina de la cadena pesada y ligera en los vectores AlmmunoZap(H) y AlmmunoZap(L). Placas
positivas pueden convertirse posteriormente en un plasmido no litico que permite la expresion de alto nivel de
fragmentos de anticuerpo monoclonal de E. coli. Alternativamente, una biblioteca que contiene una pluralidad de
secuencias de polinucleétidos que codifica fragmentos de la region variable de Ig puede insertarse en el genoma de
un bacteriéfago filamentoso, tal como M13 o una variante del mismo, en marco con la secuencia que codifica una
proteina de la envoltura de fago. Una proteina de fusién puede ser una fusién de la proteina de la envoltura con el
dominio de la region variable de la cadena ligera y/o con el dominio de la region variable de la cadena pesada.
Segun ciertas realizaciones, fragmentos Fab de inmunoglobulina también pueden expresarse en una particula de
fago (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n°® 5.698.426). Estos vectores pueden cribarse individualmente o co-
expresarse para formar fragmentos Fab o anticuerpos (véase Huse y col., arriba; véase también Sastry y col.,
arriba).

Similarmente, porciones o fragmentos, tales como fragmentos Fab y Fv, de anticuerpos también pueden construirse
utilizando digestion enzimatica convencional o técnicas de ADN recombinante para incorporar las regiones variables
de un gen que codifica un anticuerpo que se une especificamente. Dentro de una realizacion, los genes que
codifican la region variable de un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal de interés se amplifican usando
cebadores de nucledtidos para la region variable. Estos cebadores pueden sintetizarse por un experto habitual en la
materia, o pueden comprarse de fuentes comercialmente disponibles. Stratagene (La Jolla, California) comercializa
cebadores para regiones variables de ratéon y humanas que incluyen, entre otros, cebadores para regiones Vya, Vi,
VHe, VHa, Chi, VL Y CL. Estos cebadores pueden utilizarse para amplificar regiones variables de la cadena pesada o
ligera, que pueden entonces insertarse en vectores tales como ImmunoZAP™ H o ImmunoZAP™ L (Stratagene),
respectivamente. Estos vectores pueden entonces introducirse en E. coli, levadura o sistemas basados en mamifero
para la expresion. Utilizando estas técnicas pueden producirse grandes cantidades de una proteina monocatenaria
que contienen una fusion de los dominios Vy y Vi (véase Bird y col., Science 242:423-426, 1988). Ademas, tales
técnicas pueden utilizarse para cambiar un “anticuerpo murino” a un anticuerpo “humano” sin alterar la especificidad
de unién del anticuerpo.

En ciertas realizaciones particulares de la invencién también pueden usarse bibliotecas de fagos combinatorias para
humanizacion de regiones variables no humanas. Véanse, por ejemplo, Rosok y col., 1996 J. Biol. Chem.
271:22611-18; Rader y col., 1998 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:8910-15. Una biblioteca de fagos puede cribarse
para seleccionar un fragmento de la regiéon variable de Ig de interés por procedimientos de inmunodeteccion
conocidos en la técnica y descritos en el presente documento, y la secuencia de ADN del gen de inmunoglobulina
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insertado en el fago asi seleccionado puede determinarse por técnicas convencionales. Véase, Sambrook y col.,
2001 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press. La secuencia codificante de Ig
seleccionada puede entonces clonarse en otro vector adecuado para la expresion del fragmento de Ig u,
opcionalmente, puede clonarse en un vector que contiene regiones constantes de lg, para la expresion de cadenas
de inmunoglobulina completas.

En ciertas oftras realizaciones, la invencion contempla anticuerpos especificos para SOST que son fragmentos
multimeros de anticuerpos. Metodologias Utiles se describen generalmente, por ejemplo, en Hayden y col. 1997,
Curr Opin. Immunol. 9:201-12; Coloma y col., 1997 Nat. Biotechnol. 15:159-63). Por ejemplo, pueden crearse
fragmentos multimeros de anticuerpos por técnicas de fago para formar minianticuerpos (patente de EE.UU. n° 5
910 573) o diacuerpos (Holliger y col., 1997, Cancer Immunol. Immunother. 45:128-130).

En ciertas realizaciones de la invenciéon, un anticuerpo especifico para SOST puede ser un anticuerpo que se
expresa como una proteina intracelular. Tales anticuerpos intracelulares también se denominan intracuerpos y
pueden comprender un fragmento Fab, o preferentemente comprenden un fragmento scFv (véase, por ejemplo,
Lecerf y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:4764-49 (2001). Las regiones estructurales que flanquean las regiones
CDR pueden modificarse para mejorar los niveles de expresion y solubilidad de un intracuerpo en un entorno
reductor intracelular (véase, por ejemplo, Worn y col., J. Biol. Chem. 275:2795-803 (2000)). Un intracuerpo puede
dirigirse a una localizacién celular particular u organulo, por ejemplo, construyendo un vector que comprende una
secuencia de polinucledtidos que codifica las regiones variables de un intracuerpo que puede fusionarse
operativamente con una secuencia de polinucleétidos que codifica un antigeno diana particular dentro de la célula
(véanse, por ejemplo, Graus-Porta y col., Mol. Cell Biol. 15:1182-91 (1995); Lener y col., Eur. J. Biochem. 267:1196-
205 (2000)). Un intracuerpo puede introducirse en una célula mediante una variedad de técnicas disponibles para el
experto que incluyen mediante un vector de terapia génica, o una mezcla de lipidos (por ejemplo, Provectin™
fabricado por Imgenex Corporation, San Diego, CA), o segun procedimientos de internalizacion fotoquimica.

La introduccién de mutaciones de aminoacidos en una molécula de inmunoglobulina especifica para una proteina de
unién a TGF-beta puede ser util para aumentar la especificidad o afinidad por proteina de unién a TGF-beta o para
alterar una funcién efectora. Inmunoglobulinas con mayor afinidad por proteina de union a TGF-beta pueden
generarse por mutagénesis dirigida a sitio de residuos particulares. El modelado molecular tridimensional asistido
por ordenador puede emplearse para identificar los residuos de aminoacidos que van a cambiarse, con el fin de
mejorar la afinidad por la proteina de unién a TGF-beta. Véase, por ejemplo, Mountain y col., 1992, Biotechnol.
Genet. Eng. Rev. 10: 1-142. Alternativamente, pueden generarse bibliotecas combinatorias de CDR en fago M13 y
cribarse para fragmentos de inmunoglobulina con afinidad mejorada. Véanse, por ejemplo, Glaser y col., 1992, J.
Immunol. 149:3903-3913; Barbas y col., 1994 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:3809-13; patente de EE.UU n°
5.792.456.

También pueden alterarse las funciones efectoras por mutagénesis dirigida a sitio. Véanse, por ejemplo, Duncan y
col., 1988 Nature 332:563-64; Morgan y col., 1995 Immunology 86:319-24; Eghtedarzedeh-Kondri y col., 1997
Biotechiques 23:830-34. Por ejemplo, la mutaciéon del sitio de glucosilacion sobre la porcion de Fc de la
inmunoglobulina puede alterar la capacidad de la inmunoglobulina para fijar el complemento. Véase, por ejemplo,
Wright y col., 1997 Trends Biotechnol. 15:26-32. Otras mutaciones en los dominios de la regién constante pueden
alterar la capacidad de la inmunoglobulina para fijar el complemento, o para efectuar citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo. Véanse, por ejemplo, Duncan y col., 1988 Nature 332:563-64; Morgan y col., 1995
Immunology 86:319-24; Sensel y col., 1997 Mol. Immunol. 34:1019-29.

Segun ciertas realizaciones, regiones variables de la cadena pesada y cadena ligera no humanas, humanas o
humanizadas de cualquiera de las moléculas de |g descritas en el presente documento pueden construirse como
fragmentos de polipéptidos monocatenarios Fv (scFv) (anticuerpos monocatenarios). Véanse, por ejemplo, Bird y
col., 1988 Science 242:423-426; Huston y col., 1988 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883. Pueden generarse
proteinas de fusion de scFv multifuncionales enlazando una secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido
scFv en marco con al menos una secuencia de polinucleétidos que codifica cualquiera de una variedad de proteinas
efectoras conocidas. Estos procedimientos se conocen en la técnica y se desvelan, por ejemplo, en el documento
EPB1-0318554, patente de EE.UU. n° 5.132.405, patente de EE.UU. n° 5.091.513 y patente de EE.UU. n°
5.476.786. Proteinas efectoras a modo de ejemplo pueden incluir secuencias de la region constante de
inmunoglobulina. Véase, por ejemplo, Hollenbaugh y col., 1995 J. Immunol. Methods 188:1-7. Otros ejemplos de
proteinas efectoras son enzimas. Como ejemplo no limitante, una enzima tal puede proporcionar una actividad
biolégica para fines terapéuticos (véase, por ejemplo, Siemers y col., 1997 Bioconjug. Chem. 8:510-19), o puede
proporcionar una actividad detectable, tal como conversién catalizada por peroxidasa de rabano picante de distintos
sustratos muy conocidos en un producto detectable, para usos de diagndstico. Todavia otros ejemplos de proteinas
de fusién de scFv incluyen fusiones de Ig-toxina, o inmunotoxinas, donde el polipéptido de scFv esta enlazado con
una toxina.

scFv o cualquier fragmento de anticuerpo descrito en el presente documento puede fusionarse, en ciertas

realizaciones, con dominios de péptido o de polipéptido que permiten la deteccion de la unién especifica entre la
proteina de fusién y el antigeno (por ejemplo, una proteina de uniéon a TGF-beta). Por ejemplo, el dominio de
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polipéptidos de fusién puede ser un polipéptido de marca de afinidad para detectar la unién de la proteina de fusion
de scFv a una proteina de unién a TGF-beta por cualquiera de una variedad de técnicas con las que aquellos
expertos en la materia estaran familiarizados. Ejemplos de una marca de péptido incluyen avidina, estreptavidina o
His (por ejemplo, polihistidina). Técnicas de detecciéon también pueden incluir, por ejemplo, unién de una proteina de
fusion de avidina o estreptavidina a biotina o a una secuencia mimética de biotina (véase, por ejemplo, Luo y col.,
1998 J. Biotechnol. 65:225 y referencias citadas en su interior), modificacion covalente directa de una proteina de
fusion con un resto detectable (por ejemplo, un resto de marcado), unién no covalente de la proteina de fusion con
una molécula indicadora marcada especifica, modificacion enzimatica de un sustrato detectable por una proteina de
fusion que incluye una parte que tiene actividad enzimatica, o inmovilizaciéon (covalente o no covalente) de la
proteina de fusién sobre un soporte de fase soélida. Otros polipéptidos de afinidad utiles para la construccion de
proteinas de fusion de scFv pueden incluir proteinas de fusion de estreptavidina, como se desvela, por ejemplo, en
los documentos WO 89/03422, U.S. 5.489.528, U.S. 5.672.691, WO 93/24631, U.S. 5.168.049, U.S. 5.272.254;
proteinas de fusién de avidina (véase, por ejemplo, el documento EP 511.747); una enzima tal como glutation-S-
transferasa; y polipéptido de proteina A de Staphylococcus aureus.

Los polinucledtidos que codifican un anticuerpo o fragmento del mismo que se unen especificamente a una proteina
de union a TGF-beta, como se describe en el presente documento, pueden propagarse y expresarse segun
cualquiera de una variedad de procedimientos muy conocidos para escision, ligacion, transformacion y transfeccion
de acido nucleico usando cualquier nimero de vectores de expresidn conocidos. Asi, en ciertas realizaciones, la
expresion de un fragmento de anticuerpo puede preferirse en un huésped procariota tal como Escherichia coli
(véase, por ejemplo, Pluckthun y col., 1989 Methods Enzymol. 178:497-515). En ciertas otras realizaciones, la
expresion del anticuerpo o un fragmento del mismo puede preferirse en una célula huésped eucariota, que incluye
levadura (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe y Pichia pastoris), células animales
(incluyendo células de mamifero) o células vegetales. Ejemplos de células animales adecuadas incluyen, pero no se
limitan a, células de mieloma (tal como una linea de NSO de raton), COS, CHO o de hibridoma. Ejemplos de células
vegetales incluyen células de tabaco, maiz, soja y arroz.

Una vez se han obtenido anticuerpos adecuados, pueden aislarse o purificarse por muchas técnicas muy conocidas
para aquellos expertos habituales en la materia (véase Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow y Lane (eds.), Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1988). Técnicas adecuadas incluyen columnas de afinidad de péptido o proteina
(incluyendo uso de anticuerpos anti-region constante unidos a la matriz de la columna), HPLC o RP-HPLC,
purificacién sobre columnas de proteina A o proteina G, o cualquier combinaciéon de estas técnicas.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

La presente invencidon también proporciona una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno de la invencidon y un vehiculo fisioldgicamente aceptable. Generalmente, tales
vehiculos deben ser no toxicos para los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas.
Generalmente, la preparacion de tales composiciones implica combinar el agente terapéutico con tampones,
antioxidantes tales como acido ascorbico, polipéptidos de bajo peso molecular (inferior a aproximadamente 10
residuos), proteinas, aminoacidos, hidratos de carbono que incluyen glucosa, maltosa, sacarosa o dextrinas,
agentes quelantes tales como EDTA, glutation y otros estabilizadores y excipientes. Solucion salina tamponada
neutra o solucién salina mezclada con albumina de suero no especifica son diluyentes apropiados a modo de
ejemplo.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon pueden prepararse para administracion mediante una
variedad de vias diferentes. En general, el tipo de vehiculo se selecciona basandose en el modo de administracion.
Las composiciones farmacéuticas pueden formularse para cualquier modo apropiado de administracion, que incluye,
por ejemplo, administraciéon tépica, oral, nasal, intratecal, rectal, vaginal, sublingual o parenteral, que incluye
inyeccion o infusién subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraesternal, intracavernosa, intrameatal o intrauretral.
Una composicion farmacéutica (por ejemplo, para administracion por via oral o administracion por inyeccion) puede
estar en forma de un liquido (por ejemplo, un elixir, jarabe, disolucién, emulsién o suspension). Una composicion
farmacéutica liquida puede incluir, por ejemplo, uno o mas de los siguientes: diluyentes estériles tales como agua
para inyeccion, solucién salina, preferentemente solucion salina fisioldgica, disolucion de Ringer, cloruro sédico
isotonico, aceites no volatiles que pueden servir de disolvente o medio de suspension, polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros disolventes; agentes antibacterianos; antioxidantes; agentes quelantes; tampones tales como
acetatos, citratos o fosfatos, y agentes para el ajuste de la tonicidad tales como cloruro sédico o dextrosa. Una
preparacion parenteral puede encerrarse en ampollas, jeringuillas desechables o viales de multiples dosis hechos de
vidrio o plastico. Se prefiere el uso de solucién salina fisiolégica, y una composicion farmacéutica inyectable es
preferentemente estéril.

Las composiciones descritas en el presente documento pueden formularse para liberacion sostenida (es decir, una
formulacion tal como una capsula o esponja que efectua una liberacion lenta del compuesto tras la administracion).
Tales composiciones pueden prepararse generalmente usando tecnologia muy conocida y administrarse por, por
ejemplo, implantacioén oral, rectal o subcutanea, o por implantacion en el sitio diana deseado. Las formulaciones de
liberacion sostenida pueden contener un agente dispersado en una matriz de vehiculo y/o contenido dentro de un
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recipiente rodeado por una membrana que controla la tasa. Vehiculos para su uso dentro de tales formulaciones son
biocompatibles, y también pueden ser biodegradables; preferentemente, la formulaciéon proporciona un nivel
relativamente constante de liberacién de componente activo. La cantidad de compuesto activo contenido dentro de
una formulacidon de liberacion sostenida depende del sitio de implantacion, la tasa y duracion esperada de la
liberacion y la naturaleza de la afeccidon que va a tratarse o prevenirse. Vehiculos Utiles ilustrativos a este respecto
incluyen microparticulas de poli(lactida-co-glicolida), poliacrilato, latex, almidén, celulosa, dextrano y similares. Otros
vehiculos de liberacion retardada ilustrativos incluyen biovectores supramoleculares, que comprenden un nucleo
hidréfilo no liquido (por ejemplo, un polisacarido u oligosacarido reticulado) y, opcionalmente, una capa externa que
comprende un compuesto anfifilico, tal como un fosfolipido (véanse, por ejemplo, la patente de EE.UU. n° 5.151.254
y las solicitudes PCT WO 94/20078, WO/94/23701 y WO 96/06638).

En ofra realizacion ilustrativa, microesferas biodegradables (por ejemplo, polilactato-poliglicolato) se emplean como
vehiculos para las composiciones de la presente invencion. Microesferas biodegradables adecuadas se desvelan,
por ejemplo, en las patentes de EE.UU. n® 4.897.268; 5.075.109; 5.928.647; 5.811.128; 5.820.883; 5.853.763;
5.814.344, 5.407.609 y 5.942.252. Sistemas de vehiculo para proteinas Core de hepatitis B modificadas, tal como se
describen en el documento WO/99 40934, y referencias citadas en su interior, también seran utiles para muchas
aplicaciones. Otro sistema de vehiculo/administracion ilustrativo emplea un vehiculo que comprende complejos de
particula-proteina tales como aquellos descritos en la patente de EE.UU. n° 5.928.647, que pueden inducir
respuestas de linfocitos T citotdxicos restringidos a la clase | en un huésped.

En otra realizacion ilustrativa, las particulas de nucleo de fosfato de calcio se emplean como vehiculos o como
matrices de liberacién controlada para las composiciones de la presente invencion. Particulas de fosfato de calcio a
modo de ejemplo se desvelan, por ejemplo, en la solicitud de patente publicada n® WO/0046147.

El desarrollo de pautas de dosificacion y de tratamiento adecuadas para usar las composiciones particulares
descritas en el presente documento en una variedad de pautas de tratamiento que incluyen, por ejemplo,
administracion y formulacion oral, parenteral, intravenosa, intranasal e intramuscular, es muy conocido en la técnica,
algunas de las cuales se tratan brevemente mas adelante para fines generales de ilustracion.

En ciertas aplicaciones, las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento pueden
administrarse por administracion por via oral a un animal. Como tales, estas composiciones pueden formularse con
un diluyente inerte o con un vehiculo comestible asimilable, o pueden encerrarse en capsula de gelatina de vaina
dura o blanda, o pueden comprimirse en comprimidos, o pueden incorporarse directamente con la comida de la
dieta.

En ciertas circunstancias sera deseable administrar las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente
documento parenteralmente, intravenosamente, intramuscularmente, o incluso intraperitonealmente. Tales enfoques
son muy conocidos para el experto, algunos de los cuales se describen adicionalmente, por ejemplo, en la patente
de EE.UU. n° 5.543.158; la patente de EE.UU. n° 5.641.515 y la patente de EE.UU. n°® 5.399.363. En ciertas
realizaciones, disoluciones de los compuestos activos como base libre o sales farmacolégicamente aceptables
pueden prepararse en agua adecuadamente mezcladas con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. También
pueden prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos y en aceites. Bajo
condiciones habituales de almacenamiento y uso, estas preparaciones generalmente contendran un conservante
para prevenir el crecimiento de microorganismos.

Formas farmacéuticas ilustrativas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones o dispersiones acuosas
estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables estériles
(por ejemplo, véase la patente de EE.UU. n°® 5.466.468). En todos los casos, la forma debe ser estéril y debe ser
fluida hasta el punto de que exista facil jeringabilidad. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento y debe preservarse contra la acciéon contaminante de microorganismos, tales como bacterias y
hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos y/o
aceites vegetales. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, por el uso de un recubrimiento, tal como
lecitina, por el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y/o por el uso de
tensioactivos. La prevencion de la acciéon de microorganismos puede facilitarse por diversos agentes antibacterianos
y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal y similares. En muchos casos
sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azicares o cloruro soédico. La absorcion prolongada de las
composiciones inyectables puede provocarse por el uso en las composiciones de agentes que retardan la absorcion,
por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

En una realizaciéon, para administracién parenteral en una disolucién acuosa, la disolucién debe estar
adecuadamente tamponada, si fuera necesaria, y el diluyente liquido convertirse primero en isoténico con suficiente
solucién salina o glucosa. Estas disoluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para
administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. A este respecto, un medio acuoso estéril
que puede emplearse sera conocido para aquellos expertos en la materia en vista de la presente divulgacion. Por
ejemplo, una dosificacion puede disolverse en 1 ml de disolucion de NaCl isoténica y tanto afiadirse a 1000 ml de
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fluido de hipodermoclisis como inyectarse en el sitio de infusion propuesto (véase, por ejemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, 152 ed., pag. 1035-1038 y 1570-1580). Alguna variacién en la dosificacion se producira
necesariamente dependiendo de la afeccion del sujeto que esta tratandose. Ademas, para administracion humana,
las preparaciones cumpliran por supuesto preferentemente la esterilidad, pirogenicidad y los patrones de seguridad y
pureza generales segun se requiera por la Oficina de la FDA de patrones bioldgicos.

En otra realizaciéon de la invencion, las composiciones desveladas en el presente documento pueden formularse en
una forma neutra o de sal. Sales farmacéuticamente aceptables ilustrativas incluyen las sales de adicion de acido
(formadas con los grupos amino libres de la proteina) y que se forman con acidos inorganicos tales como, por
ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o tales acidos organicos como acético, oxalico, tartarico, mandélico y
similares. Sales formadas con los grupos carboxilo libres también pueden derivarse de bases inorganicas tales
como, por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico, y tales bases organicas como
isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares. Tras la formulacion, las disoluciones se administraran
de un modo compatible con la formulacién de dosificacion y en cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz.

Los vehiculos pueden comprender ademas todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion, vehiculos,
recubrimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y que retrasan la absorcion,
tampones, disoluciones de vehiculo, suspensiones, coloides y similares. El uso de tales medios y agentes para
sustancias activas farmacéuticas es muy conocido en la técnica. Excepto en tanto que cualquier medio o agente
convencional sea incompatible con el principio activo, su uso en las composiciones terapéuticas se contempla.
Principios activos suplementarios también pueden incorporarse en las composiciones. EI término
“farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades y composiciones moleculares que no producen una reaccion
alérgica o inadecuada similar cuando se administran a un ser humano.

En ciertas realizaciones, liposomas, nanocapsulas, microparticulas, particulas de lipidos, vesiculas y similares se
usan para la introduccioén de las composiciones de la presente invencion en células huésped/organismos adecuados.
En particular, las composiciones de la presente invencién pueden formularse para la administracion tanto
encapsulada en una particula de lipido, un liposoma, una vesicula, una nanoesfera como una nanoparticula o
similares. Alternativamente, las composiciones de la presente invenciéon pueden unirse, tanto covalentemente como
no covalentemente, a la superficie de tales vehiculos de excipiente.

La formacion y uso de preparaciones de liposoma y similares a liposoma como posibles vehiculos de farmaco se
conoce generalmente para aquellos expertos en la materia (véanse, por ejemplo, Lasic, Trends Biotechnol.
16(7):307-21, 1998; Takakura, Nippon Rinsho 56(3):691-95, 1998; Chandran y col., Indian J. Exp. Biol. 35(8):801-09,
1997; Margalit, Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 12(2-3):233-61, 1995; patente de EE.UU. n° 5.567.434; patente de
EE.UU. n° 5.552.157; patente de EE.UU. n° 5.565.213; patente de EE.UU. n° 5.738.868 y patente de EE.UU. n°
5.795.587.

Los liposomas se han usado satisfactoriamente con varios tipos de células que son normalmente dificiles de
transfectar por otros procedimientos, que incluyen suspensiones de linfocitos T, cultivos de hepatocitos primarios y
células PC 12 (Renneisen y col., J. Biol. Chem. 265(27):16337-42, 1990; Muller y col., DNA Cell Biol. 9(3):221-29,
1990). Ademas, los liposomas estan libres de limitaciones de longitud de ADN que son tipicas de sistemas de
administracion basados en virus. Los liposomas se han usado eficazmente para introducir genes, diversos farmacos,
agentes radioterapéuticos, enzimas, virus, factores de transcripcion, efectores alostéricos y similares, en una
variedad de lineas de células cultivadas y animales. Ademas, el uso de liposomas no parece estar asociado a
respuestas autoinmunitarias o citotoxicidad inaceptable después de la administracién sistémica.

En ciertas realizaciones, los liposomas se forman a partir de fosfolipidos que se dispersan en un medio acuoso y
forman espontaneamente vesiculas de bicapa concéntrica multilaminar (también se llaman vesiculas multilaminares
(MLV)).

Alternativamente, en otras realizaciones, la invencién proporciona formulaciones de nanocapsula farmacéuticamente
aceptables de las composiciones de la presente invencidon. Las nanocapsulas pueden atrapar generalmente
compuestos en una forma estable y reproducible (véase, por ejemplo, Quintanar-Guerrero y col., Drug Dev. Ind.
Pharm. 24(12):1113-28, 1998). Para evitar efectos secundarios debido a sobrecarga polimérica intracelular, tales
particulas ultrafinas (de tamafio aproximadamente 0,1 um) pueden disefiarse usando polimeros capaces de
degradarse in vivo. Tales particulas pueden prepararse como se describe, por ejemplo, por Couvreur y col., Crit.
Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 5(1):1-20, 1988; zur Muhlen y col., Eur. J. Pharm. Biopharm. 45(2):149-55, 1998;
Zambaux y col., J. Controlled Release 50(1-3):31-40, 1998; y la patente de EE.UU. n° 5.145.684.

Ademas, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden disponerse dentro de recipientes, junto
con material de envasado que proporciona instrucciones referentes al uso de tales composiciones farmacéuticas.
Generalmente, tales instrucciones incluirdn una expresion tangible que describe la concentracién de reactivo,
ademas de dentro de ciertas realizaciones, cantidades relativas de componentes o diluyentes de excipientes (por
ejemplo, agua, solucién salina o PBS) que pueden ser necesarias para reconstituir la composicion farmacéutica.
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TRATAMIENTO La presente invencion también proporciona aumentar el contenido mineral y la densidad mineral de
hueso. Brevemente, numerosas condiciones producen la pérdida de contenido mineral 6seo que incluyen, por
ejemplo, enfermedad, predisposicién genética, accidentes que producen la falta de uso de hueso (por ejemplo,
debido a fractura), terapéuticos que efectian la resorcion ésea, o que destruyen células formadoras de hueso y
envejecimiento normal. Mediante el uso de las moléculas descritas en el presente documento que inhiben la proteina
de union a TGF-beta que se une a un miembro de la familia de TGF-beta, tales afecciones pueden tratarse o
prevenirse. Como se utiliza en el presente documento, debe entenderse que el contenido mineral 6seo se ha
aumentado si el contenido mineral 6seo se ha aumentado de un modo estadisticamente significativo (por ejemplo,
mas de la mitad de la desviacion estandar), en un sitio seleccionado.

Una amplia variedad de afecciones que producen pérdida de contenido mineral éseo pueden tratarse con las
moléculas descritas en el presente documento. Pacientes con tales afecciones pueden identificarse mediante
diagnéstico clinico utilizando técnicas muy conocidas (véase, por ejemplo, Harrison's Principles of Internal Medicine,
McGraw-Hill, Inc.). Ejemplos representativos de enfermedades que pueden tratarse incluyeron displasias, donde hay
crecimiento o desarrollo anormal de hueso. Ejemplos representativos de tales afecciones incluyen acondroplasia,
disostosis cleidocraneal, encondromatosis, displasia fibrosa, enfermedad de Gaucher, raquitismo hipofosfatémico,
sindrome de Marfan, exostosis mlltiple hereditaria, neurofibromatosis, osteogénesis imperfecta, osteopetrosis o
osteopoiquilosis, lesiones esclerdticas, fracturas, enfermedad periodontal, pseudoartrosis y osteomielitis piogénica.

Otras afecciones que pueden tratarse o prevenirse incluyen una amplia variedad de causas de osteopenia (es decir,
una afeccién que produce mas de una desviacion estandar del contenido o densidad mineral 6seo inferior al
contenido mineral esquelético pico en la juventud). Ejemplos representativos de tales afecciones incluyen estados
anémicos, afecciones producidas por esteroides, afecciones producidas por heparina, trastornos de la médula ésea,
hipovitaminosis C, desnutricion, deficiencia de calcio, osteoporosis idiopatica, osteopenia u osteoporosis congénita,
alcoholismo, enfermedad hepatica cronica, senilidad, estado posmenopausico, oligomenorrea, amenorrea,
embarazo, diabetes mellitus, hipertiroidismo, enfermedad de Cushing, acromegalia, hipogonadismo, inmovilizacion o
inactividad, sindrome de distrofia simpatica refleja, osteoporosis regional transitoria y osteomalacia.

Ejemplos de animales de sangre caliente que pueden tratarse incluyen tanto vertebrados como mamiferos, que
incluyen, por ejemplo, seres humanos, caballos, vacas, cerdos, ovejas, perros, gatos, ratas y ratones.

La determinacion del elevado contenido mineral 6seo puede determinarse directamente mediante el uso de rayos X
(por ejemplo, absorciometria de rayos X de doble energia o “DEXA”) o por inferencia mediante marcadores de
renovacion Osea (tales como fosfatasa alcalina especifica para osteoblastos, osteocalcina, propéptido de
procolageno C' tipo 1 (PICP) y fosfatasa alcalina total; véase Comier, C., Curr. Opin. in Rheu. 7:243, 1995), o por
marcadores de resorcion osea (piridinolina, desoxipiridinolina, N-telopéptido, hidroxiprolina urinaria, fosfatasas
acidas resistentes a tartrato en plasma y galactosil hidroxilisina; véase Comier, arriba). La cantidad de masa 6sea
también puede calcularse a partir de los pesos corporales o por otros procedimientos conocidos en la técnica (véase
Guinness-Hey, Metab. Bone Dis. and Relat. Res. 5:177-181, 1984).

Como sera evidente para un experto en la materia, la cantidad y frecuencia de administraciéon dependera, por
supuesto, de factores tales como la naturaleza y gravedad de la indicacion que esta tratandose, la respuesta
deseada, la condicion del paciente, etc. Normalmente, las composiciones pueden administrarse mediante una
variedad de técnicas, como se observa anteriormente.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion y no a modo de limitacion.
Ejemplos

EJEMPLO 1

MAPAS DE ESCLEROSTEOSIS PARA EL BRAZO LARGO DEL CROMOSOMA 17 HUMANO

El mapeo genético de los responsables del defecto de esclerosteosis en seres humanos localizé el gen responsable
de este trastorno en la region del cromosoma 17 humano que codifica un novedoso miembro de la familia de
proteina de unién a TGF-beta. En esclerosteosis, el hueso esquelético muestra un aumento sustancial en la
densidad mineral con respecto a la de individuos sin afectar. EI hueso en la cabeza también muestra
sobrecrecimiento. Los pacientes con esclerosteosis estan generalmente sanos, aunque pueden presentar grados
variables de sindactilia al nacer y grados variables de compresion craneal y compresion nerviosa en el craneo.

El analisis de enlace del defecto génico asociado a esclerosteosis se realizd aplicando el procedimiento de mapeo
de homocigosidad a muestras de ADN recogido de 24 familias africanas sudafricanos en las que se produjo la
enfermedad (Sheffield y col., 1994, Human Molecular Genetics 3:1331-1335. “Identification of a Bardet-Biedl
syndrome locus on chromosome 3 and evaluation of an efficient approach to homozygosity mapping”). La poblacién
africana de Sudafrica es genéticamente homogénea; la poblacion es descendiente de un pequefio nimero de
fundadores que colonizaron el area hace varios siglos, y se ha aislado por barreras geograficas y sociales desde la
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fundacion. La esclerosteosis es rara en todas las partes en el mundo fuera de la comunidad africana, que sugiere
que una mutacion en el gen estaba presente en la poblacion fundadora y desde entonces ha aumentado en nimero
junto con el aumento en la poblacién. El uso de mapeo de homocigosidad se basa en la suposicion de que es
probable que los marcadores de mapeo de ADN adyacentes a una mutacion recesiva sean homocigéticos en
individuos afectados de familias consanguineas y poblaciones aisladas.

Un conjunto de 371 marcadores de microsatélite (Research Genetics, conjunto 6) de los cromosomas autosémicos
se selecciono para tipar conjuntos de ADN de muestras de pacientes con esclerosteosis. Las muestras de ADN para
este analisis procedieron de 29 pacientes con esclerosteosis en 24 familias, 59 miembros de la familia sin afectar y
un conjunto de individuos de control sin parentesco de la misma poblacién. Los conjuntos consistieron en 4-6
individuos, tanto individuos afectados, individuos afectados de familias consanguineas, padres y hermanos sin
afectar, como controles sin parentesco. En los conjuntos de individuos sin parentesco y en la mayoria de los
conjuntos con individuos afectados o miembros de la familia, el analisis de los marcadores mostré varios tamafios de
alelo para cada marcador. Un marcador, D17S1299, mostré una indicacion de homocigosidad: una banda en varios
de los conjuntos de individuos afectados.

Las 24 familias con esclerosteosis se tiparon con un total de 19 marcadores en la regién de D17S1299 (en 17q12-
g21). Se mostré que los individuos afectados de cada familia eran homocigéticos en esta region, y 25 de los 29
individuos eran homocigoéticos para un haplotipo de nucleo; cada uno tuvo los mismos alelos entre D17S1787 y
D17S930. Los otros cuatro individuos tuvieron un cromosoma que coincidié con este haplotipo y un segundo que no.
En resumen, los datos sugirieron convincentemente que esta region de 3 megabases contuvo la mutacion de la
esclerosteosis. El andlisis de secuencias de la mayoria de los exones en esta region de 3 megabases identificé una
mutacién terminadora en la novedosa secuencia codificante de proteinas de unién a TGF-beta (la mutacion C>T en
la posicién 117 de SEC ID N° 1 produce un codon de terminacion). Se mostré que esta mutacion era Unica para
pacientes con esclerosteosis y portadores de descendientes africanos. La identidad del gen se confirmé
adicionalmente identificando una mutacién en su intrén (la mutacion A>T en la posicion +3 del intron) que produce
procesamiento de ARNm inapropiado en un Unico paciente sin parentesco con esclerosteosis diagnosticada.

EJEMPLO 2
ESPECIFICIDAD POR TEJIDO DE LA EXPRESION GENICA DE PROTEINA DE UNION A TGF-BETA
A. Expresion del gen Beer humano por RT-PCR:

Se prepar6 ADNc de la primera cadena a partir de las siguientes muestras de ARN total usando un kit
comercialmente disponible (“Superscript Preamplification System for First-Strand cDNA Synthesis”, Life
Technologies, Rockville, MD): cerebro humano, higado humano, bazo humano, timo humano, placenta humana,
musculo esquelético humano, tiroides humana, pituitaria humana, osteoblasto humano (NHOst de Clonetics Corp.,
San Diego, CA), linea celular de osteosarcoma humano (Saos-2, ATCC n° HTB-85), hueso humano, médula ésea
humana, cartilago humano, hueso de mono vervet, Saccharomyces cerevisiae y monocitos de sangre periférica
humana. Todas las muestras de ARN se compraron de una fuente comercial (Clontech, Palo Alto, CA), excepto los
siguientes que se prepararon internamente: osteoblasto humano, linea celular de osteosarcoma humano, hueso
humano, cartilago humano y hueso de mono vervet. Estas muestras de ARN internas se prepararon usando un kit
comercialmente disponible (“TRI Reagent”, Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH).

Se realiz6 PCR en estas muestras, y adicionalmente en una muestra genémica humana como control. El cebador de
oligonucledtidos de Beer de sentido directo tuvo la secuencia 5-CCGGAGCTGGAGAACAACAAG-3' (SEC ID N¢:
19). El cebador de oligonucledtidos de Beer de sentido inverso tuvo la secuencia 5'-GCACTGGCCGGAGCACACC-3'
(SEC ID N°: 20). Ademas, la PCR se realizé usando cebadores para el gen beta-actina humano, como control. El
cebador de oligonucledtidos de beta-actina de sentido directo tuvo la  secuencia 5-
AGGCCAACCGCGAGAAGATGACC-3' (SEC ID N°: 21). El cebador de oligonucledtidos de beta-actina de sentido
inverso tuvo la secuencia 5-GAAGTCCAGGGCGACGTAGCA-3' (SEC ID N° 22). La PCR se realiz6 usando
condiciones convencionales en reacciones de 25 ul, con una temperatura de hibridacion de 61 grados Celsius. Se
realizaron treinta y dos ciclos de PCR con los cebadores de Beer y se realizaron veinticuatro ciclos con los
cebadores de beta-actina.

Tras la amplificacion, 12 ul de cada reaccién se analizaron por electroforesis en gel de agarosa y tincion con
bromuro de etidio. Véase la Figura 2A.

B. Hibridacion in situ de ARN de secciones de embrién de ratén:

El ADNc de Beer de ratén de longitud completa (SEC ID N° 11) se clond en el vector pCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad,
CA) en la direccidon no codificante y codificante usando el protocolo del fabricante. Se sintetizaron transcritos
codificantes y no codificantes de ARNc marcado con **S-alfa-GTP usando reactivos de transcripcion in vitro
suministrados por Ambion, Inc (Austin, TX). La hibridacién in situ se realizé segun los protocolos de Lyons y col. (J.
Cell Biol. 111:2427-2436, 1990).
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La sonda de ARNc de Beer de raton detectdé un mensajero especifico expresado en el tubo neural, yemas de
extremidades, vasos sanguineos y cartilagos osificantes de embriones de ratén en desarrollo. El panel A en la
Figura 3 muestra la expresion en la cresta ectodérmica apical (aer) de la yema (1) de extremidades, vasos
sanguineos (bv) y el tubo neural (nt). El panel B muestra la expresion en el 4° ventriculo del cerebro (4). El panel C
muestra la expresion en las vertebras cervicales (cv) de mandibula (ma), hueso occipital (oc), paladar (pa) y un vaso
sanguineo (bv). El panel D muestra la expresion en las costillas (r) y una valvula del corazén (va). El panel A es una
seccion transversal de embridon de 10,5 dpc. El panel B es una seccion sagital de embrién de 12,5 dpc y los paneles
C y D son secciones sagitales de embriones de 15,5 dpc.

ba= arco branquial, h= corazén, te= telencéfalo (prosencéfalo), b= cerebro, f= masa frontonasal, g= intestino, h=
corazén, j= mandibula, li= higado, lu= pulmén, ot= vesicula otica, ao=, sc= médula espinal, skm= musculo
esquelético, ns= seno nasal, th=timo, to= lengua, fl= extremidad anterior, di= diafragma

EJEMPLO 3
EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINA BEER RECOMBINANTE
A. Expresién en células COS-1:

La secuencia de ADN que codifica la proteina Beer humana de longitud completa se amplificd usando los siguientes
cebadores con oligonucledtidos de PCR: El cebador de oligonucledtidos de 5' tuvo la secuencia 5'-
AAGCTTGGTACCATGCAGCTCCCAC-3' (SEC ID N°: 23) y contuvo un sitio de enzima de restriccion Hindlll (en
negrita) seguido de 19 nucledtidos del gen Beer empezando 6 pares de bases antes del supuesto codén de
iniciacion del extremo amino (ATG). El cebador de oligonucleétidos de 3' tuvo la secuencia 5'-
AAGCTTCTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCGTAGGCGTTCTCCAGCT-3' (SEC ID N° 24) y contuvo un sitio
de enzima de restriccion Hindlll (en negrita) seguido de un codén de terminacion del complemento inverso (CTA),
seguido del complemento inverso del epitope FLAG (subrayado, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) flanqueado por el
complemento inverso de nucleétidos que codifica los 5 aminoacidos del extremo carboxi de Beer. El producto de
PCR se cloné por TA (“Original TA Cloning Kit”, Invitrogen, Carlsbad, CA) y los clones individuales se cribaron por
secuenciacion de ADN. Un clon de secuencia verificada se digirié entonces por Hindlll y se purificé sobre 1,5% de
gel de agarosa usando reactivos comercialmente disponibles (“QlAquick Gel Extraction Kit”, Qiagen Inc., Valencia,
CA). Este fragmento se ligd entonces al plasmido pcDNA3.1 tratado con fosfatasa digerido con Hindlll (Invitrogen,
Carlsbad, CA) con T4 ADN ligasa. Se transformaron DH10B de E. coli y se sembraron en LB, 100 ug/ml de placas
de ampicilina. Las colonias que llevan el recombinante deseado en la orientacién apropiada se identificaron por un
cribado basado en PCR usando un cebador de 5' correspondiente al promotor/sitio de cebado de T7 en pcDNA3.1 y
un cebador de 3' con la secuencia 5'-GCACTGGCCGGAGCACACC-3' (SEC ID N°: 25) que se corresponde con el
complemento inverso de la secuencia de BEER inversa. La secuencia del fragmento clonado se confirmé por
secuenciacion de ADN.

Se usaron células COS-1 (ATCC n°® CRL-1650) para la transfeccion. 50 ug del plasmido de expresion pADNc-Beer-
Flag se transfectaron usando un kit comercialmente disponible siguiendo los protocolos suministrados por el
fabricante (“DEAE-Dextran Transfection Kit”, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). El medio final tras la transfeccion
fue DMEM (Life Technologies, Rockville, MD) que contenia 0,1% de suero bovino fetal. Después de 4 dias en
cultivo, el medio se elimind. La expresion de BEER recombinante se analizé por SDS-PAGE y transferencia Western
usando anticuerpo monoclonal anti-FLAG® M2 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO). La purificaciéon de la proteina
BEER recombinante se realizé usando una columna de afinidad anti-FLAG M2 (“Mammalian Transient Expression
System”, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO). El perfil de la columna se analiz6 por SDS-PAGE vy transferencia
Western usando anticuerpo monoclonal anti-FLAG M2.

B. Expresién en células de insecto SF9:

La secuencia del gen Beer humano se amplificé usando PCR con condiciones convencionales y los siguientes
cebadores:

Cebador de sentido directo: 5-GTCGTCGGATCCATGGGGTGGCAGGCGTTCAAGAATGAT-3' (SEC ID N°: 26)
Cebador de sentido contrario: 5'-
GTCGTCAAGCTTCTACTTGTCATCGTCCTTGTAGTCGTAGGCGTTCTCCAGCTCGGC-3' (SEC ID N°: 27)

El ADNCc resultante contuvo la region codificante de Beer con dos modificaciones. La sefial de secrecion del extremo
N se elimin6 y una marca de epitope FLAG (Sigma) se fusioné en marco con el extremo C del inserto. Se afiadieron
los sitios de clonacién BamHI y Hindlll y el gen se subclono en vector pMelBac (Invitrogen) para la transferencia a un
vector de expresion baculoviral usando procedimientos convencionales.

Se prepararon baculovirus recombinantes que expresan proteina Beer usando el kit de transfeccién Bac-N-Blue
(Invitrogen) y se purificaron segun las instrucciones del fabricante.
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Células SF9 (Invitrogen) se mantuvieron en medio TNM_FH (Invitrogen) que contenia 10% de suero bovino fetal.
Para la expresion de proteinas, cultivos de SF9 en matraces con agitacion centrifuga se infectaron a una MOI
superior a 10. Diariamente se tomaron muestras del medio y células durante cinco dias, y la expresion de Beer se
monitorizd por transferencia Western usando un anticuerpo monoclonal anti-FLAG M2 (Sigma) o un antisuero
policlonal de conejo anti-Beer.

Después de cinco dias, las células SF9 infectadas con baculovirus se recogieron por centrifugacion y la proteina
asociada a células se extrajo del sedimento de células usando un tampdn de extraccion de alto contenido de sales
(NaCl 1,5 M, Tris 50 mM a pH 7,5). El extracto (20 ml por 300 ml de cultivo) se clarificd por centrifugacion, se dializd
tres veces contra cuatro litros de solucién salina tamponada con Tris (NaCl 150 mM, Tris 50 mM a pH 7,5) y se
clarific6 de nuevo por centrifugacion. Esta fraccion de alto contenido de sales se aplicé a heparina Hitrap
(Pharmacia; volumen de lecho de 5 ml), se lavé ampliamente con solucion salina tamponada con HEPES (HEPES
25 mM a 7,5, NaCl 150 mM) y las proteinas unidas se eluyeron con un gradiente de NaCl 150 mM a NaCl 1200 mM.
La elucion de Beer se observd a aproximadamente NaCl 800 mM. Las fracciones que contenian Beer se
complementaron con 10% de glicerol y DTT 1 mM y se congelaron a -80 °C.

EJEMPLO 4
PREPARACION Y PRUEBA DE ANTICUERPOS POLICLONALES PARA BEER, GREMLIN Y DAN
A. Preparacion de antigeno:

Las secuencias de ADN de Beer humana, Gremlin humana y Dan humana se amplificaron usando procedimientos
de PCR convencionales con los siguiente cebadores de oligonucledtidos:

Beer h.

Sentido: 5' -GACTTGGATCCCAGGGGTGGCAGGCGTIC- 3' (SEC ID N°: 28)
Antisentido: 5' -AGCATAAGCTICTAGTAGGCGTTCTCCAG- 3' (SEC ID N°: 29)
Gremlin h.

Sentido: 5' -GACTTGGATCCGAAGGGAAAAAGAAAGGG- 3' (SEC ID N°: 30)
Antisentido: 5' -AGCATAAGCTTTTAATCCAAATCGATGGA- 3' (SEC ID N°: 31)

Dan h.

Sentido: 5' -ACTACGAGCTCGGCCCCACCACCCATCAACAAG- 3' (SEC ID N°: 32)
Antisentido: 5' -ACTTAGAAGCTTTCAGTCCTCAGCCCCCTCTTCC-3' (SEC ID N°: 33)

En cada caso, los cebadores enumerados amplificaron la regién codificante entera menos la secuencia sefial de la
secrecién. Estos incluyen sitios de restriccién para subclonar en el vector de expresion bacteriano pQE-30 (Qiagen
Inc., Valencia, CA) en sitios BamHI/Hindlll para Beer y Gremlin, y sitios Sacl/Hindlll para Dan. pQE30 contiene una
secuencia codificante para una marca de 6x His en el extremo 5' de la regién de clonacion. Las construcciones
completadas se transformaron en la cepa de E. coli M-15/pRep (Qiagen Inc) y los clones individuales se verificaron
por secuenciacion. La expresion de proteinas en M-15/pRep y purificacion (marca de afinidad 6xHis que se une a Ni-
NTA acoplada a Sepharose) se realizaron como se describe por el fabricante (Qiagen, The QlAexpresionist).

La proteina Beer derivada de E. coli se recuperd en cantidad significativa usando solubilizacion en guanidina 6 M y
se dializé a 2-4 M para prevenir la precipitacion durante el almacenamiento. La proteina Gremlin y Dan se
recuperaron en mayor cantidad con solubilizacion en guanidina 6 M y una concentracion de guanidina
pospurificacién de 0,5 M.

B. Produccion y prueba de anticuerpos policlonales:

Se produjeron anticuerpos policlonales para cada uno de los tres antigenos en huéspedes de conejo y de pollo
usando protocolos convencionales (R & R Antibody, Stanwood, WA, protocolo convencional para la inmunizacion de
conejo y recuperacion de antisueros; Short Protocols in Molecular Biology. 22 edicién. 1992. 11.37-11.41.
Contributors Helen M. Cooper y Yvonne Paterson; se generaron antisueros de pollo con Strategic Biosolutions,
Ramona, CA).

Los antisueros de conejo y la fraccion de IgY de 6vulo de pollo se cribaron para actividad mediante transferencia
Western. Cada uno de los tres antigenos se separ6 por PAGE y se transfirié a nitrocelulosa de 0,45 um (Novex, San
Diego, CA). La membrana se corto en tiras, conteniendo cada tira aproximadamente 75 ng de antigeno. Las tiras se
bloquearon en 3% de Blotting Grade Block (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) y se lavaron 3 veces en 1X
solucion salina tamponada con Tris (TBS)/0,02% de tampon TWEEN. El anticuerpo primario (sangrados de
preinmunizacion, antisueros de conejo o IgY de 6vulo de pollo en diluciones que oscilan de 1:100 a 1:10.000 en
tampodn de bloqueo) se incubd con las tiras durante una hora con agitacion por balanceo suave. Una segunda serie
de tres lavados 1X TBS/0,02% de TWEEN fue seguida de incubacion de una hora con el anticuerpo secundario
(anti-conejo de burro conjugado con peroxidasa, Amersham Life Science, Piscataway, NJ; o anti-pollo de burro
conjugado con peroxidasa, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA). Se realizé un ciclo final de 3X lavados de
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1X TBS/0,02% de TWEEN vy las tiras se revelaron con sustrato de transferencia Western Lumi-Light (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania).
C. Prueba de reactividad cruzada de anticuerpos:

Tras el protocolo descrito en la seccidn previa, tiras de nitrocelulosa de Beer, Gremlin o Dan se incubaron con
diluciones (1:5000 y 1:10.000) de sus antisueros de conejo respectivos o IgY de évulo de pollo, ademas de con
antisueros o IgY de évulo de pollo (diluciones 1:1000 y 1:5000) preparadas para los dos antigenos restantes. Los
elevados niveles de anticuerpos no coincidentes se realizaron para detectar la unién de baja afinidad por aquellos
anticuerpos que pueden observarse solo a elevada concentracion. El protocolo y duracién del revelado es el mismo
que para los tres eventos de unién usando el protocolo descrito anteriormente. No se observo reactividad cruzada de
antigeno para ninguno de los antigenos probados.

EJEMPLO 5
INTERACCION DE BEER CON PROTEINAS DE LA SUPERFAMILIA DE TGF-BETA

La interaccion de Beer con proteinas de diferentes brazos filogenéticos de la superfamilia de TGF-p se estudio
usando procedimientos de inmunoprecipitacion. Se obtuvieron TGFB-1, TGFB-2, TGFB-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6 y
GDNF purificados de fuentes comerciales (R&D Systems; Mineapolis, MN). Un protocolo representativo es del
siguiente modo. Beer parcialmente purificada se dializd en solucién salina tamponada con HEPES (HEPES 25 mM
7,5, NaCl 150 mM). Las inmunoprecipitaciones se hicieron en 300 ul de tampén IP (NaCl 150 mM, Tris 25 mM a pH
7,5, EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 1,4 mM, 0,5% de Triton X 100 y 10% de glicerol). Se aplicaron 30 ng de proteina
BMP-5 humana recombinante (R&D Systems) a 15 ul de matriz de afinidad por FLAG (Sigma; St Louis MO) en
presencia y ausencia de 500 ng de Beer marcada con el epitope FLAG. Las proteinas se incubaron durante 4 horas
a 4 °C y luego las proteinas asociadas a la matriz de afinidad se lavaron 5 veces en tampén IP (1 ml por lavado). Las
proteinas unidas se eluyeron de la matriz de afinidad en 60 microlitros de 1X tampoén de muestra de SDS-PAGE. Las
proteinas se resolvieron por SDS-PAGE y BMP-5 asociada a Beer se detectd por transferencia Western usando
antisuero anti-BMP-5 (Research Diagnostics, Inc) (véase la Figura 5).

Ensayo de unién a ligando de BEER:

Se afiade proteina FLAG-Beer (20 ng) a 100 ul de PBS/0,2% de BSA y se adsorbe en cada pocillo de la placa de
microtitulacion de 96 pocillos previamente recubierta con anticuerpo monoclonal anti-FLAG (Sigma; St Louis MO) y
se bloquea con 10% de BSA en PBS. Esto se realiza a temperatura ambiente durante 60 minutos. Esta disolucién de
proteina se elimina y los pocillos se lavan para eliminar la proteina sin unir. Se afiade BMP-5 a cada pocillo en
concentraciones que oscilan de 10 pM a 500 nM en PBS/0,2% de BSA y se incuban durante 2 horas a temperatura
ambiente. La disolucién de unidn se elimina y la placa se lava tres veces con voliumenes de 200 ul de PBS/0,2% de
BSA. Entonces, los niveles de BMP-5 se detectan usando antisuero para BMP-5 mediante ELISA (F.M. Ausubel y
col. (1998) Current Protocols in Mol Biol. Vol 2 11.2.1-11.2.22). La unién especifica se calcula restando la unién no
especifica de la union total y se analiza por el programa LIGAND (Munson y Podbard, Anal. Biochem., 107, pag.
220-239, (1980).

En una variacion de este procedimiento, Beer se manipula y se expresa como una proteina de fusiéon de Fc humana.
Asimismo, el ligando BMP se manipula y se expresa como fusién de Fc de raton. Estas proteinas se incuban juntas
y el ensayo se realiza como se describe por Mellor y col. usando deteccion por fluorescencia resuelta en el tiempo
homogénea (G.W. Mellor y col., J of Biomol Screening, 3(2) 91-99,1998).

EJEMPLO 6

ENSAYO DE CRIBADO PARA LA INHIBICION DE LA UNION DE PROTEINA DE UNION A TGF-BETA A
MIEMBROS DE LA FAMILIA DE TGF-BETA

El ensayo descrito anteriormente se repite con dos excepciones. Primera, la concentracion de BMP se mantiene fija
a la Kd previamente determinada. Segunda, un conjunto de candidatos a antagonista se afiade a una concentracion
fija (20 uM en el caso de los conjuntos de moléculas organicas pequefias y 1 uM en estudios de anticuerpo). Estas
moléculas candidatas (antagonistas) de unién a proteina de uniéon a TGF-beta incluyen compuestos organicos
derivados de conjuntos comerciales o internos que representan diversas estructuras quimicas. Estos compuestos se
preparan como disoluciones madre en DMSO y se afiaden a los pocillos de ensayo a < 1% del volumen final bajo las
condiciones de ensayo convencionales. Estos se incuban durante 2 horas a temperatura ambiente con BMP y Beer,
la disolucion se elimina y la BMP unida se cuantifica como se ha descrito. Agentes que inhiben el 40% de la unién de
BMP observada en ausencia del compuesto o anticuerpo se consideran antagonistas de esta interaccién. Estos se
evallan adicionalmente como posibles inhibidores basandose en estudios de valoracion para determinar sus
constantes de inhibiciéon y su influencia sobre la afinidad de unién de proteinas de uniéon a TGF-beta. También
pueden realizarse ensayos de control de especificidad comparable para establecer el perfil de selectividad para el
antagonista identificado mediante estudios usando ensayos dependientes de la accion del ligando BMP (por
ejemplo, estudio de competencia de BMP/receptor de BMP).
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EJEMPLO 7
INHIBICION DE LA LOCALIZACION DE LA PROTEINA QUE SE UNE A TGF-BETA EN MATRIZ OSEA

La evaluacioén de la inhibicion de la localizacién en matriz ésea (hidroxiapatita) se realiza usando modificaciones al
procedimiento de Nicolas gNicoIas, V. Calcif Tissue Int 57:206, 1995). Brevemente, se prepara proteina de unién a
TGF-beta marcada con *° como se describe por Nicolas (arriba). Se afiade hidroxiapatita a cada pocillo de una
placa de microtitulacion de 96 pocillos equipada con una membrana de filtracion de polipropileno (Polyfiltroninc,
Weymouth MA). La proteina de union a TGF-beta se afiade a 0,2% de albumina en tampoén PBS. Los pocillos que
contienen matriz se lavan 3 veces con este tampon. La proteina de union a TGF-beta adsorbida se eluye usando
NaOH 0,3 M y se cuantifica.

La identificaciéon de inhibidores se realiza mediante incubaciéon de proteina de union a TGF-beta con moléculas de
prueba y aplicando la mezcla a la matriz como se ha descrito anteriormente. La matriz se lava 3 veces con 0,2% de
albumina en tampoén PBS. La proteina de union a TGF-beta adsorbida se eluye usando NaOH 0,3 M y se cuantifica.
Agentes que inhiben el 40% de la unién de proteina de union a TGF-beta observada en ausencia de compuesto o
anticuerpo se consideran inhibidores de la localizacién ésea. Estos inhibidores se caracterizan adicionalmente por
estudios de respuesta a dosis para determinar sus constantes de inhibicion y su influencia sobre la afinidad de unién
a proteina de union a TGF-beta.

EJEMPLO 8
CONSTRUCCION DE MUTANTE DE PROTEINA DE UNION A TGF-BETA
A. Mutagénesis:

Un ADNc de proteina de unién a TGF-beta de longitud completa en pBluescript SK sirve de molde para
mutagénesis. Brevemente, cebadores apropiados (véase la discusion proporcionada anteriormente) se utilizan para
generar el fragmento de ADN por reaccion en cadena de la polimerasa usando ADN polimerasa Vent (New England
Biolabs, Beverly, MA). La reaccion en cadena de la polimerasa se ejecuta durante 23 ciclos en tampones
proporcionados por el fabricante usando una temperatura de hibridaciéon de 57 °C. El producto se expone entonces a
dos enzimas de restriccion y, después del aislamiento usando electroforesis en gel de agarosa, se liga de nuevo a
pRBP4-503 del que se habia eliminado la secuencia de apareamiento por digestidon enzimatica. La integridad del
mutante se verifica por secuenciacién de ADN.

B. Expresion y aislamiento de células de mamifero de proteina de unién a TGF-beta mutante:

Los ADNc de proteina de unién a TGF-beta mutante se transfieren al vector de expresion de mamifero pcDNA3.1
descrito en el Ejemplo 3. Después de verificar la secuencia, las construcciones resultantes se transfectan en células
COS-1, y la proteina secretada se purifica como se describe en el EJEMPLO 3.

EJEMPLO 9
MODELOS ANIMALES - |
GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS QUE EXPRESAN EN EXCESO EL GEN BEER

El clon de BAC de ~200 kilobases (kb) 15G5, aislado de la biblioteca de ADN gendmico de ratén CITB (distribuida
por Research Genetics, Huntsville, AL), se usé para determinar la secuencia completa del gen Beer de ratén y sus
regiones flanqueantes de 5' y 3'. Un fragmento Sall de 41 kb, que contiene el cuerpo del gen entero, mas ~17 kb de
secuencia flanqueante de 5' y ~20 kb de secuencia flanqueante de 3', se subcloné en el sitio BamHI del vector de
césmido SuperCosl (Stratagene, La Jolla, CA) y se propago en la cepa de E. coli DH10B. Entonces, a partir de esta
construccion de césmido, un fragmento de restriccion Miul - Avill de 35 kb (SEC N° 6), que incluye el gen Beer de
ratéon entero, ademas de 17 kb y 14 kb de secuencia flanqueante de 5' y 3', respectivamente, se purificé en gel
usando medios convencionales y se us6 para microinyeccion de cigotos de ratén (DNX Transgenics; patente de
EE.UU. n° 4.873.191). Se obtuvieron animales fundadores en los que el fragmento de ADN clonado se integré al
azar en el genoma a una frecuencia del 5-30% de crias nacidas viva. La presencia del transgén se determiné
realizando analisis de transferencia Southern de ADN genémico extraido de una pequefia cantidad de tejido de
raton, tal como la punta de la cola. EI ADN se extrajo usando el siguiente protocolo: se digirié tejido durante la noche
a 55 °C en un tampon de lisis que contenia NaCl 200 mM, Tris 100 mM a pH 8,5, EDTA 5 mM, 0,2% de SDS y 0,5
mg/ml de proteinasa K. Al dia siguiente, el ADN se extrajo una vez con fenol/cloroformo (50:50), una vez con
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y se precipitd con etanol. Tras la resuspension en TE (Tris 10 mM a pH 7,5,
EDTA 1 mM), 8-10 ug de cada muestra de ADN se digirieron con una endonucleasa de restriccion, tal como EcoRl,
se sometieron a electroforesis en gel y se transfirieron a una membrana de nailon cargada tal como HyBondN+
(Amersham, Arlington Heights, IL). Entonces, el filtro resultante se hibridé con un fragmento de ADN radiactivamente
marcado que se deriva del sitio del gen Beer de ratén, y puede reconocer tanto un fragmento del sitio del gen
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enddégeno como un fragmento de un tamafo diferente que se deriva del transgén. Los animales fundadores se
reprodujeron dando ratones no transgénicos normales para generar numeros suficientes de progenie transgénica y
no transgénica en la que determinar los efectos de la expresion en exceso del gen Beer. Para estos estudios,
animales a diversas edades (por ejemplo, 1 dia, 3 semanas, 6 semanas, 4 meses) se someten a varios ensayos
diferentes disefiados para determinar formacién esquelética macroscépica, densidad mineral 6sea, contenido
mineral 6seo, actividad de osteoclastos y osteoblastos, grado de osificacion endocondral, formacion de cartilago,
etc. La actividad transcripcional del transgén puede determinarse extrayendo ARN de diversos tejidos, y usando un
ensayo de RT-PCR que se aprovecha de polimorfismos de un solo nucleétido entre la cepa de ratén de la que se
deriva el transgén (129Sv/J) y la cepa de ratones usada para la microinyeccion de ADN [(C57BL5/J x SJL/J)F2].

MODELOS ANIMALES - I

ALTERACION DEL GEN BEER DE RATON POR RECOMBINACION HOMOLOGA

Pueden usarse recombinacién homodloga en células madre embrionarias (ES) para inactivar el gen Beer de raton
enddgeno y posteriormente generar animales que llevan la mutacion de pérdida de funcion. Un gen indicador, tal
como el gen p-galactosidasa de E. coli, se manipuld en el vector que elige diana de manera que su expresion
estuviera controlada por el promotor del gen Beer enddgeno y sefial de iniciacion de la traduccion. De esta forma,
los patrones especiales y temporales de la expresion del gen Beer pueden determinarse en animales que llevan un
alelo elegido como diana.

El vector que elige diana se construyé clonando primero el promotor de fosfoglicerato cinasa (PGK) de seleccion de
farmaco accionado por el casete del gen de resistencia a neomicina (neo) de pGT-N29 (New England Biolabs,
Beverly, MA) en el vector de clonacion pSP72 (Promega, Madson, WI). Se usé PCR para flanquear el casete de
PGKneo con sitios P1 loxP de bacteriéfago, que son sitios de reconocimiento para la Cre recombinasa de P1 (Hoess
y col., PNAS USA, 79:3398, 1982). Esto permite la posterior eliminacion del marcador de resistencia a neo en
células ES elegidas como diana o animales derivados de células ES (patente de EE.UU. 4.959.317). Los cebadores
de PCR comprendieron la secuencia de loxP de 34 nucleétidos (ntd), 15-25 ntd complementarios a los extremos 5'y
3' del casete de PGKneo, ademas de sitios de reconocimiento de enzima de restriccion (BamHI en el cebador de
sentido directo y EcoRI en el cebador de sentido contrario) para clonar en pSP72. La secuencia del cebador de
sentido directo fue 5-AATCTGGATCCATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATCTGCAG
GATTCGAGGGCCCCT-3' (SEC ID N° 34); la secuencia del cebador de sentido contrario fue 5'-
AATCTGAATTCCACCGGTGTTAATTAAATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATAGATCTAGAGTCAGC
TTCTGA-3' (SEC ID N°: 35).

La siguiente etapa fue clonar un fragmento Xhol-Hindlll de 3,6 kb, que contiene el gen B-galactosidasa de E. coliy la
sefial de poliadenilacion SV40 de pSVp (Clontech, Palo Alto, CA), en el plasmido pSP72-PGKneo. El “brazo corto”
de homologia del sitio del gen Beer de ratdon se generé amplificando un fragmento de 2,4 kb del clon de BAC 15G5.
El extremo 3' del fragmento coincidié con el sitio de iniciacion de la traduccion del gen Beer, y el cebador de sentido
contrario usado en la PCR también incluyé 30 ntd complementarios al extremo 5' del gen p-galactosidasa de manera
que su region codificante pudiera fusionarse en marco con el sitio de iniciacion de Beer. El enfoque tomado para
introducir el “brazo corto” en el plasmido pSP72-Bgal-PGKneo fue linealizar el plasmido en un sitio en la direccion 5'
del gen B-gal y luego co-transformar este fragmento con el producto de PCR de “brazo corto” y seleccionar
plasmidos en los que el producto de PCR se integré por recombinacion homologa. El cebador de sentido directo
para la amplificacion del “brazo corto” incluyé 30 ntd complementarios al vector pSP72 para permitir este evento de
recombinacion. La secuencia del cebador de sentido directo fue 5'-
ATTTAGGTGACACTATAGAACTCGAGCAGCTGAAGCTTAAC CACATGGTGGCTCACAACCAT-3' (SEC ID Ne°: 36)
y la secuencia del cebador de sentido contrario fue 5'-
AACGACGGCCAGTGAATCCGTAATCATGGTCATGCTGCCAGGTGGAG GAGGGCA-3' (SEC ID N°: 37).

El “brazo largo” del sitio del gen Beer se generé amplificando un fragmento de 6,1 kb del clon de BAC 15G5 con
cebadores que también introducen los sitios de enzimas de restriccion de corte raro SgrAl, Fsel, Ascl y Pacl.
Especificamente, la secuencia del cebador de sentido directo fue 5'-
ATTACCACCGGTGACACCCGCTTCCTGACAG-3' (SEC ID N°: 38); la secuencia del cebador de sentido contrario
fue 5'-ATTACTTAATTAAACATGGCGCGCCATATGGCCGGCCCCTAATTGCGGCGCATCGTTAATT-3' (SEC ID N°:
39). El producto de PCR resultante se clon6 en el vector TA (Invitrogen, Carlsbad, CA) como etapa intermedia.

La construccion que elige como diana el gen Beer de raton también incluyé un segundo marcador de seleccion, el
gen timidina cinasa del virus | del herpes simple (HSVTK) bajo el control del elemento de repeticion del extremo
largo del virus del sarcoma de Rous (RSV LTR). La expresion de este gen hace que las células de mamifero sean
sensibles (e inviables) a ganciclovir; es, por tanto, una forma conveniente para seleccionar contra células resistentes
a neomicina en las que la construccion se ha integrado por un evento no homélogo (patente de EE.UU. 5.464.764).
El casete de RSVLTR-HSVTK se amplificé a partir de pPS1337 usando cebadores que permiten la posterior
clonacion en los sitios Fsel y Ascl del plasmido del vector TA de “brazo largo”. Para esta PCR, la secuencia del
cebador de sentido directo fue 5-ATTACGGCCGGCCGCAAAGGAATTCAAGATCTGA-3' (SEC ID Ne°: 40); la
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secuencia del cebador de sentido contrario fue 5-ATTACGGCGCGCCCCTCACAGGCCGCACCCAGCT-3' (SEC ID
N°: 41).

La etapa final en la construccion del vector que elige diana implico la clonacion del fragmento SgrAl-Ascl de 8,8 kb
que contiene el “brazo largo” y el gen RSVLTR-HSVTK en los sitios SgrAl y Ascl del plasmido pSP72-“brazo corto”-
Bgal-PGKneo. Este vector que elige diana se linealizd por digestion con tanto Ascl como Pacl antes de la
electroporacién en células ES.

EJEMPLO 10
INACTIVACION DE BEER MEDIADA POR ANTISENTIDO

Se preparan oligonucleotidos antisentido de 17 nucledtidos en un formato de solapamiento, de tal forma que el
extremo 5' del primer oligonucledtido se solape con AUG que inicia la traduccion del transcrito de Beer y los
extremos 5' de oligonucledtidos sucesivos se produzcan en incrementos de 5 nucleétidos que se mueven en la
direccion 5' (hasta 50 nucledtidos alejados), con respecto a AUG de Beer. Se disefian y preparan oligonucleétidos de
control correspondientes usando composicion de bases equivalente, pero se redistribuyen en la secuencia para
inhibir cualquier hibridacioén significativa con el ARNm codificante. La administracion de reactivos al sistema celular
de prueba se realiza mediante administracion de lipidos catiénicos (P.L. Felgner, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:7413, 1987). 2 ug de oligonucledtido antisentido se afiaden a 100 ul de medio de suero reducido (medio de suero
reducido Opti-MEM I; Life Technologies, Gaithersburg MD) y éste se mezcla con reactivo Lipofectin (6 ul) (Life
Technologies, Gaithersburg MD) en los 100 ul de medio de suero reducido. Estos se mezclan, se deja que se
complejen durante 30 minutos a temperatura ambiente y la mezcla se afiade a las células MC3T3E21 o KS483
previamente sembradas. Estas células se cultivan y se recupera el ARNm. El ARNm de Beer se monitoriza usando
RT-PCR conjuntamente con cebadores especificos para Beer. Ademas, se recogen pocillos experimentales
separados y los niveles de proteina se caracterizan por procedimientos de transferencia Western descritos en el
Ejemplo 4. Las células se recogen, se resuspenden en tampoén de lisis (Tris 50 mM a pH 7,5, NaCl 20 mM, EDTA 1
mM, 1% de SDS) y se recoge la proteina soluble. Este material se aplica al 10-20% de gradiente en SDS-PAGE
desnaturalizante. Las proteinas separadas se transfieren a nitrocelulosa y la transferencia Western se realiz6 como
antes usando los reactivos de anticuerpo descritos. En paralelo, los oligonucledtidos de control se afiaden a cultivos
idénticos y se repiten las operaciones experimentales. La disminucién en los niveles de ARNm de Beer o proteina se
consideran significativos si el tratamiento con el oligonucleétido antisentido produce un cambio del 50% en cualquier
caso en comparacion con el oligonucleétido de control negativo de control. Esta metodologia permite la inactivacion
de genes selectiva y posterior caracterizacion de fenotipos de los nédulos mineralizados en el modelo de cultivo de
tejido.

EJEMPLO 11
MODELADO DE LA REGION CORE DE ESCLEROSTINA

Las técnicas de reconocimiento de homologia (por ejemplo, PSI-BLAST (Altschul y col., Nucleic Acids Res. 25:3389-
402 (19997)); FUGUE (Shi y col., J. Mol. Biol. 310:243-57 (2001)) sugirieron que la regién Core de SOST
(SOST_Core) adopta un pliegue de nudo de cisteina. FUGUE es un procedimiento sensible para detectar homologia
entre secuencias y estructuras. La gonadotropina coridnica humana  (hCG-B), para la que se conoce una estructura
3D experimentalmente determinada, se identific6 por FUGUE (Shi y col., arriba) en el homdélogo mas relacionado de
SOST_Core. Por tanto, hCG-B se us6 como molde estructural para construir modelos 3D para SOST_Core.

Un alineamiento de SOST_Core y sus homadlogos relacionados se muestra en la Figura 7. Entre los homdlogos
mostrados en el alineamiento, solo hCG-p (CGHB) tuvo estructura 3D conocida. La identidad de secuencias entre
SOST_Core y hCG-3 fue aproximadamente del 25%. Ocho residuos de CYS se conservaron en toda la familia,
enfatizando la similitud estructural global entre SOST_Core y hCG-f. Tres pares de cisteinas (1-5, 3-7, 4-8) formaron
enlaces disulfuro (mostrados con lineas continuas en la Figura 7) en una configuracion de “nudo”, que fue
caracteristica del pliegue del nudo de cisteina. Un enlace disulfuro adicional (2-6), mostrado como una linea
discontinua en la Figura 7, fue Unico para esta familia y distinguio la familia de proteinas de otras familias de nudos
de cisteina (por ejemplo, TGF-f, BMP).

SOST_Core se modelé usando la entrada de PDB (Berman y col., Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr. 58(Pt 6
Pt1):899-907 (2002)) 1HCN, la estructura 3D de hCG-f (Wu y col., Structure 2:545-58 (1994)), como molde
estructural. Los modelos se calcularon con MODELER (Sali & Blundell, J. Mol. Biol. 234:779-815 (1993)). Una
imagen del mejor modelo se muestra en la Figura 8.

La mayoria de las proteinas del nudo de cisteina forman dimeros debido a la falta de nucleo hidréfobo en un
monomero (Scheufler y col., arriba; Schlunegger y Grutter, J. Mol. Biol. 231:445-58 (1993)); Wu y col., arriba). SOST
probablemente sigue la misma regla y forma un homodimero para aumentar su estabilidad. La construccion de un
modelo para la region SOST_Core dimerizada present6 varios retos debido a que (1) la similitud de secuencias entre
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SOST_Core y hCG-f era baja (25%); (2) en lugar de un homodimero, hCG- formé un heterodimero con hCG-a; y
(3) se han observado varias conformaciones relativas diferentes de mondmeros en proteinas de nudo de cisteina
dimerizadas de diferentes familias (por ejemplo, PDGF, TGF-B, neurotrofina, IL-17F, gonadotropina), que sugirieron
que la conformacion del dimero de SOST podria desviarse significativamente de la conformacion del heterodimero
de hCG-a/B. En la construccion del modelo, hCG-a se sustituyd con hCG-p de la estructura del heterodimero
(1THCN) usando técnicas de superposicion de estructuras combinadas con ajuste manual, y luego se construy6 un
modelo de homodimero SOST_Core segun la pseudoestructura de homodimero hCG-f. El modelo final se muestra
en la Figura 9.

EJEMPLO 12
MODELADO DE LA INTERACCION SOST-BMP

Este ejemplo describe el modelado de proteinas de sitios de unidon a receptor de tipo | y tipo Il sobre BMP que
participan en la interaccién entre BMP y SOST.

Los estudios de competencia demostraron que SOST compitié con tanto receptores de tipo | como de tipo Il para
unirse a BMP. En un ensayo de competencia basado en ELISA, BMP-6 interaccion6 selectivamente con la superficie
recubierta de esclerostina (300 ng/pocillo) con alta afinidad (Kp = 3,4 nM). Cantidades crecientes de receptor IA de
BMP (construccion de fusion de FC) compitieron con esclerostina para unirse a BMP-6 (11 nM) (Clso = 114 nM). Un
exceso molar de 10 veces del receptor de BMP fue suficiente para reducir la union de esclerostina a BMP-6
aproximadamente el 50%. Esta competencia también se observé con una proteina de fusion de receptor || de BMP -
Fc (Clso = 36 nM) y DAN (Clsp = 43 nM). La especificidad del ensayo se mostré por falta de competencia para unirse
a BMP-6 entre esclerostina y una proteina de fusion de rActivina R1B-FC, un miembro de la familia de receptores de
TGF-B que no se unié a BMP.

Se han mapeado los sitios de unién a receptor de tipo | y tipo Il sobre un polipéptido de BMP y se separaron
espacialmente (Scheufler y col., arriba; Innis y col., arriba; Nickel y col., arriba;, Hart y col. arriba). Noggin, otro
antagonista de BMP que se une a BMP con alta afinidad, pone en contacto BMP en los sitos de unién a receptor de
tanto tipo | como tipo Il mediante la porcion del extremo N de Noggin (Groppe y col., arriba). Las dos hebras 3 en la
region Core proxima al extremo C también ponen en contacto BMP en el sitio de union a receptor de tipo Il

Un alineamiento manualmente ajustado de Noggin y SOST indicé que los dos polipéptidos compartieron similitud de
secuencias entre las porciones del extremo N de las proteinas y entre las regiones Core. Un alineamiento de
secuencias de aminoacidos se presenta en la Figura 10. Los residuos de cisteina que forman el nudo de cys
caracteristico se conservaron entre Noggin y SOST. La identidad de secuencias global fue del 24%, y la identidad de
secuencias dentro de la region de unién del extremo N (posiciones de alineamiento 1-45) fue del 33%. Se informé
que dos residuos en la region de union del extremo N de Noggin, concretamente Leu (L) en la posicion de
alineamiento 21 y Glu (E) en la posicion 23, desempefiaban funciones importantes en la union de BMP (Groppe y
col., arriba). Ambos residuos también se conservaron en SOST. La similitud de secuencias dentro de la region Core
(posiciones de alineamiento 131-228) fue aproximadamente del 20%, pero el andamiaje del nudo de cys mantuvo y
conservo un numero suficiente de residuos clave, soportando la homologia entre Noggin y SOST.

La estructura de Noggin también se compard con SOST para entender como se dimerizan dos mondmeros de
SOST. Como se muestra en la Figura 11, la estructura de Noggin sugirié que el ligador entre la regiéon del extremo N
y la regién Core no solo desempefid una funcioén en conectar entre las dos regiones, sino que también formé parte
de la superficie de separacion por dimerizacion entre dos monémeros Noggin. Un diferencia importante entre Noggin
y SOST fue que el ligador entre la regién del extremo N y la regiéon Core fue mucho mas corto en SOST.

La region del extremo C de SOST puede desempefiar una funcién en la dimerizacion de SOST. La secuencia de
Noggin termind con la region Core, mientras que SOST tuvo una regién del extremo C adicional. En la estructura de
Noggin, un enlace disulfuro conecto los extremos C de dos monémeros de Noggin. Asi, la region del extremo C de
SOST empezé proxima a la superficie de separacion de dos mondémeros y podria contribuir a la dimerizacion.
Ademas, la prediccion de la estructura secundaria mostré que algunas porciones de la regiéon del extremo C de
SOST tuvieron una tendencia a formar hélices. Esta region en SOST puede ser responsable de la actividad de
dimerizacioén, posiblemente mediante el empaquetamiento hélice-hélice, que imito la funcion del ligador mas largo en
Noggin. Oftra diferencia entre la estructura de Noggin y SOST fue la insercion del aminoacido en la regiéon Core de
SOST en posiciones de alineamiento 169-185 (véase la Figura 10). Esta insercién extendié una horquilla B, que
sefialaba hacia la superficie de separacion de la dimerizacién en la estructura de Noggin (mostrada en la Figura 11
como una region de bucle en el centro de los monémeros y por encima del residuo de Cys del extremo C). Esta
horquilla g alargada también podria contribuir a una dimerizacién de SOST.

EJEMPLO 13

DISENO Y PREPARACION DE INMUNOGENOS DE PEPTIDOS SOST
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Este ejemplo describe el disefio de inmundgenos de péptidos SOST que se usan para inmunizar animales y generar
anticuerpos que bloquean interacciones entre BMP y SOST vy previene la formacién de dimeros de mondmeros de
SOST.

Fragmentos de unién a BMP

La similitud global entre SOST y Noggin y la similitud entre las regiones del extremo N de los dos polipéptidos
sugiere que SOST puede interaccionar con BMP de un modo similar a Noggin. Es decir, la region del extremo N de
SOST puede interaccionar con tanto sitios de union a receptor tipo | como tipo Il sobre BMP, y una parte de la region
Core (posiciones de alineamiento de aminoacidos 190-220 en la Figura 10) puede interaccionar con el sitio de union
a receptor de tipo |l de forma que anticuerpos especificos para estas regiones de SOST puedan bloquear o alterar la
union de BMP a SOST.

Las secuencias de aminoacidos de estos fragmentos de polipéptidos de SOST para SOST de rata y humana se
proporcionan del siguiente modo.

SOST_N_Ligador: La region del extremo N (incluye el ligador corto que conecta con la region Core)

Humana: QGWQAFKNDATEIPELGEYPEPPPELENNKTMNRAE
NGGRPPHHPFETKDVSEYS (SEC ID N°: 92)

Ratas  QGWQAFKNDATEIPGLREYPEPPQELENNQTMNRAEN
GGRPPHHPYDTKDVSEYS (SEC ID N°: 93)

SOST_Core_Union: Porcion de la region Core que es probable que se ponga en contacto con BMP en su
sitio de union a receptor tipo Il (extendido ligeramente en ambos extremos para incluir los anclajes del
residuo de CYS):

Humana: CIPDRYRAQRVQLLCPGGEAPRARKVRLVASC (SEC ID N°: 94)

Rata: CIPDRYRAQRVQLLCPGGAAPRSRKVRLVASC (SEC ID N°: 95)

Fragmentos de dimerizacion de SOST

Es probable que la region del extremo C de SOST participe en la formacién de homodimeros de SOST (véase el
Ejemplo 12). La horquilla B alargada también puede desempefiar una funcion en la formacion de homodimeros.
Anticuerpos que se unen especificamente a tales regiones pueden prevenir o alterar la dimerizacion de monémeros
de SOST, que pueden a su vez interferir con interaccion entre SOST y BMP. Los fragmentos de polipéptidos en
SOST de rata y humana correspondientes a estas regiones son del siguiente modo.

SOST_C: la region del extremo C

Humana: LTRFHNQSELKDFGTEAARPQKGRKPRPRARSAKANQA

BLENAY (SEC ID N°: 96)

Rata: LTRFENQSELKDFGPETARPQKGRKPRPRARGAKANQAE
LENAY (SEC ID N°: 97)

SOST_Core_Dimero: Porcion de la region Core que es probable que participe en la dimerizacion de SOST
(ligeramente extendida en ambos extremos para incluir los anclajes del residuo de Cys):
Humana: CGPARLLPNAIGRGKWWRPSGPDFRC (SEC ID N°: 98)
Rata: CGPARLLPNAIGRVKWWRPNGPDFRC (SEC ID N°: 99)

Fragmento de uniéon a BMP en el extremo N de SOST

La region de union del extremo N clave de SOST (posiciones de alineamiento 1-35 en la Figura 10) se modeld
basandose en la estructura compleja de Noggin/BMP-7 (entrada del banco de datos de proteinas n° 1M4U) y el
alineamiento de secuencias de aminoacidos (véase la Figura 10) para identificar residuos de aminoacidos del
extremo N de SOST que probablemente interaccionan con BMP. El modelo de SOST se presenta en la Figura 12.
En el modelo comparativo, fenilalanina (Phe, F) en la posicion de alineamiento 8 (véase la flecha y el texto adjunto)
en la secuencia de SOST se proyecta en un bolsillo hidréfobo sobre la superficie del dimero de BMP. La misma
caracteristica de “botén en ojal” se ha observado en la estructura compleja de BMP y receptor de tipo | (Nickel y col.,
arriba), ajustandose Phe85 del receptor en el mismo bolsillo, que es una caracteristica clave en el reconocimiento de
receptores tipo | de ligando para miembros de la superfamilia de TGF-§ (incluyendo, por ejemplo, familia de TGF-,
familia de BMP y similares). Segun el modelo, también se conserva un giro dirigido a prolina (Pro), que permite que
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el fragmento de union del extremo N se pliegue a lo largo de la superficie del dimero de BMP, desplazandose del
sitio de unién de receptor tipo | al sitio de unién de receptor tipo Il sobre los otros lados del complejo. También se
conserva otro giro dirigido a Pro proximo al extremo carboxi del fragmento de unién, que luego se conecta con la
region del ligador. Amplios contactos entre SOST y BMP son evidentes en la Figura 12.

Inmundgenos de péptido

Se disefiaron péptidos para englobar la region del extremo N de SOST predicha que hacia contacto con proteinas
BMP. Las secuencias de péptidos se presentan a continuaciéon. Para inmunizar animales, las secuencias de
péptidos se disefiaron para el solapamiento, y se afadid una cisteina adicional al extremo C para facilitar la
reticulaciéon con KLH. Los péptidos se usaron entonces para inmunizacion. Las secuencias de péptidos de los
inmunogenos son del siguiente modo.

SOST humana:

QGWQAFKNDATEIIPELGEY (SEC ID N°: 47)
TEIIPELGEYPEPPPELENN (SEC ID N°: 48)
PBPPPBLBNNKTMNRABNGG (SEC ID N°: 49)
KTMNRAENGGRPPHHPFETK (SEC ID N°: 50)
RPPHHPFETKDVSEYS (SEC ID N°: 51)

Péptidos de SOST humana con Cys adicional:

QGWQAFKNDATEIIPELGEY-C (SEC ID N°: 52)
TEIIPELGEYPEPPPELENN-C (SEC ID N°: 53)
PEPPPELENNKTMNRAENGG-C (SEC ID N°: 54)
KTMNRAENGGRPPHHPFETK-C (SEC ID N°: 55)
RPPHHPFETKDVSEYS-C (SEC ID N°: 56)

SOST de rata:

QGWQAFKNDATEIIPGLREYPEPP (SEC ID N°: 57)
PEPPQELENNQTMNRAENGG (SEC ID N°: 58)
ENGGRPPBBPYDTKDVSEYS (SEC ID N°: 59)
TEIIPGLREYPEPPQELENN (SEC ID N°: 60)

Péptidos de SOST de rata con Cys adicional:

QGWQAFKNDATEIIPGLREYPEPP-C (SEC ID N°: 61)
PEPPQELENNQTMNRAENGG-C (SEC ID N°: 62)
ENGGRPPHHPYDTKDVSEYS-C (SEC ID N°: 63)
TEIIPGLREYPEPPQELENN-C (SEC ID N°: 64)

Se disefaron los siguientes péptidos para contener la porcion de aminoacido de la regién Core que se predijo que
hizo contacto con proteinas BMP. La cisteina se afiadio en el extremo C de cada péptido para conjugacion con KLH,
y los péptidos conjugados se usaron para inmunizacion. En el péptido del extremo N Core de enlace, una cisteina
interna se cambi6 con una serina para evitar la doble conjugacién con KLH.

Para SOST humana:

Secuencia de aminoacidos sin residuos de Cys afiadidos:

Enlace_Core_extremo N_Péptido: IPDRYRAQRVQLLCPGGEAP (SEC ID N°: 66)
Enlace_Core_extrC_Péptido: QLLCPGGEAPRARIKVRLVAS (SEC ID N°: 67)
Enlace_Core_extremo N_Péptido: IPDRYRAQRVQLLCPGGEAP-C (SEC ID N°: 68)
Enlace_Core_extrC_Péptido: QLLCPGGEAPRARKVRLVAS-C (SEC ID N°: 69)

Para SOST de rata:

Secuencia de aminoacidos sin residuos de Cys afiadidos o sustituidos:
Enlace_Core_extremo N_Péptido: IPDRYRAQRVQLLSPGG (SEC ID N°: 70)
Enlace_Core_extrC_Péptido: PGGAAPRSRKVRLVAS (SEC ID N°: 71)
Inmunogenos de péptido con Cys afiadida y sustituida:

Enlace_Core_extremo N_Péptido: IPDRYRAQRVQLLSPGG-C (SEC ID N°: 72)
Enlace_Core_extrC_Péptido: PGGAAPRSRKVRLVAS-C (SEC ID N°: 73)
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Dos regiones dentro de SOST que posiblemente interaccionan para formar homodimeros de SOST incluyen los
aminoacidos con la regién Core de SOST que no estan presentes en Noggin. Péptidos SOST humanos disefiados
para contener esta secuencia tuvo un Cys del extremo C o extremo N que se conjugd con KLH. Para el péptido de
SOST de rata, una cisteina se afiadio al extremo carboxi de la secuencia (SEC ID N°: 76). Los péptidos conjugados
con KLH se usaron para inmunizacion.

Para SOST humana:

CGPARLLPNAIGRGKWWRPS (SEC ID N°: 74)
IGRGKWWRPSGPDFRC (SEC ID N°: 75)

Para SOST de rata:

PNAIGRVKWWRPNGPDFR (SEC ID N°; 76)
Péptido de SOST de rata con cisteina afadida
PNAIGRVKWWRPNGPDFR-C (SEC ID N°: 77)

La segunda region dentro de SOST que posiblemente interacciona para formar homodimeros de SOST incluye la
region del extremo C. Se disefiaron inmundgenos de péptido que incluyeran secuencias de aminoacidos dentro de
esta region (véase mas adelante). Para conjugacion con KLH, un residuo de cisteina se afiadié al extremo C, y los
péptidos conjugados se usaron para inmunizacion.

Para SOST humana:

KRLTRFHNQS ELKDFGTEAA (SEC ID N°: 78)
ELKDFGTEAA RPQKGRKPRP (SEC ID N°: 79)
RPQKGRKPRP RARSAKANQA (SEC ID N°: 80)
RARSAKANQA ELENAY (SEC ID N°: 81)

Inmunogenos de péptido con Cys afiadida en el extremo C:

KRLTRFHNQS ELKDFGTEAA-C (SEC ID N°: 82)
ELKDFGTEAA RPQKGRKPRP-C (SEC ID N°: 83)
RPQKGRKPRP RARSAKANQA-C (SEC ID N°: 84)
RARSAKANQA ELENAY-C (SEC ID N°: 85)

Para SOST de rata:

KRLTRFHNQSELKDFGPETARPQ (SEC ID N°: 86)
KGRKPRPRARGAKANQAELENAY (SEC ID N°: 87)
SELKDFGPETARPQKGRKPRPRAR (SEC ID N°: 88)

Inmunogenos de péptido con Cys arfiadida en el extremo C:

KRLTRFHNQSELKDFGPETARPQ-C (SEC ID N°: 89)
KGRKPRPRARGAKANQAELENAY-C (SEC ID N°: 90)
SELKDFGPETARPQKGRKPRPRAR-C (SEC ID N°: 91)

EJEMPLO 14
ENSAYO PARA DETECTAR LA UNION DE ANTICUERPOS PARA UNA PROTEINA DE UNION A TGF-BETA

Este ejemplo describe un ensayo para detectar la unién de un ligando, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo del mismo, a esclerostina.

Se prepar6 una proteina de fusion FLAG®-esclerostina segun protocolos proporcionados por el fabricante (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO) y como se describe en la patente de EE.UU. n® 6.395.511. Cada pocillo de una placa de
microtitulacion de 96 pocillos se recubre con anticuerpo monoclonal anti-FLAG® (Sigma Aldrich) y luego se bloquea
con 10% de BSA en PBS. La proteina de fusién (20 ng) se afiade a 100 pl de PBS/0,2% de BSA y se adsorbe sobre
la placa de 96 pocillos durante 60 minutos a temperatura ambiente. Se elimina esta disoluciéon de proteina y los
pocillos se lavan para eliminar proteina de fusion sin unir. Una BMP, por ejemplo, BMP-4, BMP-5, BMP-6 o BMP-7,
se diluye en PBS/0,2% de BSA y se afiade a cada pocillo a concentraciones que oscilan de 10 pM a 500 nM.
Después de una incubacion durante 2 horas a temperatura ambiente, la disolucion de unién se elimina y la placa se
lava tres veces con voliumenes de 200 ul de PBS/0,2% de BSA. La unién de BMP a esclerostina se detecta usando
antisuero policlonal o anticuerpo monoclonal especifico para BMP y un reactivo de segunda etapa conjugado con
enzima apropiado segun técnicas de ELISA convencionales (véase, por ejemplo, Ausubel y col., Current Protocols in
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Mol Biol. Vol 2 11.2.1-11.2.22 (1998)). La union especifica se calcula restando la uniéon no especifica de la union
total y se analiza usando el programa LIGAND (Munson y Podbard, Anal. Biochem. 107:220-39 (1980)).

La union de esclerostina a BMP también se detecta por deteccién por fluorescencia resuelta en el tiempo
homogénea (Mellor y col., J Biomol. Screening, 3:91-99 (1998)). Una secuencia de polinucleétidos que codifica
esclerostina esta operativamente ligada a una region constante de inmunoglobulina humana en una construccién de
acidos nucleicos recombinantes y se expresa como una proteina de fusion de Fc humana-esclerostina segun
procedimientos conocidos en la técnica y descritos en el presente documento. Similarmente, un ligando de BMP se
manipula y se expresa como un proteina de fusién de BMP-Fc de raton. Estas dos proteinas de fusién se incuban
juntas y el ensayo se realiza como se describe por Mellor y col.

EJEMPLO 15

ENSAYO DE CRIBADO PARA ANTICUERPOS QUE INHIBEN LA UNION DE MIEMBROS DE LA FAMILIA DE TGF-
BETA A PROTEINA DE UNION A TGF-BETA

Este ejemplo describe un procedimiento para detectar un anticuerpo que inhibe la unién de un miembro de la familia
de TGF-beta a esclerostina. Se realiza un ELISA esencialmente como se describe en el Ejemplo 14, excepto que la
concentracion de BMP se mantiene fija a su Kd (determinada, por ejemplo, por analisis BlAcore). Ademas, un
anticuerpo o una biblioteca o conjunto de anticuerpos se afiaden a los pocillos a una concentraciéon de 1 yM. Los
anticuerpos se incuban durante 2 horas a temperatura ambiente con BMP y esclerostina, la disolucion se elimina y
BMP unida se cuantifica como se ha descrito (véase el Ejemplo 14). Los anticuerpos que inhiben el 40% de unioén de
BMP observada en ausencia de anticuerpo se consideran antagonistas de esta interaccion. Estos anticuerpos se
evaluan adicionalmente como posibles inhibidores realizando estudios de valoracion para determinar sus constantes
de inhibicién y su efecto sobre la afinidad de unién a proteina de unién a TGF-beta. También pueden realizarse
ensayos de control de especificidad comparables para establecer el perfil de selectividad para el antagonista
identificado usando ensayos dependientes de la accion del ligando de BMP (por ejemplo, un estudio de competencia
de BMP/receptor de BMP).

EJEMPLO 16
INHIBICION DE LA LOCALIZACION DE PROTEINA DE UNION A TGF-BETA EN MATRIZ OSEA

La evaluacion de la inhibicion de la localizacion en matriz ésea (hidroxiapatita) se realiza usando modificaciones al
procedimiento de Nicolas (Nicolas, V. Calcif Tissue Int. 57:206-12 (1995)). Brevemente, se prepara proteina de union
a TGF-beta marcada con '%’l como se describe por Nicolas (arriba). Se afiade hidroxiapatita a cada pocillo de una
placa de microtitulacion de 96 pocillos equipada con una membrana de filtracion de polipropileno (Polyfiltroninc,
Weymouth MA). Entonces, la proteina de union a TGF-beta diluida en 0,2% de albumina en tampdn PBS se afiade a
los pocillos. Los pocillos que contienen matriz se lavan 3 veces con 0,2% de albumina en tampon PBS. La proteina
de unién a TGF-beta adsorbida se eluye usando NaOH 0,3 M y luego se cuantifica.

Un anticuerpo que inhibe o altera la unién de la proteina de unidén a TGF-beta esclerostina a hidroxiapatita se
identifica incubando la proteina de uniéon a TGF-beta con el anticuerpo y aplicando la mezcla a la matriz como se ha
descrito anteriormente. La matriz se lava 3 veces con 0,2% de albumina en tampdén PBS. La esclerostina adsorbida
se eluye con NaOH 0,3 M y luego se cuantifica. Un anticuerpo que inhibe el nivel de unién de esclerostina a
hidroxiapatita al menos el 40% en comparacion con el nivel de unién observado en ausencia de anticuerpo se
considera un inhibidor de la localizacion 6sea. Un anticuerpo tal se caracteriza adicionalmente en estudios de
respuesta a dosis para determinar su constante de inhibicién y su efecto sobre la afinidad de unién de proteina de
union a TGF-beta.
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<170> FastSEQ para Windows Version 3.0

<210> 1

<211> 2301

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

agagcectgtyg
tggccetgtg
ggtggcaggc
agectocace
ctccccacca
tcacecegeta
geteeggeca
ggcgacctag
agcbgcegtyg
geaagtbgeaa
aggcegeteg
accaggcega
geeccoggeoe
attteattgt
atccocogggeg
gagggaattg
ttgctagtcc
agggageggt
cecttgeace
caactgtaga
tacacaattce
taggatctcg
cagagdtgag
caaggtcact

Caaacagaaa
tocctggaaga
cceteecatet
ggtggyagdg
acccatagee
¢cttgcagge
caccgectec
tcttacatgt
gctgtacata
aatcatttce
tttaaacaga
ttecacgtag
atttatttte
aatattgcetc
acaatgaatce

ctactggaag
tctocgtctge
gttcaagaat
ggagctggay
ccectttgag -
cgtgaccgat
gtgeggecceg
tgggcccgac
teccggtggt
gogectoace
gccgcagaag
getggagaac
tgaacecgceg
aaatgcctgce
ccggcaagge
agagtcacag
cacttcagay
gtgggagtag
tegetgeceoa
tgtggtttct
tectteggyga
aggagactat
agagagagag
tccagaatte

aaaaaaagta
agetatgetg
Caaagaaata
atagaaatca
atgttttaaa
ccgagggage
tgcccaccac
gatggeatat
tgctgagaaa
agacaacctc
agcacatgac
gackttgteca
tcacttaagt
tatgaattaa
atgaccgaaa

gtggegtgeco
ctgctggtac
gatgccacgyg
aacaacaaga
accaaagacg
gggecegtgee
gcgecgectge
ttcegetbgea
gaggcgccege
cgetbccaca
ggccggaage
goectactaga
¢ceccacattt
aacecaggge
ccecctoage
acactgageco
gaggcagaaa
gaaagteccag
tcagaaagcc
agtcctggcet
ccteaattec
tggcatatga
agaaagagag
agagttgtga

aagagtctat
ctteccageo
acatcatcca
catccgeece
gtcacctico
agccaktcaca
tcacggacac
cttacactaa
ctgeagagea
ttactttectg
atatgaaagce
caagaatgaa
tatctatgca
cagtectgttce

g

ctcctetgge
acacagectt
aaatcatcee
ccatgaaccg
tgteccgagta
geagegecaa
tgcccaacge
tececcgaccyg
gegcegegeaa
accagtcgga
cgeggeecey
gocccecgceoge
ctgtcetctyg
agggggetga
cogecagekg
acgcagcoec
tggaageatt
ggactggtta
tgaggcgtge
ctgecactaa
cactttgtaa
ttccaaggac
agaatgaatg
tgetctette

ttatggectga
tggettecce
ttggagtaga
aactteocecaa
gaagagaagt
aactcacaga
akttctgect
aagaatatta
taatagectge
tgtagtttte
ckgcaggact
agtagtggtt
aaagttette
ttecagagtc

<210>2

<211>213

<212>PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

33

tagtaccatg
ccgtgtagtg
cgagctogga
ggcggagaac
cagetgeege
geccggtcace
catecggcoccge
ctaccgegeg
ggtgcgectyg
gctcaaggac
cgeecggage
gcceoctecce
cgegtggttt
gacctteccag
aggggtccca
gcctctggygy
tteacegeocoe
agaaagttgg
ccagagcaca
cttgetgtgt
aatgagggtyg
tccagtgecot
cagttgecatt
tgacagccaa

catatttacg
ggatgtttgg
aaaggagagy
agagcagcat
gaaaggttea
ccageacatc
agaaaacagc
ttgagggaaa
cacccaaaaa
aattgttaaa
ggtcgtteet
tttaaagagt
ttgtagagaa
cagagacatt

cagctceccac
gagggccagy
gagtacccey
ggagggegygc
gagctgecact
gagetggtgt
ggcaagtagt
cagegogtgo
gtggcectegt
ttegggaceg
goccaaageca
accggeggge
gattgtttat
gecectgagga
cggggcaggy
ccgectacet
tggggtttta
ataagattcc
agactggggg
aaccttgaac
gaggtgggaa
Ettgaatggy
gatteagtgce
agatgaaaaa

gctgacaaac
ctacctecac
gtccgagggt
ccctoceecceyg
aggacactgyg
cettttgaga
ttcttactge
aactacaagt
tctttttgaa
aaaaaaaagtc
ttggcaatte
taagttacat
tgacaatgtt
gttaataaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
S6n

loz¢
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500
1560
1820
1680
1740
1800
186¢
1929
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2301
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Met Gln Leu Pro Leu Ala Leu Cys Leuw Val Cys Leu Leu Val His Thr

Ala Phe Arg Val Val Glu Gly Gln Gly Trp Gln Ala Phe Lys Asn Asp
20 25 30
Ala Thr Glu Ile Ile Pro Glu Leu Gly Glu Tyr Pro Glu Pro Pro Pro
35 40 45
Glu Leu Glu Asn Asn Lys Thr Met Asn Arg Ala Glu Asn Gly Gly Arg
50 55 60
Pro Pro His His Pro Phe Glu Thr Lys Asp Val Ser Glu Tyr Ser Cys
65 70 75 80
Arg Glu Leu His Phe Thr Arg Tyr Val Thr Asp Gly Pro Cys Arg Ser
B5 20 a5
Ala Lys Pro Val Thr Glu Leu Val Cys Ser Gly Gln Cys Gly Pro Ala
1400 105 110
Arg Leu Leu Pro Asm Ala Ile Gly Arg Gly Lys Trp Trp Arg Pro Ser
115 120 125
Gly Pro Asp Phe Arg Cys Ile Pro Asp Arg Tyr Arg Ala Gln Arg Val
130 135 140
Gln Leeu Leu Cys Pro Gly Gly Glu Ala Pro Arg Ala Arg Lys Val Arg
145 150 155 160
Leu Val Ala Ser Cys Lys Cys Lys Arg Leu Thr Arg Phe His Asn Gln
165 170 175
Ser Glu Leu Lys Asp Phe Gly Thr Glu Ala Ala Arg Pro Gln Lys Gly
180 185 190
Arg Lys Pro Arg Pro Arg Ala Arg Ser Ala Lys Ala Asn Gln Ala Glu
155 200 205
Leu Glu Aen Ala Tyx
210

<210>3

<211> 2301

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
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agagectgtyg
tggecetgtyg
ggtggcaggc
ageceteoecace
ctceccacca
tcaccegeta
gctocggeca
ggcgacctag
agctgetgty
geaagtgcasa
aggecgceteg
accaggccga
gecceggccee
attteattgt
atcecgggeg
gagggaattyg
ttgetggtec
agggagcggt
cecttgecace
caactgtaga
tacacaattc
taggaktctcg
cagaggtgag
caaggtcact
caaacagaaa
tcctggaaga
ccoctecatct
ggtgggagdgg
acccatagec
cchtgeagge
caccgecthc
tcttacatgt
getgtacata
aatcatttece
tttaaacaga
tteccacgtgg
atttatttte
aatattgctt
acaatgaate

<210> 4
<211>23
<212> PRT

c¢tactggaag
tectcgtetge
gttcaagaat
ggagetggag
cececttegayg
cgtgacegat
gtgcggcecy
tgggcecgac
tcecggtggt
gcgeetcacc
gecgeagaay
gctggagaac
tgaaccogeg
aaatgcctge
ccggcaagge
agagtcacag
cacttcagag
gtgagagtgg
tecgectgececa
tgtggtttcet
teetteggga
aggagactat
agagagagag
toccagaatte
aaaaaaagta
agctatgetg
caaagaaaka
atagaaatca
atgttttaaa
cogagggage
tgeccaccac
gatggcatat
tgotgagaaa
agacaacctc
agcacatgac
gacttgtcca
tcacttaagt
tatgaattaa
atgacegaaa

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Gln Leu Pro Leu Ala Leu Cys Leu Val Cys Leu Leu Val His Thr
10

1
Ala Phe Arg Val V

<210>5
<211> 2301
<212> ADN

5

20

<213> Homo sapiens

<400> 5

ES 2428 767 T3

gtggcgtgec
ctgectggtac
gatgecacdag
aacaacaaga
accaaagacg
gggecgtgcee
gecgegectge
ttecgetgea
gaggegcecgce
cgcttccaca
ggcoggaagce
gcctactaga
ccccacattt
aacccagggc
cccectcage
acactgagoeo
gaggcagaaa
gaaagtccag
tcagaaagce
agtcctgget
cctcaattic
tggcatatga
agaaagagag
agagttgtga
aagagtctat
cttcccagcocoe
acatcatcca
cateccocgeoooc
gtcaccttee
ageocatcaca
tcacggacac
cttacactaa
ctgecagagcoa
ttactttctg
atatgaaage
caagaatgaa
tatttatgeca
cagtetgtte
g

al Glu Gly

ctectetage
acacageett
aaatcateec
ccatgaaccyg
tgtecegagta
gcagecgocaa
tgcccaacge
tccecgaccy
gogegogeaa
accagtegga
cgeggececy
gcocogeocgce
ctgtectetyg
agggggctga
cecgeeagetg
acgcagecece
tggaagcatt
ggactggtta
tgaggecgtge
ctgccactaa
cactttgtaa
ttccaaggac
agaatgaatyg
tgctctetico
ttatggctga
tggcttccec
ttgggataga
aactteccaa
gaagagaagt
aactcacaga
atttetgect
aagaatatta
taatagetge
tgtagttttt
ctgeaggact
agtagtggtt
aaagttette
ttccagagtc

35

tgagtacecatg
ccgtgtagtyg
cgagcetegga
ggcggagaac
cagctgecgc
geeggteace
catcggcoge
ctaccgegeg
ggtgcgccty
gctcaaggac
cgceeggagce
geccctecce
cgegtggett
gaccttecag
aggggtccca
gecteotgggg
ttcaccgeee
agaaagttgg
ceagageaca
cttgetgtgt
aatgagggtyg
tccagtgect
cagttgcatt
tgacagccaa
catatttacg
ggatgtttgg
agaaggagagy
agagcagcat
gaaaggtteca
ccagcacatc
agaaaacage
ttgggggaaa
cacccaaaaa
aattgttaaa
ggtogtttet
tttaaagagt
ttgtagagaa
cagagacatt

cagctecocac
gagggcragg
gagtacceeg
ggagggeggce
gagctgcact
gagctggtgt
ggcaagtggt
cagegegtge
gtggcetegt
ttegggaccg
gccaaagcca
accggeggge
gattgckttat
gocecctgagga
cggggeaggy
cogeetacet
tggggktttta
ataagattcc
agactgggady
aaccttgaac
gaggtgggaa
tttgaaktggg
gattcagtgc
agatgaaaaa
gctgacaaac
ctacckteocac
gtecgagggt
ccetoeccecg
aggacactgg
ccttbtgaga
ttecttactge
aactacaagt
tetttitgaa
aaaaaaaagt
ctggecaattc
taagttacat
tgacaatgtt
gttaataaayg

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2301
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agagcctgtg
tggcectgty
ggtggcaggc
agectcoccace
ctococacea
tcaccegeta
gectceoggcoea
ggcgacctag
agctgetgeg
gcaagtgcaa
aggecgecteg
accaggcecega
gccoeggeod
atttcattgt
atccoccgggeg
gagggaattg
ttgetggtcec
agggagcggt
ccettgeacce
caactgtaga
tacacaattc
taggatctecyg
cagaggtgag
caaggtcact
caaacagaaa
tectggaaga
ccetcececatek
ggtgagaggg
aceccaktagec
ccttgeagge
caccgecttice
tcttacatgt
gctgtacata
aatcatttec
tttaaacaga
ttecacgtag
atttatttte
aatattgett
acaatgaatce

<210> 6
<211> 213
<212> PRT

ctactggaag
te¢tecatetge
gttcaagaat
ggagctggag
ccectttgag
¢gtgaccgat
gtgeggccey
tgggcccgac
tecccggtggt
gecgeetcace
gcogcagaag
gctggagaac
tgaacccagcy
aaatgcctge
ccggcaagge
agagtcacag
cacttcagag
gtgggagtgg
tcgctgecca
tgtggtttct
tcecttecggga
aggagactat
agagagagag
tcecagaattc
aaaaaaagta
agctatgctg
caaagaaata
atagaaatca
atgttttaaa
cocgagggagce
tgcccaccac
gatggcatat
tgctgagaaa
agacaacctce
agecacatgac
gacttgtceca
tcacttaagt
tatgaattaa
atgaccgaaa

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met
1
ala

Ala

Glu
50

Pro

65

Arg Glu Leu

Gln Leu
Phe Arg
Thr Glu
35
Leu Glu Asn

Pro His

Pro
Val val
Ile Ile
Asn
His Pro

His Phe

Leu Ala
Glu
Arg
Lys
Phe

70
Thx

ES 2428 767 T3

gtggegtgee
ctgctggtac
gatgccacgy
aacaacaaga
accaaagacy
gggccegegece
gcgegectge
tteccgetgea
gaggcgeege
cgcttcecaca
ggccggaage
gcctactaga
ccococacattt
aacccaggge
cocectecage
acactgagee
gaggcagaaa
gaaagtccag
tcagaaagcece
agtectgget
cctcaattte
tggcatatga
agaaagagag
agagttgtga
aagagtctat
cttccecagee
acatcatoca
catecgeccc
gtcaccttee
agccateaca
tcacggacac
cttacactaa
ctgcagagca
ttactttetg
atatgaaagce
caagaatgaa
tatttatgeca
cagtctgtte
g

Leu

Cys
Gly Gln
Glu Leu
40

Thr Met
55

Glu Thr

Axrg

ctectctgge
acacagcctt
aaatcatceg
ccatgaaccg
tgtcegagta
gcagcgccaa
tgececaacge
tececgaccg
gogogagceaa
accagtcgga
cgcggececyg
gooogeccge
ctgtecctctg
agggggctga
cogcocagety
acgcageccc
tggaagcatt
ggactggtta
tgaggcgtgce
ctgeccactaa
cactttgtaa
tteccaaggac
agaatgaatg
tgctetette
ttatggectga
tggcttcecee
rtggggtaga
aacttcccaa
gaagagaagt
aactcacaga
atttetgect
aagaatatta
taatagctgce
tgtagttttt
ctgcaggact
agtagtggtt
aaagttttEc
ttccagagte

Leu Ile Cys

10
Gly
Gly
Asn Arg Ala
Lys Asp Val

val

36

Trp Gln Ala

Glu Tyr

Thr Asp Gly

tggtaccatg
cegtgtagtyg
cgagctcgga
ggcggagaac
cagetgecge
gcocggtcace
catcggcecge
ctaccgegeg
ggtgcgeetyg
gctcaaggac
cgcceggage
gececkeece
cgegbggett
gacctteceag
aggggtocca
gcctctggyg
Etecaccgees
agaaagttgg
ccagagcaca
cttgctgtgt
aatgagggtyg
tccagtgecet
cagtlbgeatt
taacagccaa
catatttacg
ggacgtitgg
aaaggagagy
agagcagcat
gaaaggttca
ceagceacatce
agaaaacage
ttgggagaaa
cacccaasaa
aattgttaaa
ggtegtbett
tttaaagagt
ttgtagagaa
cagagacatt

Leu Leu
Phe

Glu
45

Pro

val

Lys
30
Pro

cagctcccac
gagggecagg
gagtaccccg
ggagggcgge
gagctgcact
gagetggtgt
ggcaagtggt
cagcgegtgce
gtggectegt
ttcgggaccyg
gccaaageca
accggcggge
gattgtttat
gecctgagga
cggggcaggy
cocgectacct
tggggtttta
ataagattee
agactggggg
aaccttgaac
gaggtgggaa
tttgaatggg
gattcagtge
agatgaaaaa
gctgacaaac
ctacctecac
gtcecgagggt
ceoteceecy
aggacactag
ccttttgaga
ttettactge
aactacaagt
cctttitgaa
aaaaaaaagk
ttggcaatte
taagttacat
tgacaatgtt
gttaataaag

His Thr
15
Asn Asp

Pro Pro

Glu Asn Gly Gly Arg

60
Ser Glu

Pro

Ser Cys
80

Arg Ser

60
12¢
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
800
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15640
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2301
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ala Lys

Leu

Pro

Leu

85
vVal Thr
100

Pro Asn

115

Pro
130
Leu

Gly

Gln
145
Leu Val

Ser Glu

Arg Lys

Asp
Leu
Ala
Leu

Pro

Phe Arg

Cys Pro

Glu
Ala
Cys

Gly

ES 2428 767 T3

Leu vVal

Ile Gly
120
Ile Pro
135

Gly Glu

150

Ser Cys
165
Lys Asp
180

Arg Pro

185 -

Glu
210

Leu

Asn

Ala Tyr

Lys
Phe

Arg Ala

Cys Lys
Thr

Arg
200

90
Cys Ser
105
Arg Gly

Asp Arg

Ala Pro

Gly
Lys
Tyr
Arg

Gln

Trp
125
hla

Trp

Arg
140

Ala Arg

155

Leu
170
Glu Ala
185

Ser Ala

Thr
Ala

Lys

Arg Fhe

Arg FPro

Ala Asn

205

95

Gly Pro Ala

110
Arg

Pro Ser

Gln Arg Val

Lys Val Arg

160

His Asn Gln
175

Gln Lys

120

Gln

Gly

Ala Glu

<210>7

<211> 2301

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

agagcctgtyg
tggcecetgty
ggtggcaggce
agcctecace
ctececacea
tcaceageta
gcteoecggeca
ggcgacctag
agctgctgtyg
gcaagtgeaa
aggoecgctceg
accaggecga
gocceggenc
atttecategt
atccegagey
gagggaattg
ttgetggtee
agggagcggt
cectigeace
caactgtaga
tacacaattc
taggatctcg
cagaggtgag
caaggtcact
caaacagaaa
tcctogaaga
cootocatet
ggtaggaggg
acccaktagec
ccttgcagyge
caccgectte
tcttacatgt
gctgtacata

aatcatttcc
tttaaacaga
ttecacgtgg
atttattttc
aatartgett
acaatgaatc

ctactggaag
tctegtectge
gtteocaagaat
ggagctggag
cocetitgag
cgtgacogat
gtgeggcecy
tgggcecgac
teccggtagt
gogoctcace
gocgeagaag
gctggagaac
tgaacccacy
aaatgecctge
ceggeaagge
agagtcacag
cactteagag
gtaggagtgg
tcgetgocca
tgtggtttet
tcctteggga
aggagactat
agagagagag
tccagaattce
aaaaaaagta
agctatgetg
caaagaaata
atagaaatca
atgttttaaa
cegagggage
tgoocaccac
gatggeatat
tgctgagaaa

agacaacctc
agcacatgac
gacttgtcca
tcacttaagt
tatgaattaa
atgaccgaaa

gtggegtgee
ctgctggtac
gatgcocacgy
aacaag¢aaga
accaaagacy
gggccgtgee
gegcgectge
ttccgectgea
gaggcgeoge
cgettecaca
ggceggaage
gcctactaga
coccacattt
aacccagggc
cceccteage
acactgagce
gaggcagaasa
gaaagtocag
tcagaaagece
agtecctggct
cctcaattte
tggcataktga
agaaagagay
agagttgtga
aagagtctat
ctteccagce
acatcaktcca
catcegeccee
gtcaccttce
agccatcaca
tccacggacac
cttacactaa
ctgcagagca

ttactttetyg
atatgaaagc
caagaatgaa
tatttatgca
cagtetgtte

9

ctcctetgge
acacagectt
aaatcatceqg
ccatgaaceq
tgtccgagta
gcagcgecaa
tgcccaacye
tccecocgacceg
gegegegeaa
accagtogga
cgeggeceeg
gcceogecoyge
ctgtecectctg
agggggctga
cegocagetg
acgcagecce
tggaagcatt
ggactggtta
tgaggegtygc
ctgeccactaa
cactttgtaa
ttccaaggac
agaatgaatg
tgctetctte
ttatggctga
tggettceec
ttggggtaga
aactteccaa
gaagagaagt
aactcacaga
atttctgect
aagaatatta
taatagctge

tgtagtetet
ctgcaggact
agtagtggtct
aaagtbttttce
ttccagagtc

37

tggtaccatg
cegtgtagtyg
cgagctoegga
ggcggagaac
cagcotgooge
gcecggtcace
catcggecege
ctaccgegceyg
ggtgcgectg
gctcaaggac
cgcecggage
gecectocee
cgecghggttt
gaccttccag
aggggtccca
gectetgggd
ttcacegece
agaaagttgg
ccagageaca
cttgetgegt
aatgagggtg
tecagtgect
cagttgeatt
tgacagccaa
catatttacg
ggatgtitgy
aaaggagagg
agagcagcat
gaaaggttca
ccagcacatce
agaaaacagc

ttgggggaaa
caccgaaaaa

aattattaaa
ggtegtttet
tttaaagagt
ttgtagagaa
cagagacatt

cagctgocoeac
gagaggecagyg
gagtaceecy
g9agggeggc
gagctgcact
gagctggtgt
ggcaagtggt
cagcgcgtge
gtggcotegt
ttcgggacey
gccaaagcca
accggceggygc
gattgtttat
geccctgagga
cggggcagag
ccgeetacct
tggggtttta
ataagattec
agactggggg
aaccttgaace
gaggtgggaa
tttgaatggg
gattcagtge
agatgaaaaa
gctgacaaac
ctaccteeac
gtccgagggt
ccekococccyg
aggacactgg
ccttttgaga
ttcttactge
aactacaagt
tctttttgaa

aaaaaaaagt
ttggcaatte
taagttacat
tgacaaktgtt
gttaataaay

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
1550
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040
2100
2160
2220
2280
2301



10

15

20

25

<210>8
<211> 213
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Met Gln
1
Ala

Ala
35

Glu Leu Glu

50
Pro
65
Arg

Ala Lys

Arg

Gly
130

Gln Leu Leu

145

Leu Val

Ser Glu

Lys

210

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

Leu
Phe Arg Val

Thr Glu

Pro His
Glu Leu
Pro
Leu Leu

115
Pro Asp

Ala
Leu
Pro

1985
Leu Glu Asn

Pro Leu Ala

Val
20
lle

Asn Asn Lys

His

ES 2428 767 T3

Leu

Cys

Glu Gly Gin

Iie Arg Glu Leu

40
Thr Met
SS

Pro Phe Glu Thr

70

His

Val
100

Pro Asn Ala

Phe

Cys

arg Cys

Pro Gly Gly Glu

Phe Thr Arg Tyr

Thr Glu Leu Vval

Ile Gly
120
Ile Pro

135

150

Ser Cys

165
Lys Asp
180

Arg

Ala Tyr

Lys

Cys Lys

Phe Gly Thr

Pro Arg Ala Arg

200

<213> Cercopithecus pygerythrus

<400> 9

atgcagctcee
gtggagggce
ggagagtacc
aatggaggge
cgagagoetge
accgagttag
cgcggcaagt
gegeagegty
ctggtggcct

cactggeect
aggggtggea
cegagectec
ggceteccoa
acttcacceg
tgtgeteegy
ggtggcgeee
tgeagcectget
cgtgcaagtg

gtgtettgte
ggcctbtcaag
acceyggagetyg
ceaccecttt
ctacgtgace
ccagtgegge
gagtgggece
gtgteceggat
caagcgectce

Val
10

Leu

Gly

Gly Glu Tyr

Trp Gln Ala

Leu Leu

Phe

Pro Glu
45

Asn Arg Ala Glu Asn

Lys

val

20
Cys
105
Arg

Asp Val

75
Thr Asp Gly
‘Ser Gly Gln

Gly Lys Trp

Ser Glu

Pro

Trp
125

Asp Arg Tyr Arg Ala

Ala

140

Pro Arg Ala Axg

155

Arg Leu Thr Axg

170

Glu Ala Ala Arxg

185
Ser Ala

tgcctgetygy
aatgatgcca
gagaacaaca
gagaccaaag
gatgggeegt
ccggeacgcece
gacttceget
ggtgcegegce
acccgettoc

Lys Ala

Phe
Pro

Asn
205

tacacgcagc
cggaaateak
agaccatgaa
acgtgtocga
gcegeagcege
tagctgeccaa
gcat ccccga
cgegegegey
acaacecagtc

vVal His
15
Lys Asn Asp
30
Pro

Pro Pro

Gly Gly Arg
Tyr Ser Cys
8e
Cys Ser
Gly Pro Ala

110
Arg

Arg

Pro Ser

Gln Arg Val

Lys Val

160

His Asn Gln

175

Gln Lys
180

Gln Ala

Gly

Glu

cttecgigta
ccceogagete
ccgggeggag
gtacagctge
caagccagtc
cgccatcgge
cecgetacego
caaggtgcegce
ggagctcaayg

gactteggte cegaggeege teggccgeag aagggcoogga ageedeggoc cogogoecgd
ggggccaaag ccaatcagge cgagotggag aacgectact ag

<210> 10
<211> 213
<212> PRT

<213> Cercopithecus pygerythrus

<400> 10

38

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
642



10

15

Met Gln Leu

1

Ala Phe Arg
Ala Thr Glu

Glu Leu Glu

50

Pro Pro His

&5

Arg Glu Leu

Ala Lys

Arg Leu Leu
115
Gly Pro Asp

130

Gln Leu Leu

145

Leu Val Ala

Ser Glu Leu

Arg Lys

210

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

Pro

Pro
195
Leu Glu Asn

ES 2428 767 T3

Pro Leu Ala Leu Cys

val
20
Ile

Asn Asn Lys

His

Val Glu Gly Gln

Ile Pro Glu Leu

40
Thr Met
55

Pro Phe Glu Thr

70

His
85

Phe Thr Arg Tyr

Val Thr Glu Leu Val

100

Pro Asn Ala

Phe Arg Cys

Cys

Ile Gly
120
Ile Pro

135

Pro Gly Gly Ala

150

Ser Cys Lys

165

Cys Lys

Liys Asp Phe Gly Pro

180

Arg Pro Arg Ala Arg

Ala Tyr

<213> Mus musculus

<400> 11

atgcagceccet
gtggagggce
ggagagtacc
ggeagaccte
ctgecactaca
ttggtgtgct
aagtggtgyce
cgggtgcage
gecteogtgea
gggccggaga
aaagccaacc

<210> 12
<211> 211
<212> PRT

cactagecoee
aggggtggea
ccgagectec
cecaceatec
ccegettect
ccggeocagtg
gccogaacgyg
tgeotgtgece
agtgcaagcg
ceogegeggee
aggeggaget

<213> Mus musculus

<400> 12

200

gtgecteate
agecttecagyg
tocctgagaac
ctatgacgeco
gacagacgge
cggeceegeg
accggattte
egggggegey
ccteaceege
geagaagggt
ggagaacgec

Leu val
10

Gly Trp Gln Ala

Gly Glu Tyr Pro Glu Pro Pro

Cys Leu Leu Val His Ala

15

Phe Lys Asn Asp

30

45

Pro

Asn Arg Ala Glu Asn Gly Gly Arg

Lys Asp Val
75

Ser Glu Tyr Ser Cys

80

Val Thr Asp Gly Pro Cys Arg Ser

20
Cys
105

Ser Gly Gln Cys

95

Gly Pro Ala

110
Arg Gly Lys Trp Trp Arg Pro Ser

125

Asp Arg Tyr Arg Ala Gln Arg Val

Ala

140

Pro Arg Ala Arg Lys Val

155

Arg Leu Thr

170

Arg
160

Arg Phe His Asn Gln

178

Glu Ala Ala Arg Pro Gln Lys Gly
180
Gly Ala Lys Ala Asn Gln Ala Glu

185

tgectactty
aatgatgcca
aaccagacca
aaaggtgtgt
ccatgeocgca
cggetgetge
cgctgeatco
gcgeegeget
ttccacaace
cgecaagccgce
tactagag

39

205

tgecaegctge
cagaggtcat
tgaaccggge
cecgagtacag
gegecaagee
ccaacgccat
eggategeta
cgcgeaaggt
agteggagcet
ggcccggege

cttctgtget
ccecagggctt
ggagaatgga
ctgecgegag
ggtcacegayg
cgggegegty
cecgegogceag
gegtetggty
caaggactte
coggggagos

60
120
180
240
300
3690
420
480
5490
600
638



10

15

Met
1
Ala
Ala
Glu
His
&%
Leu
Pro
Leu
Asp
Leu
145
Ala
Len

Pro

Asnh

Gln
Phe

Thx

Pro
Cys

Glu

+ 35

Asn
50

His
Hisg
val
Pro
Phe
130
Cys
Ser
Lys
Arg

'

Ala
210

<210> 13

<211> 674
<212> ADN
<213> Rattus norvegicus

<400> 13

Asn
Pro
Tyr
Thr
Aszn
115
Arg

Pra

Asp

Pro
195

Ser
Ala
Val

Gln

Thr
Glu
100
Ala
Cys
Gly
Lys
Phe

180
Gly

Leu
Val
Ile
Thr
Asp
Arg
Leu
Ile
Ile
Gly
Cys
165
Gly

Ala

Ala
Glu
Pro
Met
Ala
70

Phe
val
Gly
Pro
Ala
150
Lys

Pro

Arg

ES 2428 767 T3

Pro
Gly
Gly
Asn
55

Lys
Leu
Cys
Axg
Asp

135
Ala

Glu

Gly

Cys
Gln
Leu
40

Arg
Asp
Thr
Ser
val
120
Arg
Pro
Leu

Thr

aAla
200

gaggaccgag
cotgectget
agaatgatgce
tagagaacaa
atgacaccaa
ccgacggeec
geeccgegeyg
cegacteeeg
gcggcgegge
tcaccegett
agaagggteg
agaacgcceta

tgecettect
tgtacatgca
cacagaaate
ccagacecatg
agacgtgtec
gtgcegeage
gctgetgecc
ctgeatcecy
geagogeteg
ccacaaccag
caagocgegy
ctag

ccttetggea
gocttegttg
atcecegggac
aaccgggcecg
gagtacaget
gccaagecgy
aacgceatcg
gategetace
cgcaaggtge
tcggagctea
ccecgegeceo

<210> 14

<211> 213
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 14

Ile
10
Trp

Leu
Gly
Gly Glu
Ala Glu

Val Ser

Cys
Gln
Tyr
Asn

Glu

Leu Leu

hla Phe
Glu
45

Gly

Pro
Gly

Tyr Ser

75

Asp Gly

Gly Gln
105
Lys Trp

Tyr Arg

Arg Ser

Pro
Cys
Trp
Ala

Arg

Cys

Gly Pro
Pro
125
Arg

Arg

Gln
140

Lys Vval

155

Thr

170
Ala Arg
185

Lys Ala

ccatgcagct
ctgtggagag
tcagagagta
agaacqgagg
gcegegaget
tcaccgagkt
ggegcgtgaa
gcegegeagey
gtetggtgge
aggacttcgg
gggygagecaa

40

Phe
Pro

Asn

His Asn

Gln Lys

Ala
205

Gln

ctbcactagcc
ceaggagtygy
ccoccagagect
cagacccece
gcactacacc
ggtgtgcteg
gtagktggege
ggtgcagety
ctcgtgcaag
acctgagacce
agceaaccag

Val His Ala
15
Asn Asp
30
Pro

Pro Pro

Arg Pro Pro
Glu
B8O

Lys

Cys

Ser

Arg
Ala
Ala

110
Asn

Arg Leu

Gly Pro

Val Gln Len
val
160

Glu

Arg Leu
Ser
175
Arg

Gln

Gly
190
Glu

Lys

Leu Glu

ccttgecttg
caagcettea
cetoaggaac
caccatectt
cgettegiga
ggccagtgeg
ccgaacggace
ctgtgeeceg
tgcaagcgee
gcgeggooge
geggagetag

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



10

15

Met Gln

Ala Phe

Ala Thr

Glu Leu
S0
Pro Pro
65
Arg Glu

Ala Lys

Leu
Gly Pro
130
Gln Leu
145
Leu Val

Ser Glu

Arg Lys

Glu
210

Leu

<210> 15
<211> 532
<212> ADN
<213> Bos torus

<400> 15

agaatgatge
tgaacaacaa
agaccaaaga
atgggcegtyg
cggcgegect
acttceogetyg
gegeggegee
ctegetteea
cgggccggaa

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

<400> 16

Leuy
val
Glu
35

Glu
His
Leu
Pro
Leu
115
Asp
Leu
Ala
Leu
Pro

195
Aen

Ser
Ala
Ile
Asn
His
His
val
100

Pro

FPhe

Ser
Lys
180
Arg

Ala

Leu
val
Ile
Asn

Pro

Tyr
85

Thr
Asn
Arg

Pro

Cys
165
Asp

Pro

Tyr

ES 2428 767 T3

Ala
Glu
Pro

Gln

Tyx
70

Thx
Glu
Ala
Cys
Gly
150
Lys
Phe

Arg

Pro
Ser
Gly
Thr
55

Asp
Arg
Ley
Ile
Ile
i35
Gly
Cys
Gly

Ala

Cys
Gln
Leu
40

Met
Thr
Phe
Val
Gly
120
Pro
Ala
Lys

Pro

Arg
200

Leu
Gly
25

Arg
Asn
Lys
Val

Cys
105
Arg
Asp
Ala
Arg
Glu

185
Gly

Ala
Trp
Glu
Arg
Asp
Thr
90

Ser
val
Arg
Pro
Leu
170
Thr

Ala

Gln
Tyr
Ala
val
75

Asp
Gly
Lys
Tyr
Arg
155
Thr
Ala

Lys

Leu
Ala
Pro
Glu
Ser
Gly
Gln
Trp
Arg
140
Ser
Arg
Arg
Ala

Leu Val His

Phe Lys Asn
30

Glu Pro Pro

a5

Asn

Gly Gly

Glu Tyr Ser

Cys
Gly

110
Arg

Pro Arg
55

Cys Pro
Pro
125
Ala

Gln Arg

Arg Lys Val

Phe Asn
175
Lys

His

Gln
150
Gln

Pro

Asn Ala

205

cacagaaate
gaccatgaac
cgectocgay
cogcageyce
gctgeccaac
catcoccgac
geogegegege
caaccagtec
gctgeggeec

atccccgage
cgggcggaga
tacagctgee
aagcecggtca
gccatcggec
cgetacegeg
aaggtgcgce
gagctcaagg
cgcgeceggg

tgggcgagta
acggagggag
gggagctgca
ccgagectggt
gcggcaagtyg
cgocagegagt
tgatggectc
acttegggee
geaccaaage

ccccgagcect
accteccocac
cttcacccge
gtgcteggge
gktggcgceca
goagctattyg
gtgcaagtgce
cgaggecgey
cagceegggee

ctgccagagc
caccectttyg
tacgtgaceg
cagtgoggec
agcegggeccyg
tgtcctageg
aagcgeetca
cggcegcaaa
ga

Ala
Asp
Gln
Arg
Cys
80

Ser
Ala
Asn
Val
180
Gln
Gly

Glu

Asn Asp Ala Thr Glu Ile Ile Pro Glu Leu Gly Glu Tyr Pro Glu Pro

1

5

10

15

Leu Pro Glu Leu Asn Asn Lys Thr Met Bsn Axg Ala Glu aAsn Gly Gly

20

25

41

30

60
120
180
240
300
360
420
480
532



10

15

Axg Pro
Cys Arg
50
Ser Ala
65
Ala Arg

Ser Gly

Val Gln
Leu
130
Ser

Arg
Gln
145

Gly Arg

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

Pro
3s

Glu
Lys
Leu
Pro
Leu
115
Val
Glu

Lys

His His

Leu His

Pro Val
Pro
85

Phe

Leu

Asp
100
Leu

Cys

Ala Ser

Leu Lys

Leu Arg

165

<213> Mus musculus

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(35828)
<223>n=AT,Co0G

<400> 17

cgeagtthbtag
ctgetgeoaca
gaacttatte
cacgcagogy
atcctgagtg
aaacctggty
gaatgtgegg
ctggcttcet
cagcagtgec
gatcegectt
gtttaaggeg
gaaaagaaaq
tetgtttttg
aagcggtcaa
tactcceege
cecaaagege
taccacgttc
cctagttctyg
acgttacaat
atacectaga
acttagatgg
gecaccactag
ctttagtcat
agataaaagt
aagaccccat
atggctgagg
taggacctge

tgagcagcaa
aaaggcaatc
geaatggagt
caatcgaaaa
atgagcecage
ttgataccaa
cgctggatgt
atgteegcac
gtcgatagta
gttacggggc
cttoegtoot
gaaacgacag
tcegtggaat
acatgagaat
gcatgaagcy
ctgaccteag
tettaacagg
cagtgaggte
ctgggtgtag
agaggaagta
aaaaaaacaa
gaaatgtgta
gttattaata
tggcatgate
ttattaaagt
ggctgtaagg
tgectagect

ES 2428 767 T3

Pro Phe
40

Thr

5S

Glu

Phe
Thx
Asn Ala
Arg Cys

Pro Gly

Glu Thr
Arg
Leu Vval
Ile
Ile

Gly Ala

Lys
Tyr Val

Cys

Asp
Thr

Ser

Ala Serx
45
Asp Gly

Gly Gln

75

Gly Arg
20
Pro Asp
105

Ala

120

Cys Lys
135
Asp Phe
150

Pro Arg

tattgcgctt
gaccgagety
gtcattcatc
cectecageey
gcagaacaag
cattgaaacg
cacaaagcaa
ggccatcatg
tgcaattgat
ggegaccteyg
tcttcgteat
gtgctgaaag
gaacaatgga
tcgeageoge
gaggagetgg
cctotaccayg
tggoetggget
accgtggaat
agcttttect
gctgagccaa
aatgataaag
tattattgag
agaatticte
cacattgcag
cetaagetet
atctctcaat
geageagage

Cys
Gly

Ala Arg

Lvsg

Pro Glu

Gly
Arg
Pro
Leu

Ala

Lys
Tyr
Arg
Thr

144
Ala

Trp
Arg
Ala
125
Arg

Arg

155

Gly
170

cgatgagoct
gaccagegea
aaggaecngcc
gtgaccaata
gtaaccgtea
ttgatcgaaa
atggcagcag
atggaatgtt
aattattatc
cgggtttteg
aacttaatgt
cgagetttete
agtcaacaaa
ataatacgac
actccgecatg
ctctggctty
gtectettgge
gtetgeoette
gtcecgtgtea
ggctttectyg
acccgagcca
ctegtatgtg
agcagtggga
gaagateccac
gtrtttgcac
gtcttacatg

cagaggggtt

42

Thr

Lys ala

tggcgttgag
ttegtgacae
tgategeaaa
tctacaacat
gtgecgataa
acgegctgaa
acaagaaagc
tcccoceggtay
atttgcgggt
ctatttatga
ttttatttaa
ggcctetgee
aagcagagct
teactaktagg
cccagagacg
ggcttgggey
cgegegteat
gttgeccatgg
ggaaatccaa
gcttectecag
tctgaaaatt
ttcttattcte
gagaaccaat
gttgggtttt
actaggaagc
tgtgttteet
tcacatgatt

Glu Tyr Ser
Pro

Cys
Trp

Cys Arg

Gly Pro

80

Arg Pro
95

Ala Gln

110

Arg

Arg

Lys Val

Phe His Asn
Thr
1640

Ala

Pro Gln
Ser
175

attgatacet
cgtctectte
tggtgctatce
cagecttggt
gttcaaagtt
aaacgctgct
gatggatgaa
tgttatctgg
cctttecegge
aaattttceg
aataccetet
gcettcocctetee
tatcgatgat
gatcgacgee
ccooccaanc
gggtcaaggce
gtgacagetyg
caacgggatg
ataccctaaa
ataaagtetg
cctectaatte
adaaagaaaa
attaacacca
catgaatgtg
gatggceceggg
gtectgeace
agtctcagac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
le20



acttggggoc
tcaaacacca
acggttggat
cgtggctgty
agctcagtcg
agaagccagy
ttatctgeag
teettkgece
aactgcatac
gggettecgg
ctecagggegt
tggacagcgce
ccbtteetgt
tatcectctct
taaatttgga
ttctaactec
actgtagtta
ttcttcaccco
gtactgaggag
aagcatcagyg
ceoCacceee
ggcagcaggac
attgagacce
tgggtecttac
gagtgctagyg
tccteacaac
acagagggcet
agggaacagc
tggctggagt
tacgggectcc
ctgttcattt
cagaaactgg
aacaccagtg
gatacgcagy
gegetggece
ctgggaccotg
atatgceacc
agtectgtgee
tagctgtget
catgtgtgtg
ccaccttatke
gatgetggee
aggggcatgt
goctgagceac
ccagaattee
accktegccag
gttaagtctk
getggetagt
gcagacaggt
ttgtgcteca
gagaactccc
tttggctote
acacacacac
getecagtgac
cctggettaa

gcecocctaggg
taaatctgat

aggttgecatg
tatggtgtte
tggtggtaga
cattcttact
ckgcatagtc
gggettggeg
taggttgcct
tctatgcaaa
ctaaagccaa
cacatcctet
gagaggecaga
tctggctcag
cctygcagaatk
taggtagaca
tgttgtgagg
catcgtattyg
ccagtgtggt
agtcaccgaa
acggaccact
ctctgecaac
accccaagcea
gatataagtyg
agacattceca
tgggtaaact
attccaggtg
ataggaattyg
cocgcaggatg
atggaegtgg
gaggggagag
ttattgccaa
tccaccactyg
gcatcaceca
ctagetteta
agttcaacct
ataaaaatgyg
cttectecaa
aactagggat
atagacatga
cctttecett
cacacatgec
ttttgaggca
agtgagectet
gctgggecag
cgtaaagact
cccagtgggg
aggaatgagt
cectgecgete
ggtcagacag
tcteooctety
tagaggcettc
taccacktgga
ggtggacggt
acacacacac
tgggcatttc
caccttctaa
ccacttcect
cectetgect
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tactgcatcg
actcttcaga
gagcrgagat
cctgagecaag
ttagggaace
gtctcaggag
aggcatagtyg
tctgaccttg
gcctaaaget
caggccagtg
gggaggtggyg
cagcccatat
ttaggctctg
ggactctgca
ggaaagcgaa
gggggctact
aggattgaktc
catttatkca
caaagaactg
agaacactct
gttggeactg
gcttgecttaa
actctagggt
caggctagec
tgtgctacca
Lgatagcage
acaggcgaat
gaccacaagt
gtcatgagat
gaggctcgga
cctececatee
cgtectgaat
cgaggattct
cagtgettac
taaggaacgt
agaggceoccc
taagtgtcet
caatggataa
taattgagty
acaggttgat
gggtctctte
ggagktetge
gcttttatgt
ctgecacatkce
ctttectace
ggccacgact
geteoctgea
gacagaagge
tgggagaggg
ctgggtacac
cttacagaag
gcatactget
acacacacac
tgaacatccce
atctatattt
tegecacctac
ctgageecatyg

cttatttcca
acggtggtgg
atatggacge
tggctaaaca
tctoccagte
ectgettget
tcaggactga
acatgggggc
tcttcgtceca
agggagtctyg
ggcagagaoct
gagcacaggc
ttcacgggyg
ggagacactg
gggectettt
ctagtgctag
cttcagggag
gtacctaccc
acagaccgaa
ttaacactca
ctatccacat
gcttgtctge
ctatttttet
tcacactcat
tgtctgactc
acacacaccyg
gectacacag
ctatttgggy
gaggcaggaa
tctteoectect
aggtctgtgy
gctgeegagg
ggcatcacct
ttigaaaggg
acattceggce
acttgaaaaa
acatgtgage
taatatttca
tgocecatttt
actgaacacc
cctgatectg
ctertctetac
cgegtbtgagy
cccageccetgt
ctittattgyg
ggctcaggyt
gcegoagaca
tgagagggte
gtggcccecact
agecagcktce
tEctattgac
gtatcagete
acacaageta
tgaagttage
tatctttget
attgctggat
ggaacagece
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tacggagecac
tcaccatggt
actetteage
gactcacagyg
ctecectacet
gggggacagg
tggctgectt
gctgetcage
cctgaaactc
tgtgagetge
tgecagetott
acatccceac
9999999999
cttegtaaga
gaccattcag
acattgcaga
cctgacatgt

‘cgtaacaggc

gecttggaat
ggcectttaa
tttacagaga
atggtaaatg
crtectetegt
atecttetee
cctgtagett
gaaggagcty
aaggtgggga
aagctgecgy
gagccacagc
cttcotectt
ctcaggacat
gcaggtectt
acttgggeat
ccacagattt
acccatggag
ggttccagaa
cgatgggggc
gacagagagc
tttatteatg
gtettcaate
gggctcatitg
ctecctagee
atctgaactt
ttgagcaagt
ctaggcatte
cagcagccta
gJaaagtagga
acagggcaga
gcaggtgtaa
ctgtectggt
tggtgtaacg
aagagcteat
attttgatat
acacatttce
gecectgttac
ggtttectete
aataactgag

ctactatgtg
geatttgetg
attctgtcaa
gteagectceeo
caactatcca
ttgttgagtt
ggagaacaca
tgggaggatc
ctggaccaag
actttecaat
tccteccateo
cecaccecca
ggggcagtcc
tactgcagtt
tcaaggtace
gagecctcaga
gacagttcca
accgtagcag
ataaacacca
cactecaggac
ggaaaaacta
gcagggctgyg
tgttegaatce
catggettac
gtctatacca
gggaaatccc
agggaagcag
taaccgtata
aggcagegay
ccggggoetge
cacccagetg
catgeacgte
caaggcceaat
cattgaccag
cgtaagccect
agatcccaaa
cactgcaktat
aggagttagy
tatgtgtata
gttocerace
gtttatctag
ctgggactge
aggtcecetag
gaaccattece
atgagtggto
gagatactgy
ctgaatgaga
tgtcagcaga
ttggecocttet
gattcccaaa
gttcaacage
tcacgaatga
goeottaacca
ctctggtgtt
cttetgagaa
ctgcagctct
ttagacataa

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2450
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
30860
3120
3180
32a0
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3560
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4520
4980
5040



aaacgtctet
ccttaagatt
ttattgatca
aaattcatce
taagattttg
ttgggatgec
aatgctetgy
cgatgacgaa
aaggccaggg
ccageegtte
agtgaggoett
ggcatectge
ccttghgtat
cctttggeaa
gcettcagge
agtgttcact
ttgtgggtac
ctggtgectt
gcaggactct
tagetgggea
aatactctta
ggagacaggayg
gctectgtgag
tagatgccaa
geacteatgt
agtgagagaq
acacagacat
atcatgtgtt
ggttgtaact
cactgtccag
gaaaggtagy
gtgegtttga
tctttccaaa
ggatgatgat
cteeatettt
gccectgagg
tggcctaggy
tgtatcegtg
caataggect
aggtcagage
agectagegge
caagccagtg
ttecgectetg
gtgtgatgag
tectticttee
gtgatgcaga
gtgtgtgtgt
ggctcatagt
gatgcaggga
gcattgttgy
taaaaaatac
atgtgtgeca
aactggagtt
cctatgcaag
ttctettaaa
gtcattaagt
atgtgaccat

agccaaaact
cttecatgacc
aactaactca
ttaactgatc
gttgrgagag
gaagtgacct
aagcaactte
tcccegtecaaa
ccctakggte
tatgettote
cacccttete
ctttacttee
ggggagactg
accctatcta
tggttctegy
gcgggtggte
actgctaaga
gtgggtacac
agggaacagg
gctgaagtge
aaatctgggt
aatcatcaga
agatectgcece
ttttaageecc
gaaccaggca
gagagtgcac
gtgtgccagg
tctaaggagg
gagcatgete
cgggatcagt
aaagtggggy
ggtagaaaga
taatgcetgt
goeceggtgga
cagaaggaga
gactcctage
cittgttiect
tcaatcttgg
tgtaagcaag
tgagttcegy
aagggtagag
agttaagcat
gaggaggagt
attittcecty
ccaccattge
cggaaacaga
ttgtgtgtat
ctgcaggaag
gagaggagag
ggtgtgtgig
ttatcecattt
cgtgtgtgeg
ggaggaggtt
agcaggaaqgt
atacacgtgy
tceggeacay
cacceccatg
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tcagctaaat
tecttcacat
taaaaagcca
tgtgcacctt
tcacatgtta
gctgtteocag
aggaggtagg
getgtacatt
cctettaatc
actectggata
acatggcagt
tetttttgga
gatctttggt
tatcttacca
ggaccatgte
getgaacaaa
taaaatggat
tgctaagata
aatcecattac
ttggcgacta
gggcagagtyg
geaaactggc
ttaacatata
ccacatgcac
tgcacacteyg
attagagttc
gagtaggaaa
gcgtatgaag
cctgtgggaa
aaaagecect
gactcccatc
ggggtgcaga
gaggaggtgt
tgetggaaat
gtggatctat
actgggtgat
gtcktectgttt
aatctcackg
ccacacttea
aagatttttt
ggegagetece
tetgtgtgggy
gaggggtggy
acagtgacct
tttcetctgte
ageeghgtgt
gtgtgtgtgt
gtgggeagga
gagggatacc
tgtgtgtgtt
acttattitte
ggaacecttg
gtgagtceoc
geagttatct
cagagacatyg
gcaagcacct
tteckteatgt

ttagacaata
ggcacgagta
gttgtecttke
gcacaatcca
cagaatgtac
cecectacct
atgctggaac
ctgtaacaga
cctgtcacac
gatggagaac
ggttggtcat
ctacagggaa
ctggaatgt:t
ctaggcatag
cctggtttct
geggggattg
actggectcet
aaatggatac
tgagaaaace
accaatgaat
gcctgeckgt
taaccagaat
agagagagaa
atggacaagt
ggcttateac
acaggaaagt
ggageotggy
gaggcgttgt
acaggagggt
gctgagaackt
tctgatgtag
ggagatgcte
aggtggtgge
ggeccgageat
gtatggccag
gtttatcgag
tgtttegttt
catagcceag
gagactagac
ttceagetge
ctgtgcagga
gagcaggtyg
gatgaggtga
ttggcctcte
cttgagaaat
gtgtgtgtgt
gtgtttgtgt
aggaataagc
agagaaggaa
gtttatattt
atgtgcacgt
gaggcecacaa
tgacaktgttt
gctgagceat
atgggattta
gbaaagccat
cecectgteoe
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aatcttaceg
tgaagettta
acctgectcaa
tacgaatatc
agctttgaca
tctgaggcetg
agcgggtcac
ctgggaaagc
ccaaccegag
acggeettge
cctcatteag
tatatgctga
tectgetagt
tggcoctegt
ccecageata
catccecagag
ctctgaccac
tggcctetet
aggggctagg
accagagttt
aatcccagaa
agcaaaacac
taaaacattg
gtgcgtttga
acacataatt
gtgagtgage
tttgtgtata
gtgggetggg
ggccacecty
ttaggtaata
gaggatctygy
trtaattctgg
cattcactcea
caaccetgge
cggggtcaca
tgctettgtg
tttgagacag
gctgcggaga
tecaccetge
caggtagagt
gaaatgcaag
atgaagagag
gaggagggca
cctcoeccac
tetgagttte
gtgtgtgtgt
gtatgtgtgt
tgtaggctga
attaagggag
gtattggaaa
gtgtgtgcet
gggggeatot

gectgggaact
ctetecagte
cgtatggatt
caccacaacc
cteocateete

gttgtggaakt
ttacaategt
ggaaggaaca
ttaagagtac
aggtgcatee
tcttggaage
ttecagcatce
tgcagacctt
ccottctect
tagttaaagg
ggaactetgy
cttgttttga
ttEteccecat
tctggagect
tggtgttecac
ctceggtgeco
ctgcagaget
ctatcocactt
agcagggagg
ggatetetag
ctegggagge
tgagctetgg
aagaagacaqg
acacacatat
tgaaagagag
acacccatge
agagggagcc
actggageat
cagagggtce
gccagagaga
gcaagtagag
gtcagcagtt
ctcagcagag
tetggaagaa
ggtgcttggg
tgccaggceac
actcttagcta
gaggggaggy
gaatgatgac
gtggagtggc
caagagatygyg
aggctgggct
gcteocctgea
ttcecttett
cacttcactg
gtgtgtgtgt
cagtgggaat
ggcagtgtgg
ctacaagagg
tacattcttt
gcatgagttc
gatcococetgg
gaaccceggt
ctgaaatcca
taatgtggceg
gcaacagtga
cattctcaag

5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
52840
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
€540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
82290
8280
8340
8400
8460



cacctcttge
tgaagtcaca
acacgactact
gtgtatgcac
tcectggage
acttgaatet
tctocegeetg
tgtacattgt
gccatcctee
tacatggttt
tcacaaagtg
ctggagagat
tagtggctea
gctacagtgt
caccecagaa
accactgtte
cacacaktttg
tacatgtatt
ggggatgtca
aggttgaact
tattcttttt
tgcagttcaa
aceacacetg
tgaagggaty
tcteoccaact
tgtggatteg
ccttctoact
tggagagaty
tcccageatg
cagtttteeyg
gocatagtgat
cagttaccac
acagccgcte
agtctgctct
cccaactctyg
cccacagect
acagtatace
cggygggccac
ageccatoctt
tctgtggeat
gggacacggyg
ccacgagect
ggtcctcaca
agtggagata
aattatttec
teccagagge
atetatatcet
agagcgatgce
attacaaaca
tttatcetga
gttgctatte
gtgtgtgcac
tgaaaggece
tgtgcaggat
tggagagaga
tgaacctcge
ggactteacy

tctgecetetyg
cagectgeac
gtactycatt
atgtgccaca
tggagttaca
aaagcaagca
ggttccattg
tttgtgctaa
tgcectecagec
catgtttigt
tgeagttcac
ggcactgact
cagccatcta
actcacataa
agcecactce
aggcttctaa
tgtgecteat
tacttattgt
gagtattgtg
caggtcatca
ttctceccoectg
agtgactccc
actggatcat
actggactgg
gagctattte
gggttggagt
actetetacc
gotcagceegt
ceattgotgg
cggtggagaa
atgecttgtty
gtctcoccoectg
cccaaggeta
gagtactgtyg
ccagctcaat
cttttgcaga
cactceetge
tccaccctia
tcctgtaatt
agatacatcect
cactcttecat
ggtaaaggaa
gcecgacacyg
gattagtgac
ttagaattaa
tatettgatt
getgctteag
cttgggcagy
aacaaacaaa
attatagtgt
taagaataat
gggtgcatat
ctcotgetcag
cctgaaactg
gagagcaaag
tggacetigt
ttetcattat
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tcgctggaga
cccttectgy
ctetegeotet
tgtgtacaga
ggeagegtgt
cttttaagtg
tatggacaca
gagagagtaa
teectecetect
tcaagactga
tgaatggcac
gctcttocag
taacgagatc
aataaataaa
atgttcccte
caacctggtt
acacgttett
agttgtgtgt
aacaggggac
tgtgtggeag
aggtgggggc
tgtectecace
taattctttg
acatgagegt
ggttbgccayg
tcaactcatc
tagatcatta
taagagcacc
gcagtagggg
cctettgaca
tatggaagac
tcecttgcag
gttatcgecet
aggcagaatc
gacagactag
ggtctgactyg
accaccagac
gggageacat
tatgtctetc
cagtgaccca
gaccccteoee
ctatgcaaac
cectgetgay
tagatttcca
agatactaca
ctttggaaty
agecttecet
gtttcceect
caaacaaaca
tggtgagttc
taggaggagy
gttggaaggg
cetggecatkt
actegectgga
aaagaaacag
atgtgtgcac
ttgtatgtet

acagtgtgea
tetgagtatt
ctttttttaa
tactatyggay
gagctgcceceg
ctgaggecage
tgtagcectaga
tgetetatag
gagtgetagg
aggataacat
aaccggtgat
aggtccggag
Ltgacgcecte
tetttaaaac
ccacgtetbet
tacttgggeco
tetagtaagt
gegtgtggge
agttctittc
caaatgectt
ctgttecata
tettagagta
atgggggcgg
ggaagccaga
agaacaactt
agettgacat
attetttett
gaakgccctt
gegeaggtgt
ccekgetgte
tttgactgtt
gocegggeget
acctcatgat
gtgagatcgyg
ccaaggaggyg
ggagggeect
acgtgccecac
gaagaagctce
cctgaggtga
gggtgggagy
cecacctgggat
acaggcactg
geagacgaat
aaaagaagga
taggggcect
tttaaagtgt
gaggatggct
tttcagaata
aaggacctcece
aagccatcac
aacctagcca
gkgectgteoe
tacgggagge
cagaaacgag
cctttaaaag
atttgccaga
ccggggtcac
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tctgcacact
tgggttctga
acatattttt
gcecagaagag
gtgtgggtge
tctcagtacce
atatcttgect
cctgagetgy
atgacaggeg
tecatacagayg
caagaaacaa
ttecaakttece
ttctggtgty
acacacacac
gcctacagta
tecttttetge
tgcatattac
ccatgcatgg
tteaatcaty
tacccactga
gcccaaactg
ttggaattac
ggaagogeac
gaacagette
acagaaagtt
tggctectet
aaaaagactt
cecagaggtee
tcaacgtgag
cctggtecatt
acagtgaagt
tgtceattge
geggeagaay
cececaacgat
caaggtgaaa
ggecagceatg
atctgtecea
cctaagaagt
ggtteaggtt
gctatcaggg
tctiectgtg
acctccccat
gacattaagt
aaaaaaaggc
tgggtaagca
gecttgecag
ctgttecttt
cagggtgtaa
atttggagaa
gceaagtget
attgeagete
cocttggggac
tetgetggte
acttggcgge
aactttctaa
gattgaacat

geagageegt

cttatgtcag
ctetgetate
acttgtttgt
gccatggceyg
tgggaaccaa
cttcttcatt
tatctaatta
cctcaacctt
agtggtaact
aaggtctggy
aactcagggyg
agcaaccaca
tctgaagaca
acacaattac
cteccaggtt
tctgtggagce
tetgegttet
cacagtgtgt
tgggttccay
gacatctcca
gecttgeact
gatgtgtact
atgctgeagy
agtctaatge
ctcagtgcca
acceactgag
attaggggge
tgagttcaat
tagotgttge
ctgggtgggt
tgagctteca
cgcgagggcet
atggacgtca
ggctteetgy
ctectagggtyg
tttaggaaac
etectggtect
tetgctectt
tatgteccetg
tgcatggece
tggtccagaa
gtctgticct
tctgaageay
tgcattttaa
aatccattet
agagcttacg
gettgttaga
agtccagect
ttgcaaggat
tgcocateoetg
atgtccgtgg
agaaggaaaa
ccacggtgte
accatgagaa
gggtggtitt
aatcctettg
cagccaccac

8520
8580
BG40
8700
B760
8820
8880
8940
2000
9060
$120
9180
9240
9300
9380
5420
g480
8540
9600
9660
9720
9780
9840
2900
8560
10020
10080
10140
10200
102690
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
14920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880



cccageaccee
gagtacecccg
tgectgecty
atatcaggga
tecatggttaa
acctgtctta
tgcagactgg
ggetggteat
agccaagtkg
catttcaaaa
gagaggaaag
catgattgea
ggtcaaggat
taggtttigy
tectggaact
ctttgagggce
agttcaagat
gctgecttgag
catgactttg
acacagtectce
gagggtgggt
gacagtcact
agattcctgg
gtttataaaa
cgtggcetgec
aagtggtgga
ccacttteta
tctcaatctt
attgtettga
getcttoetgg
agcogocacc
gggtgecttt
gaagcactga
taattetttt
tgtattececat
gaagaggctc
tgggaggtecc
taacgcacte
tgtttcettt
ttgttagtct
ceegeecaotg
cagtacagca
getaagagtg
gtggekbccag
atacccacat
ctagcccttg
ttctggctaa
atggaggaag
aggacactag
ctatgctggg
atttttttaa
ctgagagctg
ggctgtggty
gctagcetgt
gacatcaggg
tagaagcgga
atggatgtga

ggcacatagg
tgtatagaga
taggatgtcot
tbtttgttga
ggtaaggaac
ggatgtcact
atggtcattg
cctettettt
tgtacctcag
taacactgta
aacaaaacaa
atgtctacag
agcatggtoet
attttggact
cgctctgtag
tgggacgaat
aattaagagt
gctgtecttg
agccatcteoe
tctttgteta
ttceetceeco
agcacctact
cttteceatta
ctagctacta
cgtgagtagg
ataggaatta
tgacttataa
ctaaagtctyg
gagcacagac
gctccageac
cccaagtggyg
ccaccttaag
tcttataata
acaggettty
ttkcctetge
agagggecayg
tgccatcocgg
taaagttgta
tgtgtgtttg
tgaggtagga
cococtgteer
tttttetaac
cacactgcte
gtecagagga
acagatacac
gagatacgac
cgtaagactt
agggatgagt
aggaggataa
tgaaaagaga
attgaaaaga
gggtgagtga
acagctacct
ggtgcatgag
cagatccttg
tgcatgagca
gtgtgtcgge
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cgictcataa
gagrtgrtgt
tacaggagtt
atatttcaaa
atgecttite
cccagggtaa
tcecoctatte
ttetttttet
tctttagtet
gagttgacag
aacaaaacac
gccocagttca
acgtatecgag
ttggttttcg
accaggctgy
gecaccactg
tgccageteg
gcetggacct
agagaaggaa
ggtaacacat
ctgectette
ggaaacctct
gggetgaaay
tcettecaggt
ggatggggtt
agggtgttce
acatcecaggt
cctgecktet
taacacttac
tcttaagtta
tgtggataat
ttgettatag
cgaggataag
tectgategt
cagegttagg
ggatggtggg
daggaaaagg
accaaaataa
ggetttttat
cetecaggety
tgceteocaag
atttaaaaat
ttgggtagga
tccaggacct
acataaaaat
tectggaaage
acagagacag
agggggagca
ataccagtca
aggccccagg
aaaagatgta
gacatgtgga
ctaatcteca
accetgttte
gggccaaagyg
cgtgcegeag
gteggegeac

aagccecatth
egtggggeac
tgcagagaaa
ttcagettta
cagagctgeckt
agacctciga
tgtgtgacca
tttrttettyg
ceaagegget
aactggttca
cacaaaccasa
tgagaggcag
actcecagcca
agacagggtt
actbeaaactt
cccaactaag
ttaaagctaa
gaaatctgeco
gtgaaaattg
ggtgacacat
tgggttggte
ttgtgggaac
tacaacggtt
aaaataccga
gggaatcectyg
ccoecceeee
aaazaattaca
ccaggggtagy
caaatgaggg
ttttaagaat
gccatggeca
tatttaagat
agattttete
agcatagaga
ttaactcoegt
gtgaggcaga
aaagtttage
atgtcttaca
gtgtgecttita
gccttgaact
rgctaggact
aatcacctag
cctgagttta
etggecteca
aaaatgaagc
tggcatactg
aaaagaactc
cggggaactt
ttgcacccac
tatkggctge
aatcaaggtt
caacteccatc
ccteegggay
aaaaacttta
cggacaggcg
gcatcatgag
tgcacgtect
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tatgagaacc
ceggatecoa
cctteettgg
agtgtaagac
gcaagaggca
tcacagcagg
cagcaaccct
geccagaatyg
ctecttgetea
tgtgttatga
aaacatctgg
agacaggaag
gggctacggt
tetectgtgta
agagatetge
attccattaa
gtagaagcag
cccaacagtg
tggcteocaca
agcattgaac
aceccecatagg
atgaagaaag
cttggttgge
tgttgtggaa
gatagtgttc
aacctetice
aacataaaaa
gtctgtttct
aactecttgge
tctcacktgg
gcagggggoea
gctaaatgtt
acaggaaatt
gaatagetgg
aaaaagtgat
gcactgtcac
ctctagteta
ttacaaagac
taactgectgt
tetgacegece
aaaagcacat
gggetggaga
gtteccagaa
tgggoatety
ctttaaaaac
tgtaagtcca
agggtgtgct
gggcagtgaa
tactggacaa
attggctgea
agatgagtgg
aaaaagegac
gtgatcaagg
ataaagaaat
agtctcgtgg
agagccctag
ggctgtggtg

agagcetgttt
gecagcetgge
agggaaagaa
tcagcagtgt
ggagaageag
agcagagctg
ggtcacatag
aagtgaccat
atacaatgtg
gagaggaaaa
gctagccagg
accgcegaaa
cccaagatee
gcectggetg
ckgactctge
asaaaaaadd
tetcaggect
tccaagtgca
gtcgattggg
tetecactet
acagocacag
agcetttggg
tttgectegt
aagccaacca
tatceatgga
tcagacccag
tggtttctcet
ttgctgttet
ccatactaag
cetttageac
ctgttgagge
ttaatcaaga
gtbctttttea
atatttaact
tecagtggace
ctgccaggca
ccaccagtgt
gtctgttttg
gatggtgetg
tgeeccctgeo
gccaccacac
gagggttcea
cctatactygy
ctcttagcac
ctectaaaac
tctcatggty
g9gggttagg
aattctttge
ctccagggaa
tttgecgtaac
ttgetgtgag
agaaagaacyg
ttagccetea
aatgaaaaaa
taaggtcgtg
gtaagtaagy
ctggactggc

11940
12000
12060
12120
121890
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12300
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
izg20
13980
14040
14100
14160
14220
142890
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14540
15000
15060
15120
15180
15240
15300



atcttiggtyg
ttcaagaact
daaaaaccta
gcaagaggat
ccaaaccaad
gagagcatgg
atccactgag
gttgagtaaa
caacaaaage
tetteegaag
acgagatatg
taaataaatc
aacagaaggc
catgggecga
ttteektgtty
ggccactcte
aggacagate
gaaccattat
caataggaaa
aggagactgg
agagatagat
cttaggaagc
gtcagagcag
cgocacagat
tgcaggtgga
acagcctcect
cagetteoge
ctecctgtgy
atagacctga
aggacccaga
tgetgtakaa
Lectaacctea
cagcctaace
ctgagaaaga
atgtaataag
Ecggeoegcaa
ccatgagttc
ttgectctce
ggtgctgage
ccgaggtcata
cecccagaatbc
gagcaaacac
ggaatttggt
ctggeccaca
caagctcatt
gagagctgge
cacctgggag
ctgacgctaa
gaggaaacat
gggctttaaa
tectecacet
egeckgecttce
ggtcatceca
cegggacggag
aagaagcaca
cttcagaggt
ggaagaatac

agctgtggag
gtcetattaca
tccaggtgtg
ggcgagkity
cagcaaaccc
ggtggggatg
acccoggyagce
agcategatt
caaaccaagqg
gteocagagtt
atgccoectett
ttazaaaaaa
aggcacgacy
ggagggteca
acactacttc
tgctegetty
geatcattaa
ggtgctcaca
gctttctgge
aggtcacaga
caccceccaac
aggtatcaga
ctgcattgat
ggaccggoca
cgacactgat
tcecagiette
cageeocctee
catggeeocte
gatggetite
getgtttgtg
gcatgaagac
gagttgaggg
taaatgtecte
cacctecctea
ctaagaaata
gaagcctgge
cctggctaag
cactggtttt
aatgtggagc
cttcaatagt
tgccecocaac
ctctaactaa
caagctggat
gtttgttttg
ttgatatctg
tgtgteocecty
gtgeccagcag
gcacacccet
gggaccagee
aaggecaaceyg
ggcageakge
tgtgetgtgg
gggcettggag
aatggaggea
ttagtggggg
ttgtgtgggt
tagcacagea
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gggaaatggg
attatctcaa
gtggtgkgea
aaggtatcty
attatgtcac
ggggtggggy
ttgactgeay
actgacttaa
ggctggtgag
caaatcceag
ctggtgtgte
aaaaaaaaaa
geaggcascca
gagagatagg
aattacagat
atttttcetyg
ggtggccagce
gaatcecggyg
ccagacaggy
caaaagggec
aatggccaca
gtccecttec
gtgtgggtga
cttacaagtc
teattaccea
cctecaggyc
tectttbgea
ctgctactge
tgatttatat
ataccataag
atgagttega
gadaggeagg
agtcagagat
ggtctceeat
atgagggaaa
cagggaagga
aatcacatgt
gaagagaaat
tggggtcaat
agggtgcttg
cccccaaaaa
gaccattage
tccgecttct
agaatgcctg
aaaaccacag
cctcaccaac
caatttggaa
tctccacece
ctgeteooage
tatctaggetr
agcccteact
agggecaggy
agtaccecoga
gaccteceoea
ggggggtoct
ggectagecte
trtagaacctg

tagggagatc
aatattaaaa
cctatageca
gggctgtaca
acaagagtgt
acagaaatat
cttaaccttg
cctcaaatga
atggcebeagt
caaccacatg
tgaagacage
aaaagccaaa
cgageeakeo
ctggtaagct
aaaataacaa
ttacgtccag
ataatctcce
cccaggagct
ttaacagtcce
agcttctaac
gctggttttg
tgaggggact
cagaagatga
gaggcaggtg
gttagcatac
tggggagtce
ccteaggtygt
aggctgagea
atatatatece
aggetaggga
atcececagea
tggattctgyg
cchgicteag
gcacgccacac
cgatttttty
actgcectttyg
aatggagccc
Lcaagagaga
gggattcett
cacagcaadc
ggcatccttce
tggcaggggt
gtagaagccc
aggggcccag
cctgactgec
gaceoeecece
gtttactgag
cogegacece
ccgtecttat
ggacackgga
agcececgtge
gtggeaagcg
gectectect
ccatcoctat
gggaggtgac
tgctacatca

gagggcagca
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ataaaatccc
aaaaagaada
cgggcackttyg
gcaagaccgt
ttatagtgag
ctaaactgca
ggaaatgata
agaaaaadgaa
gggtaagagce
gtggctcaca
tacagtgtac
ccgagcaaac
tgtgaaaaqy
cagtttetet
ataaacaaaa
caggtggegg
atcagcaggt
geectcteoce
acattccaga
aacttcacag
tctgceeega
tcegtetgec
aaaggaggac
gragageett
cacagecgggc
tccaacctie
gaaccetece
ttggatttet
atceccttgga
gatgatatgg
accatgtgga
gggcttactg
ggaataactt
agacacacgy
ctaagaaatg
gcacagcagc
aggtccctet
tctecttggt
taaaggcatc
gtgagaccct
tgectectgygyg
aacaaatgac
cacttgttte
ggagccagac
ctgceegigg
ccaacacaca
cttgagaagt
acccceeogtga
tggetggeat
gectgtgeta
cteatctgee
ttcaggaatg
gagaacaace
gacgccecaaag
tggggtagte
gggcagggac
ttgggggget

tccgaattat
attaaaaaac
gaaagctgga
cgtecccaaa
cggectogcet
gtcaataggyg
agggttttgt
aaaaagaaaa
acgeegactge
accatctgta
ttacatataa
caggccecca
cagggctace
gtataccett
tectagagect
aagtgttcca
gagtgectgtaga
aagtctggay
gcaggggaaa
ctectggtagyg
aggaaactga
ttgtaaagct
ccaggcagat
goagaagete
taggcggacc
tgteteagtyg
tocctectcoett
ttatgettag
tettacatct
taagagtgct
aaaataacct
gccagetage
gggagaatga
ggggggagta
aaattctgtg
ctataagtca
tgectggtygg
cagaattgta
ctteocaggg
aggttagagt
tgggtggggy
cttggctaga
cttitgttaag
aattaaaage
gaggtactgg
ctcctegggt
cttgggaggg
ggaggaggyt
gaggcagagd
cegagtgece
tacttgtgea
atgcecacaga
agaccatgaa
gtacgggatg
ttagecatctt
acatttgect

ggtagagage

15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15500
15960
16020
16080
16140
16200
16260
i6320
16380
16440
L6500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16820
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720



acccaaggca
gtatgatggt
accagtgggy
tccocacatga
qgccectgayg
cagatgcaag
ttagttcece
gggtttgtag
caggtggcac
acageagaaa
atcacgecacy
agaaatgacc
cacatgctgt
aggageatge
ttggaaagcc
tgcaggggty
gttgtgcececo
ctgggatttt
tagacaggac
agatagagca
ccaacecaat
accagctcaa
Egtggtagea
cgaaaggcce
tcaccctige
gcaagcagcc
gaggggattyg
acctgecett
ctecacteet
ttaggaagga
ctaaactgga
gagaagtgga
ttgaggccag
gccacgtagt
acagatgtgg
acagagetcoe
atcteactge
ggtttggaaa
tcacgcatce
cgcttoctga
ggccagrgeg
ccgaacggacd
ctgtgceeeyg
tgcaagegec
gcgeggooge
gcggagetgg
attegtttte
tggagttece
gggtagagrt
gtygggatggyg
ttaaagggaa
ctactectte
tggeccactga
atagggaccg
agagaggaga
gctgtttgtt
tcaaatctge

gggtggagge
ccagagaatc
aagtgatatg
ccaccacatg
ataaagtcac
gcaacectag
cttgcoccocagg
gtggcatgtg
cacttgeoet
ctgtggaggce
gaactagcag
ttgctggtea
ccctectgte
aatgcagtea
ccaaaactag
agtaaattaa
cceoecceced
ctttttkbocett
ccacacatgg
tgtccaagag
cbectteece
ggtacacaga
aaagctatag
tctactcgeceo
gggagccaga
cagcecectgece
gacgcgoocge
ctaccecget
ttcteccatct
ccagagccag
agagtgttty
gatgggcget
coetgggetac
gcoecgatgta
ggaaaagcaa
agtgtttcat
tcececggtge
aagagagaag
ctctctecge
cagacggcce
gcegegegeg
cggatttceg
ggggegegge
ccacceegett
agaagggtcg
agaacgecta
agtgtaaagc
agcccagkag
cocegegagee
ggtcttitcta
gggagtgtgg
cacccaaaty
gtgtgatgtt
gaactctget
acaggggagg
ggctcecage
cttcaaatec
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tgaggtcagce
tcectectaag
gtgaggctgg
aggtaaagaa
ctgggagtaa
attgggtrtg
gtctgcteaa
acatgagggg
gagcttgcac
agagecagea
caatgaatgyg
ceatttgtgt
teetageeag
cgttetegea
tectteccty
gecagocaca
gtgaaggtyce
ttatgteata
attagttaaa
aggagggcag
ggagaacaga
acaagagagt
gttttgggte
accgecocege
gagccctgge
tttggggcaa
ctttggtege
ccteocacage
cctgggatac
gtgtggctag
gttagtagac
gagaagttca
ataaaaaccc
atagtggatg
ctttaagtac
ccctgggtte
ctectteocta
ggtggaagga
agatgtgtce
atgcegeagce
getgetgeee
¢tgecatceeyg
geecgegeteg
ccacaacecag
caagecegegg
ctagagegadg
ctgeagecca
agacegcagg
aggagaggaa
cectegoegy
aacgaaagac
taaageckgce
gugctacgtg
gagattccaa
ggttagggga
ctcgecgect
atatctggga

cgaagctgge
gatgaggaca
atgccagatg
ggoeccaget
gaagagcrga
gatgggaacc
tgagcccaga
cagetgagtyg
cctgacececa
cagagagatg
ggtggggtgyg
gggaggagag
taagggatgt
gaggaagtge
ggcaaacagy
gaagggtgge
atcctggect
ttgatcectga
agectoceat
gcatcagace
ctctaagtea
ctggtataca
agaactcecga
cececacetay
atcctaggta
gtetcttttct
tttcaagtct
agctgtectyg
cgccectgte
aggctaccag
acaaagccttL
agaccatcca
aatctcaaaa
aagtegttga
cctgecccaca
caaggacagg
taatccatac
gocagaccagt
gagtacagct
geoaagocag
aacgccatcg
gatcgctace
cgcaaggtge
teggagetea
ccoggegece
cgcgogecta
ggccaggggt
teecttetgee
gcttgagtee
acctatacag
ctgggactgg
gtgggctaga
gttctetttt
ggattggggt
gagattgtgyg
cagaggtttg
tagggaaggc
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akttaacacgg
caggt cagat
ccatccatgyg
tgaagatgga
gactggaage
tgaagccagg
gggttagcat
aaatgtcccce
getttgecte

cctggggtgg
cagctggagy
ckcattttece
ggaggaaagg
ttgacctaag
ceteeceeac
aaggectaca
ctgecectet
caccatggaa
ccatetaage
tagaagatat
gatcecageca
gcaggtgcta
cccaagtege
ggtcctataa
a{alelelelalalelals
cagcctggac
aatgaattct
atttattace
ccagtggctg
goagggcetgg
gggtgggatc
tocttaacta
gctgccaatt
atecetgggge
gatcacaaag
gagagagaag
agattcgaaa
ctggectagg
gocecgegaget
tcaccgaget
ggegegtgaa
gegegeageyg
grctggtgge
aggackttcgyg
ggggagcecaa
tgcageccee
gocaaacttt
cgetgegggy
cagactctge
gacaaggcag
ttatggacgt
tagggtttct
ggtacggtct
acccegtgta
tgggcaaceg
gcttocceeca
cagggtccga

gcatgggctt
ctagetgetyg
ctgtactata
gaaaccgaga
tggtttgatce
aggaatccct
taaaagaaca
tgtatgagca
attectgagg
gagtgggggt
gacactccag
agettgceac
gecoacceeaa
ggcactatte
ataccaccte
cotceccect
ggetttbggta
cttttagagy
tecatggtagg
ggctgggeat
cccttgagta
aacaaatgct
gagtgaagag
cagatcactt
lelalafelstelelalels;
ctgtgataat
tatcecctacc
ttcaattaac
gtaaaggagc
ggatgaggag
cctagtaccg
cacagcocagt
ctgattotge
aacctatttt
aaagtaagtg
ccaggatagy
gegcagggea
cbgcagcecc
gcactacacce
ggtgtgcetee
gtggtggege
ggtgeagerg
ctegtgoaag
gecggagacce
agccaaccay
gogcgatccg
ccagacagtyg
gatggggagy
ctageecrgg
tgtttccace
acagtaagat
gaccctgace
tetttgtaaa
gactggigag
cctagaagaa
ctecttecte
gagatggtgyg

18780
16840
189900
18960
15020
19080
19140
13200
15260
19320
19380
19440
195060
19560
19620
19680
19740
15800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21380
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21260
22020
22080
22140



aagggccaga
gtcatattgt
gccagtcecacc
acacatttct
attaaazaaga
aagcectgteag
ttactttctg
gcacatggag
gactecaktceca
ttttctcatt
ategetttgt
ggcattgtta
acacacaatg
tgacaacace
gtcacattca
acccicacce
tttecaccgag
tcteccacaa
tgtetcttca
aggttcargyg
tcctectetet
tecattecctte
caaagocaag
ttttacacct
caacatcagg
aggggtgtga
tcaacctete
caacactktta
gettccatce
cagggcaaget
tgaatteece
ggtgtccetyg
aatgtcttag
gagggtgagg
agecttoecee
gagcccagtyg
agecggcaga
cagaagagag
agactccact
tcecaccatec
agagtcecaay
tgcaggagag
caaacaaaca
ggtcaggtta
ggcgeeeatce
ggagcacgtg
ttaataggct
cacacacaca
ttacatteta
agagceacay
gggtctgeag
cctgtataaa
cctgacecact
ccecatotga
ttettgtttt
gtgtagcatt
actggacttyg

aatcacactc
aaagggattt
tcccatectt
gtetagaaac
ataatacggg
gegecacage
tgtagatttt
gggggggtag
caaagactga
taagttattt
gaagcacaag
ataaagacaa
tctoegecact
tccgactget
tccttteckt
cagectecet
ccagttcect
agatgttcat
gttagctgaa
aactettgec
tgtaaagccec
acgggatagt
tacaattgag
atagaagtgt
gotoctgote
aagcaagatg
ctecetecet
aatccagtea
tgacttgtgt
ctetactget
taaatgaatt
tggttcecaga
agcaggaggc
atggaggcag
aaaacaattc
ggcataggtg
gacaaataat
tgctgctaga
cacataaaga
tttagcatge
tgatgcecaa
actaggttgg
aacaaaaaaa
gagtttattt
agaaagaaca
tgettggagt
gagagtcaag
cacacacaca
agaacaaacoc
ggtccececcact
aggertectyg
ccctctteea
gaggatgaga
gggcacatga
gtttgtgate
tacaagccetg
cagacagtta
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ckggeccecee
tctacacaac
gtococttgee
agagcegtegt
g9g99999999¢c
accacccaca
aattgttaaa
ggggattggg
aagccgogtt
atgccaacat
tgtgtgtagt
tgaatctcga
gtcatctcac
ctectggtage
tgcaaacctg
ttagetgacc
ggtccaggte
ctceccactee
tctacttget
tgccectgaa
caccccacta
gtcteatetg
gaccagttca
aaaagccttce
tatgggtctg
attgggagtt
ccagggtttt
agtgcatctt
atgtgcacac
ctaaacccag
atcaatatea
ttoccaggaag
catggagacc
gecttgcaatt
caagatcagt
aagacaccgg
gttatggtga
ggctgcctga
cacaggctga
cettgtatec
acccaaacac
gctgtgakec
aacaaaacaa
atggaaagtt
aacaacagge
acagccagac
cagacagaga
catdacacaca
actcectecte
ctetttgaaa
ggtgaceccag
caggttccet
geacttagge
ggtctcaggt
taatttaggt
gtgectgagg
tgagecacty

gaagagcagh
agtttaaggt
aggacaccac
cgtgctgtce
ggagggcgcea
atctcittgt
aggggaggayg
dctggtgagt
ctttttttea
ctbtttettg
tttttgittt
gcaggaggct
tccctbecet
cecttgtggea
getecteakte
actetccaca
atcccattge
atcaagccec
gacaccacat
cettocagga
tttgatteccc
gccaagtect
tcattgggcc
caaagcagag
gtggggtagt
cgagaccaat
gttttgtttt
tgcgtgaggg
tgggggttga
ceoctecactgg
tgtetttgaa
gacttttecag
ttggccageg
gaagctgaga
tectggtact
ttgtactgte
ceogcagggga
aggagaaggyd
geagagetay
ccatcacatg
acctaggact
cattaccaca
aacaaagaaa
atattctacc
tgatcetggga
acggggcttyg
gacagaagga
ccactcactt
ataaaggaga
tgacttggac
agccacagac
gaaaggagoc
cttecceatt
cttgggaaag
gtatgagtgc
agatcagaay
tgtgggtgct
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gtocegeece
cgttggagga
ctoctgectg
tetgagacay
agtgttatac
aaatcattte
agagagecgtt
ttggecgaact
agagttcagt
tagagaaagyg
ttgtttttte
gtggtcttgt
tggtecacaag
atacgtgtte
ceccagctggy
ctgtctteca
tcotecttge
agtggecctyg
gaakttcette
ctgteocage
aattctagat
getegatatkt
aagetttrte
gcaatgocoty
acattcataa
ctigactatyg
gttttttetga
gaactetatce
acckgggect
ctttetgttt
aaataccatt
ggaatccagy
ccacaaggca
cagggtacte
tgcacctgtt
atgtactaac
cagtgattee
gtcocagact
cegtggatge
ccagggataa
tgetrictgy
aagagggaas
aaccecaaggt
tccatggagt
ggggtggtac
tattaatcac
aacacacaca
ctcactcgaa
caaagttgea
ttgttgcagg
actgaaatcet
cacattecce
cttggagtge
ttccacaagt
ttttgettga
atggcatcag
aggaacagaa

caactgectt
aactgggett
ccacccacgg
catatcttac
atatgetgag
cagacacctc
tgtaacagaa
ttcecatgtga
gacatattta
cagtgttaat
cecgaccaga
tttgtcaacc
acccaaacct
cetttgaaaa
tcategtcat
aaagtgcacg
tecagaccet
cggetatcec
ccctgtboctta
gtetgatgtg
cttcocetigt
gggataaatg
aaaatgtgaa
gcectecttectt
acccaacact
aggcccetgte
tttgaaactg
ccCaatataa
ttgtacctge
caactcccaa
gagtgotget
catcctgaag
gtgtggtgca
aggattaaaa
cagctatgca
tgtgecttcag
agaaggaaca
ctctaagcaa
agggagecca
ggggcatcag
gacagacaga
aaacaaaaaa
ceaaattgta
ctacaaggct
tctatggcag
agggecttgta
cacacacaca
gagcecctac
gazacccaaa
gaagacagay
ggtgetgaga
aacectgtet
accetggttt
attgaaagtg
atatatgecet
ataccectaga
cctggatcct

22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
228640
22920
22980
230490
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23380
23540
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
245440
24600
24660
24720
24780
24840
24500
24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560



cocggaagage
gctaaagaga
cgtaacgtga
tagcagctct
cgectttgaag
ttggggaage
tttccocigag
cttttgttgy
cggatctetg
ctacacagag
Caaaaacgaa
ttttrgtcee
tcatcocggac
tetggggetyg
agcaaggagt
ctgatgtgca
tecacagace
tgggetggge
tgggattaca
ccagatctga
ggattctact
gcagkttctta
agcgaageayg
agaaagggtc
atacatggaa
caggttcace
tactgtecagt
agetcocectga
tcacattcte
atatgattce
acctggagct
gggaggaaga
ccagtctete
agaaaggaga
actgagtace
gtgggactce
gatctgaatyg
aagetactte
tetetgtate
agaaateece
ggcacaaagce
gttcattger
aaacaacetyg
caaatctaca
ctcattgeta
ctttggagatt
tgggagagac
ctagcaagaa
attaaacctt
gggaaacaga
tcctatagag
ttgtectecec
tatatgaggg
gtctggagaa
cacacacaca
gacgcaagtac
tettgcecta

agacagceeag:

caggagacaa
gactagggca
agtecttatte
tggctgaggt
teectgectyg
cagktcaggeo
gtggaggtag
tgagttcaca
aaaccctgte
caaacagaaa
tttgecattt
acacccagaa
ggtggattgg
atgtggtgca
ggtatgggca
ccEecccect
tggectagett
gtcatatatg
gtgcttgcaa
ttctattaaa
ggcckgetga
aggacaaaga
agggaaggaa
cctagtgtac
acactgggaa
catgectgaa
agaaaggcaa
tgtatgecta
tcettttoet
ggcagtgdagc
tgaaggaccc
ctacagatgy
gggtgaggca
agctgegtag
tagcccagtg
tggtccagec
ctttgtttgte
accctagctyg
ctgectetge
tactttaaga
gtagaattgg
ttctacgaaa
agaaatagtg
agtactggga
tgagatggte
ccatacacct
agectteect
ctigttactg
cttgectgga
Adaaaagaaaa
cgaggaggty
tctggagtaa
ggtcactaca
cacacacaca
agtacttaaa
tgagttgaaa
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cgetecttage
aggagagttt
gggtgatcec
cttaataagt
Cccagttatct
cclgtaaatg
agkccaaagc
cacttgectt
gocagectgg
tcgaaaaaaa
aacaagccag
tagactaaaa
ccagatgtat
Etagatggeca
tagcaaacga
catgcaagca
cttaacatgyg
gtaggtccea
agcacacctg
ggcaatoggt
gtatttetat
gagtcaagtyg
aatgaaaact
atgaaccaga
atgttatctg
acagaagcca
gaaatggaag
gaagctggygce
gcagggcagt
acagtcatet
agctgcagtg
agaggaceac
gagacagagg
gagaccaaag
cagacageca
ctggecagagyg
ctagtttcct
tgttttggtt
tcctggaact
ctectaagtg
gagagagagg
agtcktcata
tcteteatgg
acagtcacag
agatgaaaac
ttttgecagag
tttgecogect
ggatcaccca
tcgtcaaage
tggataactt
ttagctggea
gegagtaagg
caagaagdgcc
gagagttete
cacacacaca
attgtgtgat
accaaatggc

cactaagcca
crtttagtca
ccagtgacac
cecagtitgy
acttccaagt
tgtecattet

ccttcaatcet .

gaatccecage
tectacggagt
cadaaacaaa
agtgtttgte
gactcgggaa
ggaagatgge
tgggctgggt
ggaagtttgc
gaagccaagyg
gcatctetea
gggatctgea
gekttttttat
tgaatgactyg
taaatcaatg
gagagtgaga
tgggattcga
tgaatagagy
catggggttt
aaaagaagag
caattaacga
tgtgggcact
attggagact
ggggcteetg
atagatgtct
cgacctetge
cgagagatga
gagggaaaca
atgecaagge
ggagtgctga
tcecagttgcet
tggttteget
cactctgtag
ctggaattaa
aatgtataay
ttecaggtaa
acteoccttee
tectctaaecgt
tttacctagt
ctectaatgg
tatgtcacct
cecaccttgea
acagteggte
gtacattgca
cacagataga
tgtaaatgtt
tgtgaatata
caactcagtg
ccacaaagaa
tgtgtgtgty
ccctgagagg
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tcactgaggt
ataggaccat
cgatggcect
gycaggagat
acttgtttet
tcaaccttag
agctttcata
attaagaagy
gagttccaag
agaaataaag
cccgtattit
agcaggtcte
taatgtgcetg
gtggttacga
acagaacaac
gacagcctta
ttggecetygga

‘tatctetgee

gtgggttetg
ctrteatetce
agcecctgec
goaagectcg
ggctegggat
caggaagggt
gcattgcaat
taggtggtgat
tgegoogeaa
gaagggagct
gagacttgac
agettogtec
gcaagaaaga
tgectgacaa
atggtcaggg
cttgtactet
cceggctgate
atggtgcatg
gggataaage
tggttitceyg
accaggectgg
aggectgoege
tattataatt
tctceccacag
ccagtaatte
tttgggcatg
gtcageattt
ctacatggag
gacctgctce
cctecagaac
tgggttgtat
taatgtctag
ggccotggag
catggatgta
aagcactgaa
cccatacaca
aaaaaggaag
actctgatgt
cataacaacc

tetttectgtg
gaatgttecet
gtgtagttat
atgtattccee
cttbtctggag
acaagatcacg
aggaacaccc
cagagacagt
acagccaggce
aadaagaaaa
attaatcata
tectetgtttie
cagttgcaca
tgactgeagg
actgtgtgta
gggtagtgtt
gcttgecaac
tcectagtge
ggctttgaacg
ccagaccectyg
cctgcactca
agagcccate
atggagatac
agggcecctgeo
ggctctteag
tggagtcaga
ttaggatatt
ttgaatgatg
ttatgtgtce
ttgtcocaaga
tctgaaaaga
agetgcagga
gaggagtcag
acagctactg
atggeaccteo
gtttgagatat
accctgacca
aggeagggtt
cctcgaacte
cacecactgec
ccaggtbata
acatgccaca
taaactgtgt
agtctgaagt
ggagcagagc
agagggygcce
ttgggaagct
tcagagecaa
cactgtcaat
aaatgaaaadg
gaggetgget
aatgggccca
ggtatgtcta
cacacacaca
aaaaatetga
cacatgctea
acacktgttgg

25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
262800
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
2814¢
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28820
2B380



ctgtgtgcte
tgecagcagac
ttcagaaagt
gactcbaggce
tettteocete
tectecegte
ttagacataa
attctgtgte
gagtegeccet
tggtggcact
gggcaatgtt
ccatgggtta
gaggcaaaga
tgcttagtgt
aaaatgcatt
tataccatgt
tagacagttg
cctttgtaaa
attcteaaag
tecgagtcacce
gctecatgaaa
caaaagcatg
tactttaaaa
tggaaactga
aagagagagt
ccocaagaaac
tetgeocataa
ctctocecaca
gtgggaatga
aactgatcta
gctttgatee
aacagectct
ttatctgteg
cceattttac
ctatgttete
aagggtggag
acttaagttt
cctcaaactt
ttaaacacta
cttatgetga
cagaatcttc
tggcggcgta
tacaaatctt
actagcctca
tceettecet
tttaggtege
tactgggcct
gaaactcrgt
ctggccaaca
gccagagtca
aagtcacect
tttgeagagt
gttgtttatt
cagtcgggtg
aaaagaaata
ccctggggaa
ctectaatcte

acgttttkct
tacatatgct
catctgtggce
tggggtggaa
tgtggctcea
cacttagttc
gctttggete
tceccacatgg
cagtgtctct
ctgggagttc
gggaaaacct
agaagtctag
aaggtgaaac
gtgtatgtgt
cttttaaaaa
gtgtgtctygg
tgacactece
geagcaggty
aggagtectt
aaagctactyg
cttaagtaca
catgtacacc
catcacttot
acaaggtaga
tccacacctt
tagtgegttt
gatctectge
ggceccttcot
tcaaatacaa
gggagctgge
ceageaccca
tctgaccteoe
atcecatctet
gaagatgtca
acecttgeaa
ggctactgag
ggtcttggaa
cccacacatg
cataaggtag
aaccccatct
atgaatggat
atgacctcca
cttaggctte
ggtagttaac
gttecaaacca
cagtatttat
caggggeaga
ctgaaaagac
cacagceeate
gagttbgcaa
cctbcteaag
catcacggagg
caggacatta
ttgeggtatt
aatgatatca
cgaggccggg
ttgatttcet
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taaagcgtct
cagcccetgaa
tccaggaccyg
gcaacgctta
acctggacat
tcaacaataa
attcocccac
cttagttacct
aggtgatgct
aaagcecagec
ttetcaaaca
acgagccatg
tctttgactt
gtgtgtgtgt
tatgtataag
tgctgaagga
caacgececa
tcrtatgaacce
catatttcee
caaacectet
cacacacaaa
attcttatta
geektbitggt
gatctagaaa
ceaggaacac
cctgtatgea
aktccagacaa
tgcetggeayg
tetatcaagga
tcagcagtta
catgatggct
atagacaaga
ctagecteat
ctgcccagte
tttataagaa
atggectetag
teocacatgge
tgetgtgget
ggtttcttca
ccattgtgee
taatgagcta
ccatgatgtt
cagagteogtyg
caccgaaaat
cagtgcccta
gtaacaacaa
gacaggtgga
aatatggtga
tctgcacatc
gtgtittgatgg
ctagcagcac
atgggggagc
ttgagggeca
aggttatttc
tttttcatte
acagogcgge
ccetecbgtet

gtctggtttyg
gtocttetag
cetbgeactet
cctetgggac
aaaatagatg
ctactctgay
tagctcttac
ctccttccat
tgtaagatat
tgatctacac
anaaagagggy
gtgatgeata
tgaggccage
gtgtgtgtgt:
tatttgecetyg
ctaggcatag
ceatgtgagt
ctkgaaccate
taaactgaac
tagggaacat
cacacacaca
gactaktgctt
gggcaggtte
tcacagcagy
tgagcagggg
tgccteteag
gectagggga
tattttttta
aaaagtaaaa
agagttctgg
ttcaactgta
cctagteoctce
gccagatcat
atttgccatyg
agatatctge
gggtaaaggt
ggagagagag
tatgtgtaac
tgaccccaag
atctggaaag
ttaagaaagt
atccageatg
agcaaaaaaa
gaaccaagdc
ttateotaaaa
ggeccgtbtga
gccctggagt
gtgacccggg
tgtagttgca
actgaatgca
tggcttecgde
agggeccctc
agatgacaga
tagtgteckgea
aggcaactag
tcctgagtey
gtktecttcce
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ctgectageat
ggtgcatgtc
ccctetgeeg
aagtataaca
caagetgtgt
agcacttatt
ttcttecaact
cetggtbege
tctttctaca
agcaagctcc
tteagtkgte
ccttteatec
taggttacat
gtgtgtaatt
cacatatgta
actccctaga
gcttgaagct
tctecagiet
atccttatea
tcactatteca
cacacagagt
tgctaaaaga
caagattggt
tcagaagggc
gctgggacct
agattccata
agttgagagg
tetggaggay
aacatatata
ctgcecttyge
tctetgeetco
tgcaagagea
ttaaaactac
agtggatatt
atttgtctee
gcttgecaca
aagagattce
cccaataagt
gaatgatgcee
agacaattgec
ggektggtita
aaggtccteca
geacacctct
agttctaata
gataaactie
cacacatctg
ttgaattceca
aggatatctg
agcettttge
cgtgttgctyg
cagectgckea
cctagaacac
taactctatc
gaaaacagtg
attecegtggt
ctatkttecgt
tcttgetagg

caggcagact
tcttcagaat
cgaggctgea
tgttagettt
aataaatatt
aataggtgge
ctttcaaacc
ttctteettce
zagectgagag
aggatateca
aggaggagac
aagcacttag
agtgatacce
taaaagtcta
tgtatgtatg
actagagtca
aaacktcctgt
ccagaktgtge
gtgagcatec
cktckacttg
catgcactca
cttteoctaga
actggcgtac
cagecctgtac
tgectcteag
agatctgoect
ctgcetgagt
aggaatcagg
tatatatatt
tteagatctt
caggggatce
ccaaatgeto
tggacactgt
tcgattettit
tgagagaaca
aaatctgaca
cgtaagttgt
aaagatagtt
cctgatagag
atccoggaaa
ttgcacatge
ccagaagtca
aaataaatta
Caaaaccact
aagccaaget
taackcctay
ggttctgtga
atattgactt
actaagtttg
gtgatctaca
ttcaagcete
caagecetgtg
acttggecaa
caacctggac
acaaaaggct
ctgtcaackt
gceccagtgga

29040
29100
29160
25220
29280
29340
29400
29460
29520
25580
298640
29700
29760
29820
29880
29940
30000
30060
30120
30180
30240
30300
30360
30420
30480
30540
30600
30680
30720
30780
30840
30800
30960
31020
31080
31140
31200
31260
31320
31380
31440
31800
31560
31620
31680
31740
31800
31860
31920
31980
32040
32100
32160
32220
32280
32340
32400



gtctgtgtac
gggggaaget
aatttzagat
cecoegecctyg
aaaatgtgge
ckctgecage
ccaacttttg
agggaaggcet
ttagttagct
ggtttcegee
caggtgggcce
atatgagcte
tgagaactgy
goagagatcet
ctgtbctcaag
acacacatgc
caaatacata
ctcottagte
ctteatettg
tccgtcoattce
gataaagaca
ttctgtteat
cttecaccaca
teccaaccage
tttecectect
aacgattaca
gectgggatga
ccgaagctga
cctaccacat
tggtggtgct
ttttctgett
gecagaaagak
atagttactg
gagactetaa
gaaktggacge
atggtctgga
actggeageo
tggagggget
aaggtgctgce
gtttagggag
atggttgaty
tgecagectte
tacacatcca
tLgagagtgtg
agetatetec
agcaccccag
gcegtggacc
cacaagcatt
ttgagacaqgg
tggectegaa
cccattctta
ttagctgcetg
atcectgact
cccgaacaag
ttacactett
cccectaageca
agtcacCaca

acgtgtge

<210> 18

<211> 9301
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 18

tcacagggag

gktcggcecag

aatgagtetc
tcaatctgge
tggaccgtgt
ceaeggtgect
atgatggtgt
ctteocagagag
tccacctggt
ctcatccace
attggtcact
actgagtccet
agkttcaattc
taaagcteet
aaacaagatg
acatacatcc
cataaaaaaa
tcectggetace
actccteotgt
ataaactcec
cacactacaa
coggecaget
gcteoctecat
acaggcecayg
gaatctacca
aggaagccaa
attcacattt
gtecaggaag
cagctggcoec
ggtggtagtyg
ttacaaaact
gacttatgeeo
tcaaaagtaa
aatccagatt
agatagaagg
cagaagcatc
ctgatgaggt
taaagcgtga
agtgggagec
gtggggattt
agttggaact
cacatctgec
aaagaggaag
gcaagcccta
tgagctggaa
cagectgtge
cacccacagg
tttcacateca
gtttctetgt
cteagaaate
atggtgatec
tcttctgaac
cgggeccgat
teocagteect
cccctegeteo
cetctgtaag
ccctetggag
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gagggtggea
tgactkttie
cteattcacg
taagtaagac
geeggoacga
tktcettkeg
gegeegggty
teatetagec
ccektakteeyg
ttgcecetttt
cegetaccac
gegggatgge
ccagcacatyg
ggoccagacag
gaacatcaaa
acacacagge
taaatacata
getcttgtca
actttgeaty
tctaaattte
agtcaccgtg
aagtagtcoca
gectaccrage
tctggettet
ccttettkbct
tgaaattage
ccaggectit
ctgaatttaa
tgactgagct
gtggtggtgg
tctctaatte
tatataagat
ttctatttat
atgtatttaa
tcacggcaca
cagagagggt
accagagatt
ctgtagcage
acatgagagyg
gtggtgtgga
aaaacagggg
[alelafer-Talulalalel
agtagcctac
ggcteoctgte
ctattttagy
ttgcgtaaaa
acaagtatgt
tggeatettie
gtagtcctgg
ctgggattaa
agtggttgaa
tacctggtac
caagtceagt
agctegatta
tggacttgtt
acaactaaga
gtgtgtggac

aagceectggt
cocctekbctet
tgtgctecact
aagtcaaatt
aaccagggatc
gaaaggagac
actctttaaa
ctecetteayg
ctgtctecege
agttectaga
tgttaceatyg
ttggttggca
gatgtattte
cccageetaa
ggtcaaccte
aaacacatgc
cacacataca
cccccactaa
cctttibccag
tteoceeegee
ggaccagttt
acctetetgg
cctgecaaacc
atgtcctaga
cccttetect
agtttggggt
gctttgetceo
aatcacacte
gtgtctgggt
tggtggtagt
ttatacaaag
ataaagatga
acacccetctat
aaaaaaattce
agtatggagt
ccaagacaaa
gctaagbtgga
cctcogeotga
tgatgtettg
gacaggcage
ccatcacact
tgtectggeac
tgggcatgcec
caggatgcag
aataaggatt
gcaagtgctyg
atgcatctgt
ctaaccccea
ctgtectaga
aggtgtgtgc
atttegggce
aatctttate
tcctgggece
getcateoetyg
gctttaktta
taatacttec
acatgttcat
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cctectacggg
ttttcttaga
acttcatagygy
taaaagggaa
ggcggtetaa
ccggaggtaa
atgtcatcca
gaaaagattc
ccactagtce
aagcageace
gtcaccaagg
atatgecttge
cagcacctgg
ttagtaatca
ttgtetecac
acacacctga
tacatacacc
ggcttbeaact
caaaggcttt
cttttetteg
attcaccecac
tactgtaccce
ttecagectag
aatetectte
gacctetaat
acctcagagt
ccggattetg
cagctygggtt
ggcagtggtg
ggtggtggty
gacaaatectg
ctttatgecea
acatggtatt
cccagtectt
cggagtgtgg
tgectegect
ggaatacagg
ggggctocay
gagteaccecte
ctcaaggatyg
ggcteccata
cagctcaage
acctettcetg
ggetgecaga
atgcocecgoece
ttgatttate
ttcatgtate
ctettttteg
ackcactttg
caceaegcecc
acacacatgt
cecoctggggce
gatcaagtece
gcteectyge
ctcaagttgt
ctcaageacg
gegegbggte

ctgggggaag
aaccagtcte
acttatccac
cgtttttcta
gttacatgek
aacgaagttyg
tacctaggat
cacttceggt
tcateccatcc
gtagtctigy
tgtcatttaa
tgcaaaatcg
aaggcaggga
gtgagagacc
acacacaaat
acaccctcea
aacattcect
tcteetattt
tctttaaate
tctctagygga
ccaccactge
tggaccectgg
cetetggtie
attcteteca
gtctiggtca
cagcagggga
acaggcagtt
ctgaggcage
ctggtggtge
tatgtgtgtg
cotecatatag
cttattagea
gettttgtig
aaaaggtgaa
agtcctgcca
cotaaggaac
atcagaccea
gtgggegeee
gggtaccatt
cttetcaaca
getetggget
tctgtgatte
gaccatcagyg
taggatgcte
ggggttggec
taaaaacaga
tgaaaagcga
ctttgttttt
tagaccaggc
ggcectaace
ccattaggga
tgggetectyg
agttcciggyg
ctgttettac
ctgecacagt
gaaagtectg
gcgettacgt

32460
32520
32580
32640
32700
32760
32820
32880
32940
33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33730
33840
33900
33960
34020
34080
34140
34200
34260
34320
34380
34440
34500
34560
34620
34680
34740
34800
34860
34920
34980
35040
35100
35160
35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35640
35700
35760
35820

35828



tagaggagaa
ctgagggaaa
agaggggcect
ggtggegtyge
cctgctgata
tgatgccacg
gaacaacaag
gaccaaaggt
aacttectetr
ccagecactgy
gccticaaat
gaggacgetd
aaaagaaaay
caccactggg
caccggacac
cccaggagght
ggtagtgaga
tgtggggggy
cccctgeoagt
tttteggcac
agcagcatcec
cttgecteat
acagagaagc
atgggggegt
aggtggcaga
tgttgggact
tettcaaaat
tgggctoeag
tggactcocca
tetgeagagg
teeccbgggea
aaaccagcce
tgtgcttget
tettaagact
gggtggactg
accataggag
tetgectgee
gtgcceagea
agctcaggge
cccageccag
ggtgctggga
ttttctetgyg
tgattcertt
ceacagcagco
gtccacacct
tgtgctgagt
ataagaagac
atatgtgcca
ggcggceocat

gtctttgggg
catgggacca
taaaaaggcg
ccteetetgyg
cacacagegt
gaaatcatce
accatgaacc
atggggtgga
tgggaggctt
tcgaggaaca
tcaggtgeag
gggtggtgag
gtttcaaaga
aagggaacaa
tetatgetgyg
gaacceccay
agagetgagg
tgtgggggac
gtgecattgec
agttttagee
tctgtgecaag
tecaggggag
ccaggtgaca
ctgaaatgac
gaagtcecact
atggggtgct
ggaggacaag
cgactgecetg
cgagaggera
aagkgectygg
aatgecceee
acagaccaga
cttcagagtg
atttttcatt
gtactcacac
acatggtcaa
cagagagtat
gagagccagg
ccctatggta
ccteccoccatgg
cocecagggaa
ctgggectea
caagtctaat
tgecctgatt
cccaagtggce
acttaccctyg
cccagaagag
aatggtakctt
tttgcagaca
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agggtttget
gcecctgeecce
accgtgtetc
ceggtacceat
tcegtgtagt
cogagctegy
gggcggadgaa
ggagagaatt
ggaagactgy
gtettgeety
aggcatgagg
ggtatggcat
atctectect
ggtaagggag
tggtggetgt
ctcgaagggg
tcgtgaaccty
agatctececac
catggecctge
cctgacatgg
agtagggaca
ggagaaggaa
gtgtgeatet
acttcagact
gceceaggete
aaaaagggcea
ggcgectceco
aagggcktgta
cagcecectga
cctaggggcg
tgaccacaca
aagcageccc
ggggtaogggyg
ctttetrgte
gacgaccagc
ggtgtgtgea
caccatgagg
tcaatgtttg
ggaaagtaac
atgctcgaac
gtggagtccey
gtattcteat
gaattectgt
tattaccttce
tggaaaagga
cocaggocayg
aaatgataat
tetgeattge
ggaagaagag

ctgagcacac
agcctgtect
ggctggagac
geagctccea
ggagggccayg
agagtaccee
cggagggcayg
cttagtaaaa
ggtagaceca
gaggtgagay
caagagacgc
cagggcatca
gggaatatag
ccteceatec
cceccaccaca
aagaaacagy
gttitgatcca
aaagcagtgg
ccagggagcet
gtgecagctga
tctgtoctea
gaggaaccct
ggcectataa
aagagcttcc
ctggacccea
actgcatggg
cccacagetco
aggaacecaa
ggaagccaca
ctattetega
cacattecag
agacgatgge
gtggecttet
acattggaac
tatttaaaaa
ggggatcagg
cgcocattca
tggcagetga
gacagtaaaa
gcagagceete
gagatgeagc
tgataatgag
cctgatecacce
aattaaccte
atttgggaga
ggacectgeg
aataatacat
gtgtgtaatg
agaggttaag

53

cectttecct
cattggetgg
cagagecotgt
ctggecctgt
gggtggcagg
gagcctccac
cetocccace
gatcctgagg
gtgaagattyg
aagaatggct
tggtgagagc
gaacaggctce
gagccacgtc
acagaacagc
cagacccaca
ttccaggcac
actgceaagat
ggaggaaggce
ggcactigaa
gkccaggece
gecagccacceo
gggttectgg
ttggcaggaa
ctgtectcetg
gcocecteeceeg
aggcoagcea
ccettoctagg
acacaaaaty
tgctecaaaac
aaagccgcaa
ccetgoagag
agtggccaca
ctgtececte
tatceccatg
getcecacceo
ceaggectceg
gataacacag
acctgtaggt
ageageccte
cactecttgec
ccagecetttt
ggggttggac
tcecoccttcag
tactecttete
agccagagceco
gcacaagtgt
aacagcegac
gattaacteg
gaacttgcce

ceekecqgayy
catgaagcag
gctactggaa
gtctegtctg
cgttcaagaa
cggagctgga
accectttga
aggttttaga
ctggectetyg
cgctggtgea
ccagggcagy
aggggcteag
cagetgctgg
acctgkaggg
tcatggaatc
tcagtaactt
agccctggig
cagagaggea
ggaatgggag
tggaggggayg
cagtcccaac
tcaggeetge
tecckgaggee
gccattateceo
cctcacaace
ggacecteeg
caaggtcage
teccacettge
aaagtcatga
aatgccecocet
gtgaggatge
tcteccocetge
tctggtttgg
aaaccttigy
atctaagtec
gageccaate
aacaagaaat
tttgggtcag
agctccatce
ggagccaaaa
gggcaagtte
acactgeckt
tceectegeet
tccatcoecct
aggcagaagyg
ggcttaaate
gektteaget
caatgcttgg
aagatgacac

60
120
180
240
300
380
420
4840
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2104
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940



ctgcagtgag
cagggtgcge
tgttcagggy
gacgggeegy
ceacagacgt
ggccgtgceyg
cgcgectget
tcecgetgeat
aggegeogeg
gcttcecacaa
geccggaagece
cctactagag
ccecacattec
acccagyggea
ceccctcagec
cactgagcea
aggcagaaat
aaagtccagg
cagaaagect
gteetggcete
ctcaatttecc
ggcatatgat
gaaagagaga
gagttgtgat
agagtctatt
ttcecageet
catcatecat
atccgeeocera
tcacctteceg
gccatcacaa
cacggachoa
ttacactaaa
tgcagagcat
tactttetgt
tatgaaagce
aagaatgaaa
atttatgecaa
agtctgttet
gatgtggtet
tcttggtcac
ggcaattatg
attbcetteace
ccaktgctgge
tagctecooe
gettgactec
ccektgettee
aggattcaca
gateccteee
ttctgtttie
ctggcataga
tcttcgaagt
ageeteetkge
cagctgagtt
ggtgggatgy
cccacaaaga
ttgaattaat
ctteoctgggg

cgatggagece
aggagagctt
caaaagccte
tccagggcayg
gteccgagtac
cagegecaay
geccaacgoec
ccocgacege
cgcgogeaag
ccagtcggag
goggoeeoge
cceogocegey
tgtcetcege
gggggctygay
cgccagetga
cgcageeccg
ggaagcattt
gactggttaa
gaggegtgec
tgccactaac
actttgtaaa
tccaaggact
gaatgaatge
gctetetick
tatggctgac
ggctteoeeeg
tggggtagaa
acttcccaaa
aagagaagtg
actcacagac
tttetgecta
agaatattat
aatagctgeg
gtagttttta
tgeaggacty
atagtggttt
aagtttttct
tceagagtec
cattttgteca
tagagetecca
tcttectttg
ceagaggeaty
tteccaaaatg
ttgcccagga
cacctoccac
ttagcttgce
ttacttgtca
tectetgagy
catttgacag
caacacaaag
gtggatttga
actbetetea
agcatcttea
tcaactggaa
aagctgaggt
catcatcatce
ctcecageece

ES 2428 767 T3

ctggtgtttg
tccaccaget
tggagacagg
gggtggceag
agctgecgeyg
coggteaceg
atcggeccgeg
taccgegege
gtgegectgy
ctcaaggact
gececceggagag
ceecteogccca
gegtggtttg
acctitccagyg
ggggtcccac
cctctgggge
tcaccgeeat
gaaagttgga
cagagcacaa
ttgetgtgta
atgagggtgg
ccagtgectt
agttgecattg
gacagccaaa
atatttacgg
gatgtttgge
aaggagaggyg
gagcagcato
aaaggttcaa
cagcacatcc
gaaaacagct
tgggggaaaa
acccaaaaat
attgttaaaa
gtcgttttet
ttaaagaqgtt
tgtagagaat
agagacattg
accacacatyg
accttggaca
aaaagtcatg
gtaataacct
ctgtteteat
tcaagtgeag
tccaccaage
atccacactt
Ectettcecce
Etcecagecen
tcattcatgg
ccaagkacaa
tgcctectgg
aagtctegee
gatgaagagt
agctttaaat
ccetectgat
aagtctttga
egaggaggcec

aaccccagca
ctagagcatc
cteggecaaaa
gegggeggcec
agcetgeactt
agetggtgtg
gcaagtggtg
agegegbgcea
tggectegty
tegggacega
ccaaagccaa
ceggegggcy
attgtttata
ccectgaggaa
gggg9cagggyg
cgectacctt
ggyggttttaa
Laagattcce
gactgggggc
accttgaact
aggtgggaat
ttgaatgggc
attcagtgcce
gatgaaaaac
ctgacaaact
tacctceace
teegaggatg
ccteccocecga
ggacactggc
cttctgagac
tettactget
actacaagtg
ctttttgaaa
aaaaaaagtt
tggcaattet
aagttacata
gacaatgtta
ttaataaaga
acgtcatttc
cacctttgac
tttatcoectt
cagecttgta
tgtatecacte
tttcectate
tteetactga
ageacccecca
taaccttcca
ttttgtctac
aggaccagoce
ttcaggacca
gtagaaatgt
tcoccaaggt
aaccctaaag
taagtccage
gacttgtecag
taggtgtgag
tcagtgagce

54

gtcatttggc
tgggacette
gcagggcetgyg
acecteacge
cacccgetac
ctecggecag
gcgacctagt
getgotgtgt
caagtgecaag
ggecgetegy
ccaggcocgag
ceecggeeet
tttcattgta
tcccgggegce
agggaattga
tgctggtece
gggagcggryg
ccttgecacct
aactgtagat
acacaattct
aggatctega
agaggtgaga
aaggtcactt
aaacagaaaa
cctggaagaa
cotogatete
gtgggagygga
cecatageca
cttgcaggcec
accgccttct
cttacatgtg
ctgtacatat
atcatttceca
ttaaacagaa
tecacgtggy
tttatttect
atattgectet
caatgaatca
tgtcaaagtt
tgctetetgg
ccttbccaaa
teettttage
ccotgcteaa
tgacatggga
ctocaaatgg
ataactaatc
gagatgttec
aceactactc
tggccaagte
getcacagga
aggatcttea
gtettaatag
Etactcttea
ctaccttggy
tttaactace
tgggtatcag
ccotgcagaaa

tecgagggga
ctgcaataga
ggtggagaga
gcgcectctet
gtgaccgatg
tgcggceagy
gggoccgact
ceeggtggty
cgccteacee
ccgcagaagy
ctggagaacy
gaacceygege
aatgcctgca
cggcaaggeo
gagtcacaga
acttcagagg
tgggagtggg
cgckgeccat
gtggtttcta
ccttcgggac
ggagactatt
gagagagdaga
ccagaattca
aaaaaagtaa
gctatgetge
aaagaaataa
tagaaatcac
tgkttttaaag
cgagggagcea
gcccaccact
atggcatatc
gctgagaaac
gacaacetcet
gcacatgaca
acttgtecac
cacttaagtt
atgaattaac
tgaccgaaag
gacaccette
tggecctigt
ceccagaccge
agccteeect
aagectteea
ggececttctet
tcatgcagat
ctckttctet
aatctcccat
tggttcctaa
ctgcttagta
aacttcatct
aaagtgggece
tgctggatgc
gttgcectaa
ggaacccace
aataacccac
tgaccggtec
atccatgeat

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5840
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360



10

15

catgagtgtce
ctgagaggea
tgttitgtteyg
ateteggett
cagagtaget
agagacgggyg
gcctgeecteg
ggttggtgit
catacttggg
acatgggcaa
agtaatttge
tgttgcttag
caaagactge
taccgagtcec
aaacctaggg
cccattacea
tttatggaaa
gaacaaacaa
ttetgggagt
gggatagaag
teteteacae
gtacaaatca
ggaccccaaa
agagcctgea
gtgecacgte
aacecggete
cccecaceeea
ctcagctatt
aggcagggga
tegtttacac
gacccaatct
gegtggtgge
gaggtcacga
acazaaatta
acaggagaat
gccctecaged
actgcaggaa
cagcaccgac
aatgacgttc
gagagactaa
atgccecaatt
agctggcage
gagatggaag
tggtcatgce
aaggagaggsg
gactggatge
ggagcctcat
ataaacattt
agcatataga
c

tcagggceca
gtgoggteca
tcttgagaca
actgcaactt
gggattacag
tttcaccatg
gccteccaaa
tgaatctgag
cteoagttect
taaccaggtc
tctgtggagg
agattttcca
aagtgcatqgg
ttgcecatgkg
tctgeottkot
cgagggggaa
gttatattct
cagacctage
acagccagac
gaaataggtce
acacacacayg
ggccacattt
attcocetgtt
gaagccacct
ccacagcaeqge
ccagatcatt
ttettggaac
gggeagettt
atattcctcot
ctgtaggeca
gggcagtaaa
tcacacctgt
gttagagact
geaaggeatg
ggecttgaace
ctggcaacag
gaacccaggt
tcctgeagga
tgetttagag
attcatcatt
tccctacaat
gagcagetgce
gagaggygty
agcagattta
tggggatgga
cagctgtgag
ggagctcaca
agtacaacgt
cagccckgaa

<210> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 19
ccggagcetgg agaacaacaa g

<210> 20

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2428 767 T3

gaatatgaga
gtgggtgggy
gagtcteoget
ctgecttece
gtgcgtgeca
ttggccaggce
gtgctgggat
gagactgaag
tgcectacce
acactgEttt
ggatgaggga
ggtggagaag
ctgcteatgg
caaggcaaca
gggacctgaa
aaaaacctga
acctacatgg
tgggaggggac
tcagggcetyg
cctttctete
acacacacac
acacaaggayg
ttecttgaat
gcgagtaagc
ccacektcoca
gattatagect
ctgcectetyg
gaccaacagc
tagtcaatge
agegtaatta
ttatatggtyg
aatcoccagta
ggcctggeca
gtggcatgeca
caggaggceag
agcaagactt
aatgaatgag
aaggcgagac
accgaacctyg
cettggcagyg
tgtctggggt
agataggaga
cagagcacac
aggcggaggc
gaggaagaga
ccaggcacca
gggagtgety
ccgggaatgg
ggcggccagy

21

gcaggtagga
acacgggete
ctattgecea
ggatteaaqgt
ccacgectgg
tagtctegaa
tacaggcgtg
caccaagggg
ctecacttgag
gtaccaagtg
tagtggttag
ggggcttcta
gtagaagaga
tgggggtace
gatacaggat
aggetaaatct
ggtctataag
agceattitgt
tattaatagt
tctetetete
acgctetgta
gtaaaggaaa
caggcaggac
caagttcaga
cctgcteoctt
ctggggectyg
tcttctoeet
tgaggctect
gaccatgtge
ttaacagcte
cccatgctat
ctttgggacg
gcatggcaaa
cctgtaatcc
aggttgeagt
catctcaaaa
gagaagagayg
actgggtcat
agcectgaaa
tactgaatce
gectaagett
gataaggtace
accteecctg
aggggagatg
gggtgatcat
cecctagetct
geaaggagat
aaagttcteg
ccaggecattt

55

aacagagaca
tgggtcaggt
ggctggagtg
gattctectg
¢ctaatttttg
ctettgacct
agceaccaca
ttaaatgttt
ctgecttagaa
ttatgggaat
ggaaagcttce
ggcagaagge
atrccaccact
aggaattcea
ggatcagocc
gtagytcggg
cctggogeca
tgtaggggge
ctgagagtaa
tcectetete
ggggtctact
agaacgtkbgg
ttacgecaget
gtcacagaca
gagacagccc
caccgtcett
tgtccaaggyg
tttgtagetyg
ctggtttgecc
ccacttetac
taagagckge
teaaggeggg
accccatett
caggtactcyg
gagccaagat
gaaaaaggat
gggctgagtee
gggtactgaa
gtgcatgect
tttcttacgg
ctgececaccea
cataagggag
cctgacaact
gggcgggaga
teatteattee
gggeatgtgy
ggataatgga
aaagaaaaat
ctgaggaggt

Ecttecatee
ttgtgttgtt
cagtgtcaca
cetcagocto
tatttttgat
caagtbgatct
cocagecoea
tgececacage
cetggtggge
ccaagatagyg
acaaagtggy
atagccocaag
cctcaacatg
ageaatgteo
aggctgoaat
ttagaggtta
atcagaaaag
ggggcacatg
gacagacaga
actectctecte
tatgctccaa
aggagccaca
gggagggtgg
ccaaaagctg
tgtgctecac
cctgccacat
caggcaaggyg
gagatgcagg
cagggtggtc
tctaaaaaat
aacttgctgg
tggatcacct
tactaaaaat
ggaggctgag
tatgecactg
actgtcaatc
accatagtgg
gggtgccety
gtteatggght
ctgcecteca
agagggecag
gtgggaaaga
tectgagage
ggaagtgaaa
cattgctact
ttgtaatectt
cggataacaa
aaagctggty
ggcatttgag

6420
6480
€540
6600
€660
6720
6780
6840
€500
63860
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
TEeZ0
7680
7740
7800
7860
7920
7580
8040
6100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
88840
§540
2000
9060
2120
91890
9240
8300
2301
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<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 20 gcactggccg gagcacacc 19

<210> 21

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 21
aggccaaccg cgagaagatg acc 23

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 22
gaagtccagg gcgacgtagca 21

<210> 23

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 23
aagcttggta ccatgcagct cccac 25

<210> 24

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 24
aagcttctac ttgtcatcgt cgtccttgta gtcgtaggceg ttctccagct

<210> 25

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 25
gcactggceg gagcacacc 19

<210> 26

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

56

50
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<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 26
gtcgtcggat ccatggggtg gcaggegttc aagaatgat 39

<210> 27

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 27
gtcgtcaagc ttctacttgt catcgtcctt gtagtcgtag gegttctcca getcgge

<210> 28

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 28
gacttggatc ccaggggtgg caggcgttc 29

<210> 29

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 29
agcataagct tctagtaggc gttctccag 29

<210> 30

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 30
gacttggatc cgaagggaaa aagaaaggg 29

<210> 31

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 31
agcataagct tttaatccaa atcgatgga 29

<210> 32

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

57

57
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<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 32
actacgagct cggccccacc acccatcaac aag 33

<210> 33

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 33
acttagaagc tttcagtcct cagcecccectc ttcc 34

<210> 34

<211> 66

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 34

aatctggatc cataacttecg tatagcatac atbtatacgaa gttatctgeca ggattcgagg
gececect

<210> 35

<211> 82

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 35

aatctgaatt cecaccggbtgt tcaattaaata actteogtata atgtatgceta tacgaagtta
tagatctaga gtcagcttct ga

<210> 36

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 36

atttaggtga cactatagaa ctcegagcagce tgaagcttaa ¢cacatggtg gctcacaace
at

<210> 37

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para PCR
<400> 37 aacgacggcc agtgaatccg taatcatggt catgctgcca ggtggaggag ggca 54

58

60
66

60
82

60
62



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2428 767 T3

<210> 38

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 38 attaccaccg gtgacacccg cttcctgaca g

<210> 39

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 39

attacttaat taaacatggc gcgccatatg geooggeccect aattgeggeg catcgttaat

t

<210> 40

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 40
attacggccg gccgcaaagg aattcaagat ctga

<210> 41

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 41
attacggcgc gecccctcaca ggecgcaccce agct

<210> 42

<211> 184

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

34

34

59

31



Met
1
Thr
Ile
Ser
Gly

65

Leu
Gln
Ile
Arg
Lys
145
Leu

Arg

Serxr
Leu
Pro
Pro
50

Thr
His
Pro
Ile
His
120
Pro

Gln

Cys

<210> 43

<211> 267
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 43

Arg

Pro
35

Gln
Ala
Val
Leu
Asn
115
Ile
Lys
Pro

Ile

Thr
Pro
20

Pro
Gin
Met
Thr
Lys
100
Axg
Arg
Lys

Pro

Ser
180

Ala
Ala
Asp
Pro
Pro
Glu
85

Gln
Phe
Lys
Phe
Thr

185
Ile

TyY
Ala
Lys
Gly
Gly
70

Arg
Thr
Cys
Glu
Thr
150
Lys

Asp

ES 2428 767 T3

Thrx
Glu
Ala
Ser
Glu
Lys
Ile
Tyr
Glu
135
Thr
Lys

Leu

Val
Gly

Gln
40

Arg
Glu
Tyr
His
Gly
120
Gly
Met
Lys

Asp

Gly
Lys
25

His
Asn
val
Leu
Glu
105
Gln
Ser

Met

Arg

60

Ala
10

Lys
Asn
Arg
Leu
Lys

20
zlu

Cys
Phe
val

Val
170

Leu
Lys
ABD
Gly
Glu
Arg
Gly
Asn
Gln
Thr

158
Thx

Leu
Gly
Sarx
Arg
&0

Ser
Asp
Cys
Ser
Ser
140

Leu

Arg

Leu
Ser
Giu
45

Gly
Ser
Trp
Agsn

Phe
125

Cys
Asn

Val

Leu
Gln
30

Gln
Gln
Gln
Cys

Ser
110

Tyr
Ser
Cys

Lys

Leu
Gly
Thr
Gly
Glu
Lys
95

Arg
Ile
Phe

Pro

Gln
175

Gly
Ala
Gln
Arg
Ala
Thr
Thr
Pro
Cys
Glu

160
Cys



10

Met
Thr
Val
Glu
Ala
65

Ser
Ser
Ile
Glu
Ser
145
Thr
Glu
Val
Cys

Glu
225

Cys

Ser

His Leu
Thr Arg

Leu Leu
35

Ala Glu

50

Thr Ser

Arg Phe

Arg Asp

Gln Pro
115

Ala Lys

130

Gln Gly

Cys Arg
Lys Val
His Phe
i95
Leu! Pro
210
Leu Ser
Lys Val

Gln Asp

<210> 44

<211>180
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 44

Met Leu

1

Ala Pro

Trp Cys

Glu Ala Lys

50

Tyr Ser val

65

Cys Asp

Arg
Pro

Glu

Ser

Leu
His
20

Pro
Glu
Pro
Gly
Sex
100
Ile
Liys
Val
Thr
Val
180
Pro
Ala
Ser
Lys

Ser
260

20

Ser Ile

Pro

Leu
Gln
Arg
Lys
Ala
Arg
85

Asp
Asp
Phe
Ile
Val
165
val
Gly
Lys
Val
Thr

245
Phe

5

ES 2428 767 T3

Phe Gln Leu Leu

Asp ‘Gly Axrg Gln

25

Asn Gln Arg Glu

Pro Asp
Gly Glu
70

Phe Trp
Ser Glu

Gly Met

40
Leu Phe

Gly Gln
Lys Lys
Pro Phe

105

Lys Met
120

Trp His His bPhe

135
Leu Pro
150
Pro Phe

Ile Lys

Ser Gln

Gln Asn Asn Leu

Ala Ala

Phe Thr
215

185
Gln His
200
Thr Met

Ile Lys Val Val

230

Glu His Glu Agp

Ile Pro Gly Val

Val Leu Val Gly

Ile Asn Lys

Ala Lys

Asn Ile

Gln Asn
55

Pro aAsn Thr Phe

a5

70

Cys Met Pro Ala

265

Val Leu Leu Pro

10

Asn Gln Ser Ser

Leu Pro Thr Gly

45

val Ala Val Pro

Arg Gln Arg Glu
75
Pro Glu Arg Glu

a0

Proc Pro Gly Thr

Glu Lys Ser Pro

125

Met Phe Axrg Lys

140

Ser His Glu val
155
Thr Ile Thr His

170

Cys Phe Gly Lys

Ser Higs Thr Ser

205

His Leu Pro Leu

220

Met Leu Val Glu
235
Gly His Ile Leu

250

Ser Ala

Ala Val Leu

Leu Ala Leu

25

Thr Gln Ile

40

Arg Ala Cys

Pro Gln Ser

Gln Ser Met

61

20

Pro BAla Met

Leu
Leu
30

Asn
His
Lys
Met
Gln
110
Leu
Thr
His
Glu

Cys
190
Cys
Asn

Glu

His

Gly Lys
15
Ser Pro

His Glu
Leu Val

Met Leu
80

His Pro

95

Ser Leu

Arg Glu
Pro Ala

Trp Glu
180

Gly Cys

175

Gly Ser

Ser His
Cys Thr
Cys Gln

240

Ala Gly
255

Leu Leu Ala

15

Phe Pro Asp Lys Ser Ala

Val cly His

30

Ser Gly Cys

Leu Gly Gln Cys Phe Ser

60

Thr Glu Ser Leu Val His

75

Trp Glu Ile

80

val Thr Leu

95
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Glu Cys Pro Gly His Glu Glu Val Pro Arg val Asp Lys Leu Val Glu
100 105 110
Lys Ile Leu His Cys Ser Cys Gln Ala Cys Gly Lys Glu Pro Ser His
115 120 125
Glu Gly Leu Ser Val Tyr Val Glo Gly Glu Asp Gly Pro Gly Ser Gln
130 13s 140
Pro Gly Thr His Pro His Pro His Pro His Pro His Pro Gly Gly Gln
145 150 155 160
Thr Pro Glu Pro Glu Asp Pro Pro Gly Ala Pro His Thr Glu Glu Glu
165 170 175
Gly Ala Glu Asp
180

<210>45

<211> 642

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(639)

<400> 45

atg cag ctc cca ctg geco ctg tgt cte gte tge c¢tg ctg gta cac aca 48
Met Gln Leu Proc Leu Ala Leu Cys Leu ¥al Cys Leu Leu Val His Thr
1 5 10 15

gcc ttc cgt gta gtg gag age cag gg9 tgg cag geg tiec aag aat gat 96
Ala Phe Arg Val Val Glu Gly Gln Gly Trp Gln Ala Phe Lys Asn Asp

gcocc acg gaa atc atc ccc gag ctec gga gag tac cocc gag cct cca ceog 144
Ala Thr Glu Ile Ile Pro Glu Leu Gly Glu Tyr Pro Glu Pro Pro Pro
as 40 45

gag ctg gag aac aac aag ace atg aac ¢gg gcg gag aac dgga agg cgyg 192
Glu DLeu Glu Asn Asn Lys Thr Met Aspn Arg Ala Glu Asn Gly Gly Arg

cct cce cac cac ccc ttt gag ace aaa gac gtg tee gag tac agc tge 240
Pro Pro His His Pro Phe @lu Thr Lys Asp Val Ser G@lu Tyr Ser Cys
65 70 75 80

cgc gag cbg cac ttec ace cge tac gtg acc gat ggg ccg tge ¢ge age 288
Arg Glu Leu His Phe Thr Arg Tyr Val Thr Asp Gly Pro Cys Arg Ser
85 20 95

gec aag ceg gte ace gag ctg gtg tgc tee gge cag tge gge ceg geg 336
Ala Lys Pro Val Thr Glu Leu Val Cys Ser Gly Gln Cys Gly Pro Ala
lo0 105 1i0

cge ctg ctg coe aac goc ate g9c ¢ge ggc aag tgg tgg cga cct agt 384
Arg Leu Leu Pro Asn Ala Ile Gly Arg Gly Lys Trp Trp Arg Pro Ser
115 120 125

ggg ccc gac tte cgc tge ate ¢cc gac cgc tac cge gog cag cge gtg 432
Gly Pro Asp Phe Arg Cys Ile Pro Asp Arg Tyr Arg Ala Gln Arg Val
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10

15

cag
Gln
145

ctg
Leu

tcg
Ser

€99
Arg

ctg
Leu

130

cty
Leu

atg
val

gad
Glu

aayg
Lys

gag
Glu
210

<210> 46

<211>190
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 46

Gln
1
Leun
Met

Thr

Tyr
65

Val
Gly
Pro
Glu
Lys
145
Thr

Arg

Gly
Gly
Asn
Lys

50
val

Cys
Arg
Asp
Ala
130
Arg
Glu

Ser

<210> 47
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 47

ctyg
Leu

gcc
Ala

cte
Leu

ceg
Pro
185

aac
Asn

Trp
Glu
Arg
35

Asp
Thr
Ser
Gly
Arg
115
Pro
Leu

Ala

kla

tgt
Cys

teg
Ser

aag
Lys
180

cgg
Arg

gcce
Ala

Gln

Tyr
20

Ala
Val
Asp
Gly
Lys
100
Tyr
Arg
Thr
Ala

Lys
180

ccC
Pro

tgc
Cys
165
gac
Asp

coc
Pro

tac

Tyz

Ala
Pro
Glu
Ser
Gly

Gln
85
Tzp

Arg

Ala

Arg
168
Ala

ggt
Gly
180
aag
Lys

ttc
Phe

cgc
Arg

tag

Phe
Glu
Asn
Glu

Pro
70

Cys
Trp
Ala
Arg
Phe
150

Pro

Asn

ES 2428 767 T3

135

ggt
Gly

tge
cys

agyg
Gly

acc
Ala

Lys
Pro
Gly
Tyxr
55

Cys
Gly
Arg
Gin
Lys
135
His
Gln

Gln

gag
Glu

aag
Lys

acc
Thr

cgg
Arg
200

Asn
Pro
Gly
40

Ser
Arg
Pro
Pro
120
val
Asn
Liys
Ala

Gln Gly Trp Gln Ala Phe Lys Asn
1 5

Leu Gly Glu Tyr

20

gcyg
Ala

cgce
Arg

gag
Glu
185

age
Ser

Asp
Pro
25

Arg
Cys
Ser
Ala
Ser
105
Vval
Arg
Gln
Gly

Glu
185

Asp Ala Thr Glu Ile Ile Pro Glu

63

ceg
Pro

cte
Leu
170
gcce
Ala

gec
Ala

Ala
10
Glu

Pro

Ala

Arg
90

Gly
Gln
Leu

Ser

Arg
170
Leu

10

cge
155
ace

Thr

get
Ala

aaa
Lys

“The

Leu
Pro
Glu
Lys
75

Leu
Pro
Leu
val
Glu
155
Lys

Glu

140

geg cge
Ala Arg

cge tte
Arg Phe

cgg ccg
Arg Pro

goc aac
Ala Asn
205

Glu Ile
Glu Asn
His His
45
Leu His
Pro Val
Leu Pro
Asp Phe
Leu Cys
125
Ala Ser
140
Leu Lys
Pro Arg

Asn Ala

aag
Lys

cac
His

caqg
Gln
190

cag
Gln

Ile
Asn
30

Pro
Phe
Thr
Asn
Arg

110
Pro

Cys
Asp

Pro

190

gtg
Val

aac
Asn
175
aag
Lys

gcc
Ala

Pro
15

Lys
Phe
Thxr
Glu
Ala
a5

Cys
Gly
Lys
Phe

Arg
175

1is

cgc
Arg
160
cag
Gln

ggc
Gly

gag
Glu

Glu
Thr
Glu
Arg
Leu
80

Ile
Ile
Gly
Cys
Gly

160
Ala

480

528

576

624

642
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<210> 48

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48

Thr Glu Ile Iie Pro Glu Leu Gly Glu Tyr Pro Glu Pro Pro Pro Glu

1 5 10 15
Leu Glu Asn Asn :
20
<210> 49
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

Pro Glu Pro Pro Pro Glu Leu Glu Asn Asn Lys Thr Met Asn Arg Ala
1 , S 10 15
Glu Asn Gly Gly
20

<210> 50

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50

Lys Thr Met Asn Arg Ala Glu Asn Gly Gly Arg Pro Pro His His Pro

1 5 10 15
Phe Glu Thr Lys
20
<210> 51
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

Arg Pro Pro Hig His Pro Phe Glu Thr Lys Asp Val Ser Glu Tyr Ser
1 -] 10 15

<210> 52

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST humano con cisteina adicional afadida

<400> 52

Gln Gly Trp Gln Ala Phe Lys Asn Asp Ala Thr Glu Ile Ile Pro Glu
1 _ 5 10 15
Leu Gly Glu Tyr Cys
20
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<210> 53

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST humano con cisteina adicional afadida

<400> 53

Thr Glu Ile Ile Pro Glu Leu Gly Glu Tyr Pro Glu Pro Pro Pro Glu
1 S 10 15
Leu Glu Asn Asn Cys

20

<210> 54

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST humano con cisteina adicional afadida

<400> 54
Pro Glu Pro Pro Pro Glu Leu Glu Asn Asn Lys Thr Met Asn Arg Ala

1 S 10 15
Glu Asn Gly Gly Cys
20

<210> 55

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST humano con cisteina adicional afadida

<400> 55

Lys Thr Met Asn Arg Ala Glu Asn Gly Gly Arg Pro Pro His His Pro

1 5 10 i5
Phe Glu Thr Lys Cys
20
210> 56
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST humano con cisteina adicional afadida

<400> 56

Arg Pro Pro His His Pro Phe Glu Thr Lys Asp Val Ser Glu Tyr Ser
1 5 10 15

Cys

<210> 57

<211> 24

<212> PRT
<213> Rattus norvegicus
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<400> 57

Gln Gly Trp Gln Ala Phe Lys Asn Asp Ala Thr Glu Ile I)le Pro Gly
1 5 10 15
Leu Arg Glu Tyr Pro Glu Pro Pro

20

<210> 58

<211> 20

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 58

Pro Glu Pro Pro Gln Glu Leu Glu Asn Asn Gln Thr Met Asn Arg Ala

1 5 10 15

Glu Asn Gly Gly
20

<210> 59

<211> 20

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 59

Glu Asn Gly Gly Arg Pro Pro His His Pro Tyr Asp Thr Lys Asp Val
15

1 5 10
Ser Glu Tyr Ser
20
<210> 60
<211> 20
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus
<400> 60
Thr Glu Ile Ile Pro Gly Leu Arg Glu Tyr Pro Glu Pro Pro Gin Glu
1 5 10 15
Leu Glu Asn Asn
20
<210> 61
<211> 25
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST de rata con cisteina adicional afiadida
<400> 61
Gln Gly Trp Gin Ala Phe Lys Asn Asp ala Thr Glu Ile Ile Pro Gly
i 5 10 15
Leu Arg Glu Tyr Pro Glu Pro Pro Cys
20 25
<210> 62
<211> 21
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST de rata con cisteina adicional afiadida

<400> 62

Pro Glu Pro Pro Gln Glu Leu Glu Asn Asn Gln Thr Met Asn Arg Ala
1 S 10 15
Glu Asn Gly Gly Cys
20

<210> 63

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST de rata con cisteina adicional afiadida

<400> 63

Glu Asn Gly Gly Arg Pro Pro His His Pro Tyr Asp Thr Lys Asp Val
1 5 10 15
Ser Glu Tyr Ser Cys

20

<210> 64

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST de rata con cisteina adicional afiadida

<400> 64

Thr Glu Ile Ile Pro Gly Leu Arg Glu Tyr Pro Glu Proc Pro Gln Glu

1 5 10 15
Leu Glu Asn Asn Cys
20
<210> 65
<211> 190
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 65
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Gln
Leu
_Met
Thr
Phe
Val
Gly
Pro
Ala
Lys

1456
Pro

Arg

Gly Trp

Gln

Arg Glu Tyr

20

Asn Arg Ala

Lys
S0
val

Cys
Arg
Asp
Ala
130
Arg
Glu

Gly

<210> 66
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 66

I35
Asp

Thr
Ser
Val
Arg
115
Pro
Leu

Thr

Ala

Val
Asp
Gly
Lys
100
Tyx
Arg
Thr
Ala

Lys
180

Ala
Pro
Glu
Ser
Gly

Gin
as
Trp

Arg
Ser
Arg
Arg

165
Ala

Phe
Glu
Asn
Glu
Pro
70

Cys
Trp
Ala
Arg
Phe
150

Pro

Asn

ES 2428 767 T3

Lys
Pro
Gly
Tyr
55

Cys
Gly
Arg
Gln
Lys
135
His
Gln

Gln

Asn
Pro
Gly
Ser
Arg
Pro
Pro
Arg
120
Val
Asn
Lys
Ala

Asp
Gln

25
Arg

Cys
Ser
Ala
Asn
105
Val
Arg
Gln
Gly

Gin
185

Ala
10

Glu
Pro
Arg
Ala
Arg
Gly
Gln
Leu
Ser
Arg

170
Leu

Thr
Leu
Pro
Glu
Lys
75

Leu
Pro
Leu
Val
Glu
155
Lys

Glu

Glu
Glu
His
Leu
Pro
Leu
Asp
Leu
Ala
140
Leu

Pro

Asn

Ile
Asn
His
His
Val
Pro
Phe
Cys
125
Ser
Lys
Arg

Ala

Ile
Asn

30
Pro

Tyr
Thr
Asn
Arg
110
Pro
Cys
Asp

Pro

150

Ile pro Asp Arg Tyr Arg Ala Gln Arg Val Gln Leu Leu Cys

1

Gly Glu Ala Pro

<210> 67
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 67

1

Leu val Ala Ser

<210> 68
<211> 21
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

20

20

S

10

10

<223> Fragmento de péptido de SOST humano con cisteina adicional afadida

<400> 68

Ile Pro Asp Arg Tyr Arg Ala Gln Arg Val GIln Leu Leu Cys Pro Gly

1

5

Gly Glu Ala Pxro Cys

20

68

10

Pro
15
Gln

Tyr
Thr
Glu

Ala
95

Ccys
Gly
Lys
Phe

aArg
175

Gly
Thr
Asp
Arg
Leu
Ile
Ile
Gly
Cys
Gly

160
Ala

Pro Gly
15

Gln Leu Leu Cys Pro Gly Gly Glu Ala Pro Arg Ala Arg Lys Val Arg
5 15

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2428 767 T3

<210> 69

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST humano con cisteina adicional afadida

<400> 69

Gln Leu Leu Cyg Pro Gly Gly Glu Ala Pro Arg Ala Arg Lys Val Arg
1 5 10 15
Leu Val Ala Ser Cys
20

<210> 70

<211> 17

<212> PRT

<213> Rattus Norvegicus

<400> 70

Ile Pro Asp Arg Tyr Arg Ala Gln Arg Val Gln Leu Leu Cys Pro Gly
1 5 10 15
Gly

<210> 71

<211> 16

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 71

Pro Gly Gly Ala Ala Pro Arg Sexr Arg Lys Val Arg Leu Val Ala Ser
1 5 10 i5

<210>72

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST de rata con cisteina adicional afiadida

<400> 72

Ile Pro Asp Arg Tyr Arg Ala Gln Arg Val Glan Leu Leu Ser Pro Gly
1 5 ' 10 15

Gly Cys

<210>73

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST de rata con cisteina adicional afiadida

<400> 73

Pro Gly Gly Ala Ala Pro Arg Ser Arg Lys Val Arg Leu Val Ala Ser
1 5 10 15
Cys
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<210>74

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 74

Cys Gly Pro Ala Arg Leu Leu Pro Asn Ala Ile Gly Arg Gly Lys Trp
15

1 1 10
Trp Arg Pro Ser
20
<210>75
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 75

Ile Gly Arg Gly Lys Trp Trp Arg Pro Ser Gly Pro Asp Phe Arg Cys
1 5 10 15

<210> 76

<211> 18

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 76

Pro Asn Ala Ile Gly Arg Val Lys Trp Trp Arg Pro Asn Gly Pro Asp
1 s 10 15
Phe Arg

<210> 77

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST de rata con cisteina adicional afiadida

<400> 77

Pro Asn Ala Iie Gly Arg Val Lys Trp Trp Arg Pro Asn Gly Pro Asp
1 5 10 i5
Phe Arg Cys

<210>78

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78

Lys Arg Leu Thr Arg Phe His Asn Gln Ser Glu Leu Lys Asp Phe Gly
1 5 10 15
Thr Glu Ala Ala

20

<210> 79

<211> 20
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 79

Glu Leu Lys Asp Phe Gly Thr Glu Ala Ala Arg Pro Gln Lys Gly Arg
10 15
Lys Pro Arg Pro
20

<210> 80

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 80
Arg Pro Gln Lys Glyr Arg Lys Pro Arg Pro Arg Ala Arg Ser Ala Lys
1 10 s
Ala Asn Gln Ala
20

<210> 81

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81

Arg Ala Arg Ser Ala Lys Ala Asn Gln Ala Glu Leu Glu Asn Ala Tyr
1 5 10 15

<210> 82

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST humano con cisteina adicional afadida

<400> 82

Lys Arg Leu Thr Arg Phe His Asn Gln Ser Glu Leu Lys Asp Phe Gly

10
’I'hr Glu Ala Ala 0ys
20
<210> 83
<211> 21
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST humano con cisteina adicional afadida

<400> 83

Glu Leu Lys Asp Phe Gly Thr Glu Ala Ala Arg Pro Gln Lys Gly Arg
1 10 15

Lys Pro Arg Pro Cys
20
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<210> 84

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST humano con cisteina adicional afadida

<400> 84

Arg Pro Gln Lys Gly Arg Lys Pro Arg Pro Arg Ala Arg Ser Ala Lys

1 5 10 15
Ala Asn Gln Ala Cys
20
<210> 85
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST humano con cisteina adicional afadida

<400> 85

Arg Ala Arg Ser Ala Lys Ala Asn Gln Ala Glu Leu Glu Asn aAla Tyr
1 5 10 15

Cys

<210> 86

<211> 23

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 86

Lys Arg Leu Thr Arg Phe His Asn Gln Ser Glu Leu Lys Asp Phe Gly
1 S 10 15
Pro Glu Thr Ala Arg Pro Gln

20

<210> 87

<211> 23

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 87

Lys Gly Arg Lys Pro Arg Pro Arg Ala Arg Gly Ala Lys Ala Asn Gin
1 5 10 15
Ala Glu Leu Glu Asn Ala Tyr

20
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<210> 88
<211>24
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus
<400> 88
Ser Glu Leu Lys Asp Phe Gly Pro Glu Thr Ala Arg Pro Gln Lys Gly
1 ) - 10 15
Arg Lys Pro Arg Pro Arg Ala Arg
20
<210> 89
<211>24
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST de rata con cisteina adicional afiadida
<400> 89
Lys Arg Leu Thr Arg Phe His Asn Gln Ser Glu Leu Lys Asp Phe Gly
1 5 10 15
Pro Glu Thr Ala Arg Pro Gln Cys
20
<210> 90
<211>24
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST de rata con cisteina adicional afiadida

<400> 90

Lys Gly Arg Lys Pro Arg Pro Arg Rla Arg Gly Ala Lys Ala Rsn Gln
1

S 10 i5
Ala Glu Leu Glu Asn Ala Tyr Cys
20
<210> 91
<211> 25
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de péptido de SOST de rata con cisteina adicional afiadida

<400> 91

Ser Glu Leu Lys Asp Phe Gly Pro Glu Thr Ala Arg Pro Gln Lys Gly

1 S 19 15
Arg Lys Pro Arg Pro Arg Ala Arg Cys
20 25
<210> 92
<211> 56
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 92
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Gln Gly Trp Gln Ala Phe Lys Asn Asp Ala Thr Glu Ile Ile Pro Glu
1

5 io 15
Leu Gly Glu Tyr Pro Glu Pro Pro Pro Glu Leu Glu Asn Asn Lys Thr
20 25 30
Met Asn Arg Ala Glu asn Gly Gly Arg Pro Pro Hig His Pro Phe Glu
35 40 45
Thr Lys Asp Val Ser Glu Tyr Ser
50 55

<210> 93
<211> 56
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 93

Gln Gly Trp Gln Ala Phe Lys Asn Asp Ala Thr Glu Ile Ile Pro Gly
1

_ 5 10 15
Leu Arg'Glu Tyr Pro Glu Pro Pro Gln Glu Leu Glu Asn Asn Gln Thr
20 25 30
Met Asn Arg Ala Glu Asn Gly Gly Arg Pro Pro His His Pro Tyr Asp
35 40 45
Thr Lys Asp Val Ser Glu Tyr Ser
50 55
<210> 94
<211> 32
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 94

Cys Ile Pro Asp Arg Tyr Arg Ala Gln Arg Val Gln Leu Leu Cys Pro

1 ! S 10 15
Gly Gly Gliu Ala Pro Arg Ala Arg Lys Val Arg Leu Val Ala Ser Cys
20 25 30
<210> 95
<211> 32
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 95

Cys Ile Pro Asp Arg Tyxr Arg Ala Gln Arg Val Gln Leu Leu Cys Pro

1 5 10 15
Gly Gly Ala Ala Pro Arg Ser Arg Lys val Arg Leu Val Ala Ser Cys
20 25 30
<210> 96
<211>44
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 96
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Lew Thr Arg Phe His Asn Gln Ser Glu Leu Lys Asp Phe Gly Thr Glu

3 5 10 15
Ala Ala Arg Pro Gln Lys Gly Arg Lys Pro Arg Pro Arg Ala Avrg Ser
20 25 30
Ala Lys Ala Asn Gln Ala Glu Leu Glu Asn Ala Tyr
35 40
<210> 97
<211> 44
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 97

Leu Thr Arg Phe His Asn Gln Ser Glu Leu Lys Asp Phe Gly Pro Glu

l S 10 15
Thr Ala Arg Pro Gln Lys Gly Arg Lys Pro Arg Pro Arg Ala Arg Gly
20 25 30
Ala Lys Ala Asn Gln Ala Glu Leu Glu Asn Ala Tyr
35 40

<210> 98
<211> 26
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 98

Cys Gly Pro Ala Arg Leu Leu Pro Asn Ala Ile Gly Arg Gly Lys Txp
1 is

5 i0
Trp Arg Pro Ser Gly Pro Asp Phe Arg Cys
20 25
<210> 99
<211> 26
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 99

Cys Gly Pro Ala Arg Leu Leu Pro Asn Ala Ile Gly Arg Val Lys Trp
1 5 10 15
Trp Arg Pro Asn Gly Pro Asp Phe Arg Cys
20 25

<210> 100
<211> 570
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 100

caggggtggce
cccgageete
cggecteoece
cacttcacee
gtgtgetcecg
taggtggcgac
gtgcagctgce
tegtgcaagt
accgaggccy
gccaaccagg

aggcgttcaa
caccggaget
accacccctt
getacgtgac
gccagtgegg
ctagtggace
tatgtceegyg
gcaagcegect
ctecggccegea
ccgagctgga

gaatgatgcc
ggagaacaac
tgagaccaaa
cgatggaceg
ccocggegoege
cgacttecgc
tggtgaggey
caceccgette
gaagggccgyg
gaacgcetac

acggaaateca
aagaccatga
gacgtgtcey
tgcogoageg
ctgectgecca
tgcatccecg
ccgogegego
cacaaccagt
aagccgeagc

75

tccecgagcet
accgggegga
agtacagctyg
ccaagecggt
acgccatcgg
acegctacceyg
geaaggtgeg
cggagctcaa
coegegeceyg

cggagagtac
gaacggagyy
cegegagetg
caccgagetg
cecgoggeaag
cgogeageygc
cctggtagec

ggacttcggg
gaggegccaaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
570
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15

<210> 101
<211> 570
<212> ADN

<213> Rattus norvegicus

<400> 101

caggggtggce
ccagagecte
agacgececec
cactacacece
gtgtgetegg
tggtggegee
gtgcagctge
tegtgoaagt
cctgagaccyg
gocaaccagg

<210> 102
<211> 532
<212> PRT

aagccttcaa
ctcaggaact
accatcctta
gettegtgae
gccagtgegg
¢gaacggace
tgtgececegyg
gcaagcgccet
cgoggeogea
cggagctygga

<213> Homo sapiens

<400> 102

Met Thr
1
Ile

Gln

Ile Ser

Thr Met
35S
Ala

Gly
Thr Leu
50

His Cys

Phe

Gly
65
His

Cys

Ala Ser Gly

Ser Pro Lys

115

Leu Tyx
val
20

Lys Ser

Pro Glu

Pro Asp
70
Ala

Cys
100
Ala

Ile
85
Met

Gln

Ile Tyr
Gln
Asp
Asp
Asp
Ile
Lys

Leu

ES 2428 767 T3

gaatgatgce
agagaacaac
tgacaccaaa
cgacggceeg
cccogegegy
cgacttcegce
cggcgcggcy
caccegoette
gaagggtegce
gaacgectac

Ile

Gly Gln

Arg

Asn

acagaaatca
cagaccatga
gacgtgtceg
tgccgcagtg
ctgctgcceca
tgcatcecgyg
cogegetoge
cacaaccagtc
aagecogogge

Leu
10

Leu Asp

25

Ser Asp
40
Thr Leu
55
Ala Ile

Glu Glu

Glu

Gln
Pro
Asn
Asp

Gly

Lys Lys

Phe Leu
Thr
75

Gln

Azn

Asp
90

Ser Asp

105

Arg Arg

120

Thr

Ile Glu

76

tceegggact
accgggcecga
agtacagctg
ccaagccggt
acgecatcgy
atcgectaceg
gcaaggtgeg
cggagetcaa
ccegogeceg

Gly Ala

Leu
30
Asn

Ser Met

Ser Glu
45

Lys Cys

60

Cys Ile Thr

Gly Glu Thr

Phe Gln

Cys Cys
125

Cys
110
Arg

cagagagtac
gaacggaggce
ccgegagety
caccgagttg
goegegtgaag
cgegcagegg
tctggtggce
ggacttcegga
gggagccaaa

Leu Phe

His Gly

Gly Vval

Cys Ser

Asn Gly
Thr
a5

Lys

Leu
Asp

Thxy Asn

&0

120
180
240
300
360
420
480
540
$70



Leu
Pro
145
Ala
Lys
Leu
Leu
Leu
225
Gly

Lys

Leu
Leu
305
Leu
Ser
Gln
Leu
Val

385
Arg

Phe
Ile
Pro
465
Pro
Leu

Thr

Asp

Cys
130
Phe
Val
His
Glu
Ile
210
val
Lys
Val
Glu
Gly
290
Tyr
Lys
Ala
Gly
Ile
370
Lys
val
Asn
Gly
val
450
Ser
Ile
Lys
Ala

Val
530

<210> 103
<211> 502
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 103

Asn Gln Tyr

Phe
Cys
Tyr
Gln
195
Asp
Gln
Gly
Ala
Thr
275
Phe
Len
Cys
Ala
Lys
355
Lys
Fhe
Gly
Lys
Leu

435
Glu

Tyr
val
Leu
Leu

515
Lys

Asp
Ile
Cys
1830
AsSDp
Gln
Arg
Arg
Val
260
Glu
Ile
Ile
Ala
Cys
340
Pro
Lys
Asn
Thr
Asn
420
Ile
Glu
Glu

Serxr

Met
500

Arg
Ile

Gly
Ile
165
Lys
Glu

Ser

Tyr
245
Lys
Ile
Ala
Thr
Thr
325
Gly
Ala
Asn
Ser
Lysa
405
His

Ile

Asp
Asn
485
Ser

Ile

Leu
Ser
150
Ala
Ser
Ala
Gln
Ile
230
Gly
val
Tyr
Ala
Asp
310
Leu
Leu
Ile
Gly
Asp
350
Arg
Fhe
Trp
Gln
Met
470
Arg
Glu

Lys

ES 2428 767 T3

Gln
135
Ile
Met
Ile
Phe
Ser
218
Ala
Glu
Phe
Gln
Asp
295
Tyr
Asp
Cys
Ala
Ser

375
Thr

TYT
Gln
Glu
Leu
455
Axrg
Trp
Cys

Lys

Pro
Arg
Ile
Ser
Ile
200
Ser
Lys
Val
Phe
Thx
280
Ile
His
Thr
His
His
380
Cys
Asn
Met
Pro
Met
440
Pro
Glu
Asn
Trp

Thr
520

Thr
Trp
Ile
Ser
185
Pro
Gly
Gln
Trp
Thr
265
Val
Lys
Glu
Arg
Leu
345
Arg
Cys
Glu
Ala

Tyr
425
Ala

Tyr
val
Ser
Ala

505
Leu

77

Len
Leu
Phe
170
Arg
val
Ser
Ile
Met
250
Thr
Leu
Gly
Asn
Ala
330
His
Aap
Ile
val
Pro
410
Ile
Arg
Tyr
val
Asp
490
His

ala

Pro
val

155
Ser

Arg
Gly
Gly
Gln
235
Gly
Glu
Met
Thr
Gly
315
Leu
Thr
Leu
Ala
Asp
395
3lu
Met
Arg
Asn
Cys
475
Glu

Asn

Lys

Pro
140
Leu
Ser
Arg
Glu
Ser
220
Met

Lys

Glu

Arg
Gly
300
Ser
Leu
Giu
Lys
Asp
380
Val
Val
Ala
Cys
Met

460
val

Cys
Pro

Met

Val
Leu
Cys
Tyr
Ser
205
Gly
val
Trp
Ala
His
285
Ser
Leu
Lys
Ile
Ser
365
Leu
Pro
Leu
Aszp
Ile
445
val
Lys
Leu

Ala

Val
525

val
Ile
Phe
Asn
180
Leu

Leu

Arg

Ser
270
Glu

Trp
Tyr

Leu

-Tyr

i50
Lys

Gly
Leu
Asp
Iie
430
Thr
Pro
Axg
Arg
Ser

510
Glu

Ile
Sex

Cvys
17%
Arg
Lys
Pro
Gln
Gly
255
Trp
Azsn
Thr
AsSp
Ala
33%
Gly
Asn
Leu

Asn

Glu
415

Tyx
Gly
Serxr
Leu
Ala
495
Arg

Ser

Gly
Met
160
Tyr
Asp
Asp
Leu
Val
240
Glu
Phe
Ile
Gln

Phe
320

Tyr
Thr
Ile
Ala
Thr
400
Ser
Ser
Gly
Asp
480
vVal

Leu

Gln
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Met Leu Leu Arg Ser Ala Gly Lys Leu Asn Val Gly Thr Lys lys Glu

Asp Gly Glu Ser Thr Ala Pro Thr Pro Arg Pro Lys Val Leu Arg Cys
20 25 30
Lys Cys His His His Cys Pro Glu Asp Ser Val Asn Asn Ile Cys Ser
35 40 45
Thr Asp Gly Tyr Cys Phe Thr Met Ile Glu Glu Asp Aegp Ser Gly Leu

Pro Val Val Thr Ser Gly Cys Leu Gly Leu Glu Gly Ser Asp Phe Gln
65 70 75 BO
Cys Arg Asp Thr Pro Ile Pro His Gln Arg Arg Ser Ile Glu Cys Cys
85 ' 20 o5
Thr Glu Arg Asn Glu Cys Asn Lys Asp Leu His Pro Thr Leu Pro Pro
100 105 110
Leu Lys Asn Arg Asp Phe Val Asp Gly Pro Ile His His Arg Ala Leu
115 120 125
Leu Ile Ser Val Thr Vval Cys Ser Leu Leu Leu Val Leu Ile Ile Leun
' 130 135 140
Phe Cys Tyr Phe Arg Tyr Lys Arg Gln Glu Thr Arg Pro Arg Tyr Sexr
145 150 155 150
Ile Gly Leu Glu Gln Asp Glu Thr Tyr Ile Pro Pro Gly Glu Ser Leu
165 170 17s
Arg Asp Leu Ile Glu Gln Ser Gln Ser Ser Gly Ser Gly Ser Gly Leu
180 185 190
Pro Leu Leu Val Gln Arg Thr Ile Ala Lys Gln Ile Gln Met Val Lys
125 200 205
Gln Ile Gly Lys Gly Arg Tyr Gly Glu Val Txrp Met Gly Lys Trp Axrg
210 215 220
Gly Glu Lys Val Ala Val Lys Val Phe Phe Thr Thr Glu Glu Alz Ser
225 230 235 240
Trp Phe Arg Glu Thr Glu Ile Tyr Gln Thr Val Leu Met Arg His Glu
245 250 2565
Agn Ile Leu Gly Phe Ile Ala Ala Asp Ile Lys Gly Thr Gly Ser Trp
260 265 270
Thr Gln Leu Tyr Leu Ile Thr Asp Tyr His Glu Asn Gly Ser Leu Tyr
275 280 285
Asp Tyr Leu Lys Ser Thr Thr Leuw Asp Ala Lys Ser Met Leu Lys Leu
290 255 300
aAla Tyr Ser Ser Val Ser Gly Leu Cys His Leu His Thr Glu Ile Phe
305 310 315 320
Sex Thr Gln Gly Lys Pro Ala Ile Ala His Arg Asp Leu Lys Ser Lys
iz2s 330 335
Asn Ile Leu Val Lys Lys Asn Gly Thr Cys Cys Ile Ala Asp Leu Gly
340 345 350
Leu Ala Val Lys bPhe Ile Ser Asp Thr Asn Glu Val Asp Ile Pro Pro
355 360 365
Asn Thr Arg Val Gly Thr Lys Arg Tyr Met Pro Pro Glu Val Leu Asp
370 375 380
Glu Ser leu Asn Avrg Asn His Phe Gln Ser Tyr Ile Met Ala Asp Met
385 ‘ 390 395 400
Tyr Ser Phe Gly Leu Ile Leu Trp Glu Val Ala Arg Arg Cys val Ser
405 410 415
Gly Gly Ile val Glu Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr His Asp Leu Val Pro
420 425 430

Ser Asp Pro Ser Tyr Glu Asp Met Arg Glu Ile Val Cys Ile Lys Lys
435 440 445
Leu Arg Pro Ser Phe Pro Asn Arg Trp Ser Ser Asp Glu Cys Leu Arg
450 455 460
Gln Met Gly Lys Leu Met Thr Glu Cys Trp Ala His Asn Pro Ala Ser
465 470 475 480
Arg Leu Thr Ala Leu Arg Val Lys Lys Thr Leu Ala Lys Met Ser Glu
48% 490 495
SBer Gln Asp Ile Lys Leu
500

78
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<210> 104
<211> 502
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 104

Met Leu Leu Arg Ser Ala Gly Lys Leu Asn Val Gly Thr Lys Lys Glu
1 5 10 15
Asp Gly Glu Ser Thr Ala Pro Thr Pro Arg Pro Lys Val Leu Arg Cys
20 25 30
Lys Cys His His His Cys Pro Glu Asp Ser Val Asn Asn Ile Cys Ser
3is 40 45
Thr Asp Gly Tyr Cys Phe Thr Met Ile Glu Glu Asp Asp Ser Gly Leu
S0 55 60
Pro Val Val Thr Ser Gly Cys Leu Gly Leu Glu Gly Ser asp Phe Gln
€5 70 75 80
Cys Arg Asp Thr Pro Ile Pro His Gln Arg Arg Ser Ile Glu Cys Cys

Thr Glu Arg Asn Glu Cys Asn Lys Asp Leu His Pro Thr Leu Pro Pro
100 105 110
Leu Lys Asn Arg Asp Phe Val Asp Gly Pro Ile His His Arg Ala Leu
115 120 125
Leu Ile Ser Val Thr val Cys Ser Leu Leu Leu Val Leu Ile Ile Leu
130 135 140
Phe Cys Tyr Phe Arg Tyr Lyes Arg Gln Glu Thr Axg Pro Arg Tyr Ser
145 150 155 160
Ile Gly Leu Glu Gln Asp Glu Thr Tyr Ile Pro Pro Gly Glu Ser Leu
165 170 175
Arg Asp Leu Ile Glu Gln Ser Gln Ser Ser Gly Ser Gly Ser Gly Leu
180 185 150
Pro Leu Leu Val Gln Arg Thr Ile Ala Lys Gln Ile Gln Met Val Lys
195 200 205
Gin Ile Gly Lys Gly arg Tyr Gly Glu Val Trp Met Gly Lys Trp Arg
210 215 220
Gly Glu Lys Val Ala Val Lys Val Phe Phe Thr Thr Glu Glu Ala Ser
225 230 235 240
Trp Phe Arg Glu Thr Glu Ile Tyr Gin Thr Val Leu Met Arg His Glu
245 ' 250 255
Agn Ile Leu Gly Phe Ile Ala Ala Asp Ile Lys Gly Thr Gly Ser Trp
260 265 270
Thr Gln Leu Tyr Leu Ile Thr Asp Tyr His Glu Asn Gly Ser Leu Tyr
275 280 285
Asp Tyr Leu Lys Ser Thr Thr Leu Asp Ala Lys Ser Met Leu Lys Leu
290 295 300
Ala Tyr Ser Ser Val Ser Gly Leu Cys His Leu His Thr Glu Ile phe

79
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305
Ser

Asn
Leun
Asn
Glu
3gs
Tyr
Gly
Ser
Leu
Gln
465
Arg

Ser

Thr Gln
Ile Leu

Ala Vval
365

Thr Arg

370

Ser Leu

Ser Phe
Gly Ile
Asp Pro
435
Arg Pro
450
Met Gly
Leu Thr

Gln Asp

<210> 105
<211> 532
<212> PRT
<213> Rattus sp.

<400> 105

Met
1
Ile
Thr
Thr
Gly
65
His
Thr
Ser
Leu
Pro
145
Ala

Lys

Thr Gln
Ile Ser

Gly Met
as

Leu Ala

50

His Cys

Cys Phe
Ser Gly
Pro Lys
115
Cys Asn
130
Phe Phe
val Cys

His Tyr

Gly
val
340
Lys
val
Asn
Gly
val
420
Ser
Ser
Liys
Ala

Ile
500

Leu
His
20

Lys
Pro
Pro
Ala
Cys
100
Ala
Gln
A=p
Ile

Cys
i80

Lys
325
Lys
Phe

Gly

Let
40%
Glu

Tyr
Phe
Leu
Len

485
Lys

Tyr
Val
Ser
Glu
Agp
Ile
85

Met

Gln

aly

Val
165
Lys

310
Pro

Lys
Ile
Thr
Asn
390
Ile
Glu
Glu
Pro
Met
470
Arg

Leu

Thr
Gln
Asp
2sp
Asp
Ile
Lys
Leu
Leu
Ser
150
Ala

Ser

ES 2428 767 T3

Ala
Asn
Ser
Liys
375
His
Leu
Tyxr
Asp
Asn
455
Thr

Val

Gly
val
Thr
55

Ala
Glu
Tyr
Arg
Gln
135
Val
Met

Ile

Ile
Gly
Asp
380
Arg
Phe
Trp
Gln
Met
440
Arg
Glu

Lys

Ile
Gln
Asp
40

Leu
Ile
Glu
Glu
120
Pro
Arg
Ile

Ser

Alza
Thr

345
Thr

Tyr
Gln
Glu
Leu
425
Arg

Trp

Lys

Arg
Asn
25

Gln
Pro
Asn
Asp
Gly
105
Thr
Thr
Trp
Val

Ser
185

80

His
330
Cys
Asn
Met
Ser
Val
410
Pro
Glu
Ser
Trp

Thr
490

Leu
10

Leu
Lys
Phe
Asn
ASp
90

Ser
Ile
Len
Leu
Fhe

170
Arg

315
Arg

Cys
Glu

Pro

Tyr
395
Ala

Tyr
Ile
Ser
Ala

475
Leu

Leu
Asp
Lys
Leu
Thx
Gln
Asp
Glu
Pro
Ala
158

Ser

Gly

Asp
Ile
Val
Pro
380
Ile
Arg
His
Val
Asp
460
His

Ala

Gly
Sex
Pro
Lys
60

Cys
Gly

Phe

Pro
140
Val
Ser

Arg

Leu
Ala
Agp
365
Glu
Met
Arg
Asp
Cys
445
Glu

Asn

Lys

Ala
Met
Glu
45

Cys
Ile
Glu

Gln
Cys
125
Val

Leu

Tyr

Lys
Asp
350
Ile
val
Ala
Cys
Leu

430
Ile

Pro

Met

Cys
Leu

30
Asn

Tyx
Thr

Thr

Cys
110
Arg
Val
Ile
Phe

Asn
190

Ser
335
Leu
Pro
Leu
Asp
val
415
Val
Lys
Leu

Ala

Ser
495

Leu
His
Gly
Cys
Asn
Thr
95

Lys
Thr
Ile

Ser

Cys
175
Arg

320
Lys

Gly
Pro
asp
Met
400
Ser
Pro
Lys
Arg
Ser

480
Glu

Phe
Gly
Val
Ser
Gly
80

Leu
Asp
Asn
Gly
Met
160 °
Tyxr

Asp
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Leu Glu

Leu Ile
210
Leu val
225
Gly Lys

Lys Vval
Arg Glu

Leu Gly
290

Leu Tyx

305

Leu Lys

Ser Ala
Gln Gly

Leu Xle&
370
Val Lys
385
Arg Val

Leu Ser
" Phe Gly
Ile val
450
Pro Ser
465
Pro ile
Leu Lys
Thx Ala

Agp Val
530

<210> 106
<211> 532
<212> PRT

Gln
195
Asp
Glin
Gly
Ala
Thr
275
Phe
Lenu
Cys
Ala
Lys
355
Lys
Phe
Gly
Lys
Leu

438
Glu

Tyx
Val
Leu
Leu

515
Lys

Asp
Gln
Arg
Arg
Val
260
Glu
Ile
Ile

Ala

Cys
340
Pro
Lys
Asn
Thr
Asn
420
Ile
Glu
Glu
Ser
Met
500
Arg

Ile

<213> Rattus norvegicus

<400> 106

Glu

Ser

Tyx
245
Lys
Ile
Ala
Thr
Thr
325
Gly
Ala
Asn
Ser
Arg
405
His

Ile

Asp
Asn
485
Ser

Ile

Ala
Gln
Ile
230
Gly
val
Tyr
aAla
Asp
310
Leu
Leu
Ile
Gly
Asp
390
Arg
Phe
Trp
Gln
Met
470
Arg
Glu

Lys

ES 2428 767 T3

Phe
Ser
215
Ala
Glu
Phe
Gln
Asp
2895
Tyr
Asp
Cys
Ala
Ser
375
Thr
TYr
Gln
Glu
Leu

455
Arg

Cys
Lys

Ile
200
Ser
Lys
Val
Phe
Thr
280
Ile
His
Thr
His
His
360
Cys
Asn
Met
Pro
Met
440
Bro
Glu

Asn

Thr
620

Pro
Gly
Glin
Trp
Thr
265
Val
Lys

Glu

Leu
345
Arg
Cys
Glu
Ala

Tyr
425
Ala

Tyr
Val
Ser
Ala

508
Len

vVal
Ser
Tle
Met
250
Thr
Leu
Gly
Asn
Ala
330
His
Asp
Ile
val
Pro
410
Ile

Arg

val
Asp
490
His

Ala

Gly
Gly
Gln
235
Gly
Glu
Met
Thr
Gly
315
Leu
Thr
Leu
aAla
Asp
3595
Glu
Met
Arg

Asn

Cye
475
Glu
Asn

Lys

Glu
Ser
220
Met
Lys
Glu
Arg
Gly
300
Sexr
Leu
Glu
Lys
Asp
380
Iie
Val
Ala
Cys
Met
460
Val
Cys

Pro

Met

Ser
205
Gly
Val
Trp
Ala
His
285
Ser
Leu
Lys
Ile
Ser
365
Leu
Pro
Leu
Asp
Ile
445
val
Lys
Leu

Ala

Val
525

Leu
Leu
Arg
Arg
Ser

270
Glu

Trp

Tyr
3590
Lys
Gly
Leu
Asp
Ile
430
Pro
Arg
Arg
Ser

510
Glu

Lys
Pro
Gln
Gly
255
TIp
Asn
Thxr
Asp
ala
335
Gly
Asn
Leu

Asn

Gla
415

Tyr
Gly

Ser

Ala
495
Arg

Ser

Asp
Leu
Val
240
Glu
Phe
Ile
Gln

Phe
320

Tyr
Thr
Ile
Ala
Thr
400
Ser
Ser
Gly
Asp
Arg
480
val

Leu

Gln

Met Thr Gln Leu Tyr Thr Tyr Ile Arg Leu Leu Gly Ala Cys Leu Phe

1

5

10

15

Ile Ile Ser His Val Gln Gly Gln Asa Leu Asp Ser Met Leu His Gly

20

25

30

Thr Gly Met Lys Ser Asp Val Asp Gln Lys Lys Pro Glu Asn Gly Val

81



Thr
Gly
65

His
Thy
Ser
Leu
Pro
145
Ala
Lys
Leu
Leu
Leu
225
Gly

Lys

Leu
Leu
aops
‘Leu
Ser

Gln

val
385
Arg
Leu
Phe
Ile
Pro

485
Pro

Leu
Thr

Asp

Leu
50

His
Cys
Ser
Pro

Cys
130
Phe
val
His
Glu
Ile
210
val
Lys
Vval
Glu

Gly
290

Tyxr
Lys
Ala
Gly
Ile
370
Lys
val
Ser
Gly
Val
450

Ser

Ile

Lys
Ala

val
30

35
Ala

Cys
Phe
Gly
Lys
11s%
Asn
Phe
Cys
Tyr
Gln
195
Asp
Gin
Gly
Ala
Thr
275
Phe
Leu
Cys
Ala
Lys
355
Lys
Phe
Gly
Lys
Leu

435
Glu

TYr
Val

Leu

Leu
515
Lys

Pro
Pro

Ala

Cys
100
Ala
Gln
Asp
Ile

Cys
180
Asp
Gln
Arg
Arg
Val
260
Glu
Ile
Ile

Ala

Cys
340
Pro
Lys
Asn
Thr
Asn
420
Tie
Glu
Glu

Ser

Met
500
Arg

Ile

Glu
ASp
Ile
as

Met
Gln
TYTr
Gly
val
165
Lys
Glu
Ser
Thr
245
Lys
Ile
Ala
Thr
Thr
325
Gly
Ala
Asn
Ser
Axg
405
His

Ile

Asp

Asn
485

Ser

Ile

ES 2428 767 T3

Asp
Asp
70

Ile
Lys
Leu
Leu
Ser
150
Ala
Ser
ala
Gln
Ile
230
Gly
val
Tyr
Ala
Asp
310
Leu
Leu
Ile
Gly
Asp
390
Arg
Phe
Trp
Gin
Met

470
Arg

Glu Cys Trp

Lys

Thr
5%

Ala
Glu

Tyr

arg?

Gln
135
val
Met
Ile
Phe
Ser
215
Ala
Glu
Phe
Gln
Asp

295
Tyr

Asp
Cys
Ala
Ser

375
Thr

Tyr
Gln
Glu

Leu
455

Arg
Trp

Lys Thr

44
Leu

Ile
Glu
Glu
Arg
120
Pro
Arg
Ile
Ser
Ile
200
Ser
Lys
val
Fhe
Thr
280
Ile
His
Thr
His
His
360
Cys
Asn
Met
Pro
Met
440
Pro

Glu

Asn

520

82

Pro
Asn
Asp
Gly
105
Thr

Thr

val
Ser
igs
Pro
Gly
Gln
Trp
Thr
265
Val
Lys
Glu
Arg
Leu

345
Arg

Cys
Glu
Ala
Tyr

425
Ala

Tyr
val

Ser

Ala
505
Leu

Phe
Asn
Asp
20

Ser
Ile
Leu
Leu
Phe
170
Arg
val
Ser
Ile
Met
250
Thr
Leu
Gly
Asn
Ala
330
His
Asp
Ile
val
Pro
410
Ile
Arg
Ty
val

Asp
490

His

Ala

Leu
Thr
75

Gln
Asp
Glu
Pro
Ala
155
Ser
Gly
Gly
Gly
Gln
238
Gly
Glu
Met
Thr
Gly
31s
Leu
Thr
Leu
Ala
Asp
395
Glu
Met
Arg

Asn

Cys
475
Glu

Asn

Lys

Lys
60

Cys
Cly

Phe

Pro
140
Val
Ser
Arg
Glu
Ser
220
Met
Lys
Glu
Arg
Gly
300
Sexr
Len
Glu
Lys
Asp
380
Ile
val

Ala

Met
460
val

Cys

Pro

Met

45
Cys

Ile
Glu

Gln

Cys
125
val
Leu
Cys
Tyr
Ser
205
Gly
val
Trp
Ala
His
285
Ser
Leu
Lys
Ile
Ser
365
Leu
Pro
Leu
Asp
Ile
445
val
Lys

Leu

Ala

val
525

Thr
Thr
Cys
110
Arg
val
Ile
Phe
Asn
180
Leu
Leu
Arqg
Ary
Ser

270
Glu

Trp

Leu

Tyr
350
Lys
Gly
Leu
Asp
Ile
430
Thr
Pra

Arg

Arg

Sex
510
Glu

Cys
Asn
Thr
a5

Lys
Thr
Ile

Serx

Cye
175
Arg
Lys
Pro
Gln
Gly
255
Trp
Asn
Thr
Asp
Ala
338
Gly
Asn
Leu

Asn

Glu
415

Tyx
Gly
Ser
Leu
Ala
4395
Arg

Ser

Ser
Gly
Leu
ASp
Asn
Gly

Met
160

Tyr
ASp
Asp
Leu
Val
240
Glu
Phe
Ile
Gln

Phe
320

Tyr
Thyx
Ile
Ala
Thr
400
Ser
Ser
Gly
Asp
Arg

480
Val

Leu

Gin



ES 2428 767 T3

<210> 107
<211> 532
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 107

Met Thr Gln Leu Tyr Thr Tyr Ile Arg Leu Leu Gly Ala Cys Leu Phe
1 5 i0 15
Ile Ile Ser His Val Gln Gly Gln Asn Leu Asp Ser Met Leu His Gly
20 25 30
Thr Gly Met Lys Ser Asp Val Asp Gln Lys Lys Pro Glu Asn Gly Vval
35 40 45
Thr Leu Ala Pro Glu Asp Thr Leu Pro Phe Leu Lys Cys Tyr Cys Ser
50 55 60
Gly His Cys Pxo Asp Asp Ala Ile Asn Asn Thr Cys Ile Thr Asn Gly
65 70 75 80
His Cys Phe Ala Ile Ile Glu Glu Asp Asp Gln Gly Glu Thr Thr Leu

Thr Ser Gly Cys Met Lys Tyr Glu Gly Ser Asp Phe Gln Cys Lys Asp
100 105 130
Ser Pro Lys Ala Gln Leu Arg Arg Thr Ile Glu Cys Cys Arg Thr Asn
115 120 125
Leu Cys Asn Gln Tyr Leu Gln Pro Thr Leu Pro Pro Val val Ile Gly
130 135 140
Pro Phe Phe Asp Gly Ser Val Arg Trp Leu Ala Val Leu Ile Ser Met
145 150 i35 160
Ala Val Cys Ile Val Ala Met Ile Val Phe Ser Ser Cys Phe Cys Tyr
165 170 175
Lys His Tyr Cys Lys Ser Ile Ser Ser Arg Gly Arg Tyr Asn Arg Asp
180 135 130
Leu Glu Gln Asp Glu Ala Phe Ile Pro Val Gly Glu Ser Leu Lys Asp
195 200 205
Leu Ile Asp Gln Ser Gln Ser Ser Gly Ser Gly Ser Gly Leu Pro Leu
210 21s 220
Leu Val Gln Arg Thr Ile Ala Lys Gln Ile Gln Met Val Arg Gln val
225 230 235 240
Gly Lys Gly Arg Tyr Gly Glu Val Trp Met Gly Lys Trp Arg Gly Glu
245 250 255
Lys Val Aala Val Lys Val Phe Phe Thr Thr Glu Glu Ala Ser Trp Phe
260 265 270
Arg Glu Thr Glu Ile Tyr Gln Thr val Leu Met Arg His Glu Asn Ile
275 280 285
Leu Gly Phe Ile Ala Ala Asp Ile Lys Gly Thr Gly Ser Trp Thr Gin
290 285 300
Leu Tyr Leu Ile Thr Asp Tyr Hisg Glu Asn Gly Ser Leu Tyr Asp Phe
305 310 315 320
Leu Lys Cys ARla Thr Leu Asp Thr Arg Ala Leu Leu Lys Leu Ala Tyr
325 330 335
Ser Ala Ala Cys Gly Leu Cys His Leu His Thr Glu Ile Tyr Gly Thr

83
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Gln
Leuy
val
a8s
Arg
Ley
FPhe
Ile
Pro
465
Pro
Leu
Thr

Asp

<210>

Gly
Ile
370
Lys
val
Ser
Gly
Val
450
Ser
Ile
Liys
Ala

Val
530

108

<211> 502

<212>

PRT

Lys
355
Lys
Phe
Gly
Lys
Leu

435
Glu

Tyr
val
Leu
Leu

515
Lys

340
Pro

Lys
Asn
Thr
Asn
420
Ile
Glu
Gilu
Ser
Met
500
Arg

Ile

<213> Homo sapiens

<400>
Met
1
Asp
Lys
Thr

Pro
65

cys
Thr

Leu

Phe
145
Ile

Arg

108
Leu

Gly
Cys
Asp
50

Val
Arg
Glu
Lys

Ile
130

Cys
Gly

Asp

Glu
His
Gly
val
Asp
Arg
AsSn

115
Ser

TYr
Leu

Leu

Arg
Ser
20

His
Tyr
Thr
Thr
Asn
100
Arg
Val
Phe
Glu

Ile
180

Ala
Asn
Ser
Arg
405
His
Ile
Tyr
Asp
Asn
485

Ser

Ile

Ser
Thr
His
Cys
Ser
Bro
85

Glu
Asp
Thr
Arg
Gln

166
Glu

Ile
Gly
Asp
350
Arg
Phe
Trp
Gln
Met
470
Arg
Glu

Lys

Ala
Ala
Cys
Phe
Gly
Ile
Cys
Phe

val

Tyr
150
Asp

Gln

ES 2428 767 T3

Ala
Ser
375
Tyr
Gln
Glu
Leu
45%
Arg
Trp
Cys

Liys

Gly
Pro
Pro
Thr
Cys
Pro
Asn
Val
Cys
135
Lys
Glu

Ser

Hisg
360
Cys
Asn
Met
Pro
Met
440
Pro
Glu
Asn
Trp

Thr
520

Lys
Thr
Glu
40

Met
Leu
His
Lys
Asp

120
Ser

Thr

Gln

345
Arg

Cys
Glu

Ala

Tyr
425
Ala

Tyr
Val
Ser
Ala

505
Leu

Leu
Pxo
25

Rsp
Ile
Gly
Gin
Asp
105
Gly
Len
Gln
Tyr

Ser
185

84

Asp
Ile
val
Pro
410
Ile
Arg
Tyr
Val
Asp
490
His

Ala

Asn
16

Arg
Ser
Gliu
Leu
Arg
=]

Leu

Pro

Leu

Glu,

Ile
170
Ser

Leu
Ala
Asp
39585
Glu
Met.
Arg

Asn

Cys
475
Glu
Asn

Lys

val
Pro
val
Glu
Glu
75

Arg
Hig
Ile
Len
Thr
155

Pro

Gly

Lys
Asp
380
Ile
val
Ala
Cys
Met

460
val

Tys
Pro

Met

Gly
Lys
Asn
Asp
Gly
Ser
Pro
His
Val
140
Arg
Pro

Ser

Ser
365
Leu
Pro
Leu
Asp
Ile
445
vVal
Lys
Leu

Ala

Val
525

Thr
Val
Asn
45

Asp
Ser
Ile
Thr
His
125
Leu
Pro

Gly

Gly

350
Lys

Gly
Leun
AsSp
Ile
430
Thr
Pro
Arg
Arg
Ser

510
Glu

Lys
Leun
30

Ile
Ser
Asp
Glu
Leu
110
Arg
Ile
Arg
Glu

Ser
150

Asn
Leu
Asn
Glu
415
Tyx
Gly
Ser
Leu
Ala
4585
Arxg

Ser

Lys
i5

Arg
Cys
Gly
Phe

Cys
95
Pro

Ala

Tle

Ser
175
Gly

Ile
Ala
Thr
400
Ser
Ser
Gly
Asp
Arg
480
Val

Leu

Gln

Glu
Cys
sSer
Leu
Gln
80

Cys
Pro
Leu
Leu
Ser
160

Leu

Leu
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Pro
Gln

Gly
225

Trp
Asn
Thr
Asp
Ala
305
Ser
Asn
Leu
Asn
Glu
385
Tyr
Gly
Ser

Leu

Gln
465

Arg

Ser

<210>

Leu Val
155

Gly

Leu

Ile
210
Glu

Lys

Lys Val

Phe Arg Glu

Ile Leu Gly

260

Gln Leu Tyr
275

Tyr Leu
290

Tyr

Thr

Lys

Ser Ser

Gln Gly

Ile Val
340

Lys

Leu

Val
355
Arg

Ala

Thr
370
Ser

Val

Leu Asn

Ser Phe Gly

Ile Val
420
Ser

Gly

Pro
435
Pro

Asp
Arg Ser
450
Met

Gly Lys

Leu Thr Ala

Gln Ile

500

Asp

109

<211> 502

<212>
<213>

<400>
Met
1
Asp
Lys
Thr

Pro

PRT
Homo sapiens

109

Leu Leu Arg

Gly Glu Ser
20
Cys His His
as
Asp Gly Tyr
50

Val val Thr

Gln
Gly
Ala
Thr
245
Phe
Leu
Ser
Val
Lys
325
Lys
Phe
Gly
Arg
Leu

405
Glu

Tyr
Phe
Leu
Leu

485
Lys

Ser
S
Thr
His
Cys

Ser

Ard
Arg
val
230
Glu
Ile
Iie
Thr
Ser
310
Pro
Lys
Ile
Thr
Asn
350
Ile
Glu
Glu
Pro
Met
470
Arg

Leu

Ala

Ala

Phe

Gly

ES 2428 767 T3

Thr
Tyxr
2158
Lys
Ile
Ala
Thr
Thr
295
Gly
aAla
Asn
Ser
Lys
375
His

Leu

Asp
Asn
455
Thxr

val

Gly Lys Leu Asn

Pro
Pro
Thr

55
Cys

Ile
200
Gly

Val

Ala
Asp
280
Leu
Leu
ile
Gly
Asp
380

Phe
Trp
Gln

Met
440

Glu

Lys

Thr Pro Arg

Glu Asp Ser

40

Met Ile Glu

Leu Gly Leu

Ala
Glu
Phe
Gin
Asp
265
Tyr
Asp
Cys
Ala
Thr

345
Thr

Tyr
Gin
Glu
Leu
425
Arg

Trp

Lys

25

85

Lys Gln Ile

Val Met
220
Thr

Trp

Thr
235
val

Phe

Thr
250
Ile

Leu

Lys Gly

His Glu Asn

Ala Ser
300
His

Lys

Leu
318
Arg

His

His
330
Cys

Asp

Cys Ile

Asn Glu val
Pro
380

Ile

Met Pro

Ser Tyr
395
val Ala
410

Bro

Arg
His

Glu Ile Val

Ser Ser Asp
460
Ala His
475

Leu

Trp

Thr Ala

490

val Gly
10
Pro Lys

val Asn
Glu Asp

60
Glu Gly

Gln
205
Gly
Glu
Met
Thr
Gly
285
Met
Thr
Leu
Ala
Asp
368
Glu
Met
Arg
Asp
Cys
445
Glu

Asn

Lys

Thr
val
Asn
45

Asp

Ser

Met Val Lys

Lys Trp Arg

Glu Ala Ser
240
His Glu

255
Gly Ser
270

Ser

Trp

Leu Tyr

Leu Lys Leu

Glu Ile Phe
320
Ser Lys
335

Leu

Lys
Asp Gly
350
Ile

Pro Pro

Val Leu Asp
Met
400

Ser

Ala Asp
val
415
Val

Cys
Leu Pro
430
Ile

Lys Lys

Cys Arg

Ala Ser
480
Glu

Pro

Met Ser

495

Lys Lys Glu
15

Leu Axrg Cys

30

Ile Cys Ser

Ser Gly Leu

Asp Phe Gln



65
Cys

Thr
Leu
Leu
Fhe

145
Ile

Pro
Gln
Gly
225
Trp
Asn
Thr
Asp
Ala
305
Ser
Asn
Leu

Asn

Glu
385

Tyr
Gly
Ser
Leu
Gln
465
Aryg

Ser

Arg
Glu
Lys

Ile
130

cys
Gly
Asp
Leu
Ile
210
Glu
Phe
Ile

Gln

Tyr
290
Thr
Ile
Ala
Thx
370
Ser
Ser
Gly
Asp
Arg
450
Met

Leu

Gln

<210> 110
<211> 532
<212> PRT
<213> Rattus sp.

<400> 110

Asp
Arg
Asn

115
Ser

Tyr
Leu
Leu
Leu
195
Gly
Lys
Arg
Leu
Leu
275
Leu
Ser
Gln
Leu
Val
ass
Arg
Leu
Phe
Ile
Pro
435
Pro
Gly
Thr

Asp

Thr
Asn
100
Arg
Val
Phe
Glu
Ile
180
Val
Lys
Val
Glu
Gly
260
Tyxr
Lys
Sar
Gly
val
340
Lys
Val
Asn
Gly
val
420
Ser
Ser
Lys
Ala

Ile
500

Pro
85

Glu
Asp
Thr
Arg
Gln
165
Glu
Gln
Gly
Ala
Thr
245
Phe
Leu
Ser
Val
Lys
a2s
Lys
Phe
Gly
Arg
Leu

405
Glu

Tyr
Phe
Leu
Leu

485
Lys

ES 2428 767 T3

70
Ile Prd

Cys Asn
Phe Val

val Cys
135
Tyr Lys
1590
Asp Glu

Gln Ser
Arg Thr

Arg Tyr
215
Val Lys
230
Glu Ile

Ile aAla
Ile Thr

Thr Thr
295

Ser Gly

310

Pro Ala

Lys Asn
Iie Ser

Thr Lys
375

Asn His

350

Ile Leu

Glu Tyx
Glu Asp
Pro Asn

455

Met Thr
470

Axg Val

Leu

His
Lys
Asp
120
Ser

Axy
Thr
Gln
Ile
200
Gly
val
Tyr
Ala
Asp
2890
Leu
Leu
Ile
Gly
Asp
360
Arg
Phe
Trp
Gln
Met
440
Arg
Glu

Lys

Gln
105
Gly
Leu
Gln
Tyr
Ser
185
Ala
Glu
Phe

Gln

Asp
265

Tyr
Asp
Cys
Ala
Thr

345
Thr

Tyr
Gln
Glu
Leu
425
Arg
Txp
Cys
Lys

86

Arg
S0

Leu
Pro
Leu
Glu
Ile
170
Ser
Lys
val
Phe
Thr
250
Ile
His
Ala
His
His
330
Cys
Asn
Met
Ser
val
410
Pro
Glu
Ser
Trp

Thr
4950

75
Arg

His
Ile
Leu
Thr
155
Pro
Gly
Gln
Trp
Thr
235
val
Lys
Glu
Lys

Leu
318

Arg
Cys
Glu

Pro

Tyr
395
Ala

Tyr
Ile
Ser
Ala

475
Leu

Ser
Pro
Hig
Val
140
Arg
Pro
Ser
ile
Met
220
Thr
Leu
Gly
Asn
Ser
300
His
Asp
Ile
Val
Pro
380
Ile
Arg
His
Val
Asp
460
His

Ala

Ile
Thr
His
125
Leu
Pro
Gly
Gly
Gln
205
Gly
Glu
Met
Thr
Gly
285
Met
Thr
Lgu
Ala
Asp
365
Glu
Met
Arg
Asp
Cys
445
Glu

Asn

Lys

Glu

Leu
110

Arg
1le
Arg
Glu
Ser
150
Met
Lys

Glu

Gly
270
Ser
Leu
Glu
Lys
Agp
350
Ile
val
aAla
Cys
Leu

430
Ile

Cys
Pro

Met

Cys
o5

Pro
ala
Ile
Tyr
Ser
175
Gly
val
Trp
Ala
His
255
Ser

Lys
Ile
Ser
335
Leu
Pro
Leu
AsSD
val
415
val
Lys
Leu

Ala

Ser
485

80
Cys

Pro
Len
Leu
Ser
160
Leu
Leu
Lys
Arg
Ser

240
Glu

Trp
Tyr
Leu
Phe
320
Lys
Gly
Pro
Asp
Met
400
Ser
Pro
Lys
Arg
Ser

480
Glu



Met
Ile
Thr
Thr
Gly
His
Thr
Ser
Leu
Pro
145
Ala
Lys
Leu
Leu
Leu
225
Gly

Lys

Leu
Leu
305
Leu
Ser

Gln

val
385
Arg

Thr
Ile
Gly
Leu
5¢

His
Cys
Ser

Pro

Cys
130
Fhe
val
His
Glu
Ile
214¢
val
Lys
val
Glu
Gly
290
Tyr
Lys
Ala
Gly
Ile
370
Lys

Val

Gln
Ser
Met
as

Ala
Cys
Phe
Gly
Lys
115
Asn
Phe
Cys
Tyx
Gln
195
Asp
Gln
Gly
Ala
Thr
275
Phe
Leu
Cys
Ala
Lys
355
Lys
Phe

Gly

Leu
His
20

Lys
Pro
Pro
Ala
Cys
100
Ala
Gln
Asp
Ile
Cys
180
Asp
Gln
Arg
Arg
val
260
Glu
Ile
Ile
ala
Cys
340
Pro
Lys

Asn

Thx

Tyr
Val
Ser
Glu
Asp
Ile
Met

Gln

Gly
Val
165
Lys
Glu
Ser
Thr
Tyr
245
Lys
Ile
Ala
Thr
Thr
328
Gly
Ala

Asn

Ser

Arg

Thr
Gln
Asp
Asp
Asp
70

Ile
Lys
Leu
Leu
Ser
150
Ala
Ser
Ala
Gln
Ile
230
Gly

val

Ala
Asp
310
Leu
Ile
Gly
Asp

290
Arg

ES 2428 767 T3

Tyr
Gly
val
Thr
ala
Glu
Tyr
Arg
Gln
135
val
Met
Ile
Phe
Ser
215
aAla
Glu
Phe
Gln
Asp
285
TyxY
Asp
Cys
Ala
Sex
375
Thx

TYY

Ile
Gln
Asp
40

Leu
Ile
Glu
Glu
Arg
120
Pro
Arg
Ile
Ser
Ile
200
Ser
Lys
Val
Phe
Thr
280
Ile
His
Thr
His
His
360
Cys

Asn

Met

Arg
Asn
Gln
Pro
Asn
Asp
Gly
105
Thr
Thr
Trp
val
Ser
185
Pro
Gly
Gln
Trp
Thr
265
val
Lys
Glu
Arg
Leu
245
Arg
Cys
Glu

Ala

87

Leu
10

Leu
Lys
Phe
Asn
Asp
Ser
Ile
Leu
Leu
Phe
170
Arg
val
ser
Ile
Met
250
Thr
Leu
Gly
Asn
Ala
330
His
Asp
Ile
Val

Pro

Asp
Lys
Leu
Thr
75

Gln
Asp
Glu
Pro
Ala
155
Ser
Gly
Gly
Gly
Gln
238
Gly
Glu
Mek
Thrx
Gly
215
Leu
‘Thr
Leu
Ala
Asp

355
Glu

Gly
Ser
Pro
Lys
&0

Cys
Gliy
Phe
Cys
Pro
140
Val
Ser
Arg
Glua
Ser
220
Met
Lys
Glu
Arg
Gly
300
Ser
Leu
Glu
Lys
Asp
k3: {1
Ile

val

Ala
Met

Glu
45

Cys
Ile
Glu

Gln

Cys
125
Val
Leu

cys

Ser
205
Gly
val
Trp
Ala
His
285
Serx
Leu
Lys
Ile
Ser
365
Leu

Pro

Leu

Cys
Leu

30
Asn

Tyxr
Thx

Thx

Cys
110
Arg
val
Ile
Phe
Asn
190
Leu
Len
Arg
Arg
Ser

270
Glu

Trp
Tyx
Leu
Tyr
350
Lys
Gly

Leu

Asp

Leu
15

His
Gly
Cys
Asn
Thx

95
Lys

Ile

Ser

Cys
175
Arg
Lys
Pro
Gln
Gly
25%
Trp
Asn
Thr
Asp
Ala
338
Gly
Asn
Leu

Asn

Glu

Phe
Gly
Val
Ser
Gly
80

Leu
Asp
Asn
Gly

Met
160

Tyr
Asp
Asp
Leu
Val
240
Glu

Phe
Ile
Gln

Phe
320

TYyr
Thx
Ile
Ala
Thr

400
Ser
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Leu Ser
Phe Gly

Ile val
450

Pro ser

465

Pro Ile

Leu Lys
Thr ala

Asp Val
530

<210> 111
<211> 530
<212> PRT

Lys
Leu

435
Glu

Tyx
Val
Leu
Leu

515
Lys

Asn
420
Ile
Glu
Glu
Ser
Met
500
Arg

Ile

<213> Homo sapiens

<400> 111

Met. Thr
1
Thr Ile

Leu Cy%

Ser Arg
50

Thr Cys

65

Lys Gln

Glu Glu

Tyr Arg

Glu Asn
130

Phe Asn

145

Leu Ala

Gly Asp
Ala Ser

Ile Gly
210

Arg Pro

225

Ile Asn

Ser
Leu
Ala

35
Ile

Gly
Cys
Fhe
115
Phe
Arg
val
Arg
Glu
185
Arg
vVal

Glu

Ser
Len
20

Phe
Ser
Gly
Cys

Val
100

Cys
Pro
Asp
Leu
Lys
180
Pro
Gly
Ala

Lys

405
His

Ile
Tyr
Asp
Asn
485

Ber

Ile

Leu
Val
Lys
His
Leu

Trp
85
val

Cys
Pro
Glu
Ile
165
Gln
Ser
Arg
Val

Asn
245

Phe
Trp
Gln
Met
470
Arg
Glu

Lys

Gln
Ser
Asp

Glu

Trp
70

Ser
Thr
cys
Pro
Thr

150
Val

Gly
Leu
Tyr
Lys

230
Ile

ES 2428 767 T3

Gln
Glu
Leu
455
Arg
Trp
Cys

Lys

Arg
Thr
Pro
Asn
Glu
His
Thr
Ser
Asp
135
Ile
Ala
Leu
Asp
Gly

215
val

Tyx

Pro
Met
440
Pro
Glu
Asn
Trp

Thr
S20

Pxo

Ala

Tyx
40

Gly
Lys
Ile
Thr
Thx
120
Thr
Ile
Leu
His
Leu
200
Ala
Phe

Arg

Tyr
425
Ala

Tyr
Val
Ser
Ala

505
Leu

Trp
Ala
25

Gln
Thr
Ser
Gly
Pro
105
Asp
Thr
Ile
Cys
Ser
185
Asp
val

Ser

Val

88

410
Ile

Arg

Val
Asp
490
His

Ala

Arg
Ala
Gln
ile
Lys
Asp
=14

Pro
Leu
Pro
Ala
Phe
170
Met
Asn
Tyr
Phe

Pro
250

Met
Arg
Asn

Cys
475
Glu
Asn

Lys

val
Ser
Asp
Leu
Gly
75

Pro

Sex

Leu
Len
155
Gly
Asn
Leu
Lys
Ala

235
Leu

Ala

Cys
Met

460
Val

Cys
Pro

Met

Pro
Gln

Leu

Cys
60

Asp
Gln
Ile
Agn
Ser

140
Ala

Tyr
Met
Lys
Gly
220

Asn

Met

Asp
Ile
445
Val
Lys
Len

Ala

Val
525

Trp
Asn
Gly
45

Ser
Ile
Glu
Gln
Val
125
Pro
Ser
Arg
Met
Leu
205
Ser

Arg
Glu

Ile
430
Thr

Pro

Arg
Ser

510
Glu

Len
Gln
30

Ile
Lys
Asn
Cys
Asn
110
Agn
Pro
val
Met
Glu
150
Len
Leu

Gln

His

415
Tyr

Gly
Ser
Leu
Ala
49%
Arg

Ser

Pro
Glu
Gly
Gly
Leu
His
a5

Gly
Phe
His
Ser
Leun
175
Ala
Glu
Asp

Asn

Asp
255

Sexr
Gly
Asp
Arg
480
Val

Leu

Gln

Trp
Arg
Glu
Ser
Val
Tyr
Thr
Thr
Ser
val
160
Thr
Ala
Leu
Glu
Phe

2490
Asn
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Ile
Met
Lys
Ala

305
Arg

Gly
Glu
Pro
385
Leu
Phe
Gln
Met
Ala
465
Glu
Ala

Sexr

Arg

Ala

Glu

Tyr
290
His
Gly
Asn
Leu
Asp
370
Glu
Lys
Met
Met

Gln
450

Trp
Asp
Glu
val

Axg
530

<210> 112
<211> 530
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 112

Met
1
Thr
Leu
Sex
Thx
65
Lys

Glu

Thr
1le
Cys
Arg
50

Cys
Gln

Glu

Arg
Tyxr
275
Leu
Ser
Asp
val
Serx
355
Asn
val
Gln
Arg
Ala
435
val
Lys
Cys
Glu

Ser
515

Ser
Leu
Ala

35
Ile

Tyr
Gly
Cys

Phe
260
Leu
Ser
Val
His
Leu
340
Met
Ala

Leu

Val

Cys
420
Phe
Leu
Glu
Trp
Arg

500
Pro

Ser
Leu
20

Phe
Ser
Gly
Cys

Val

Ile

Leu

Thr

Tyr
325
Val
Arg
Ala
Glu
Asp
405
Thr
Gln
val
Asn
Asp
485
Met

Thr

Leu
Val
Lys
His
Leu

8BS
val

val
vVal
His
Arg
310
Lys
Lys
Leu
ile
Gly
390
Met
Asp
Thr
Ser
Ser
470
Gln
Ala

val

Gln
Ser
Asp
Glu

Txp
70
Ser

Thr

ES 2428 767 T3

Gly
Met
Thr
285
Gly
Pro
Asn
Thr
Ser

375
Ala

TYL
Lien

Glu

Arg
455
Leu
Asp
Glu

Asn

Arg

Agp
Glu
280
Ser
Leu
Ala
Asp
Gly
360
Glu
vVal
Ala
Phe
val
440
Glu
Ala
Ala

Leu

Pro
520

Pro

Thr ala

Pro
Asn
S5

Glu
His

Thr

Tyr
40

Gly
Lys
Ile

Thr

Glu
265

Tyr
AsSp
Ala
Ile
Gly
345
Asn
Val
Asn
Leu
Pro
425
Gly
Lys
val
Glu
Met

505
Met

Trp
Ala
25

Gln
Thx
Ser

Gly

Pro

89

Arg
Tyr
Trp
Tyr
Ser
330
Thr
Arg
Gly
Leu
Gly
410
Gly
Asn
Gln
Arg
Ala
490
Met

Ser

Arg
Ala
Gln
Ile
Lys
Asp

S0
Pro

val
Pro
Val
Leu
315
His
Cys
Leu
Thr
Arg
395
Len
Glu
His
Arg
Ser
475
Arg
Ile

Thr

val
Ser
Asp
Leu
Gly
75

Pro

Sexr

Thr
Asn
Ser
300
His
Arg
Val
Val
Ile
380
Asp
Ile
Ser
Pro
Pro
460
Leu
Leu
Trp
Ala

Pro
Gln

Len

Cys
60

Asp
Gln

Ile

Ala Asp
270

Gly Ser

285

Ser Cys

Thr Glu
Asp Leu
Ile Ser

350

Arg Pro
365

Arg Tyr
Cys Glu
Tyr Trp
Val Pro
430
Thr Phe
445
Lys Phe
Lys Glu
Thr ala
Giu Arg
510

Met Gln
525

Trp Leu
Asn Gln
Gly Ile
45

Ser Lys
Ile Asn
Glu Cys

Gln Asn

Gly
Len
Arg
Leun
Asn
335
Asp
Gly
Met
Ser
Glu
415
Glu
Glu
Pro
Thr
Gln
455

Asn

Asn

Pro
1s

Glu
Gly
Gly
Leu
His

Gly

Arg

Leu
Pro
320
Ser
Phe
Glu
ala
Ala

400
Ile

Tyr
Asp
Glu
Ile
480
Cys
Lys

Glu

Trp
Arg
Glu
Ser

Val
a0

Tyr
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1040 10s
Tyr Arg Phe Cys Cys Cys Sex Thr Asp
115 120
Glu Asn Phe Pro Pro Pro Asp Thr Thr
130 135
Phe Asn Arg Asp Glu Thr Ile Ile Ile
145 150
Leu Ala Val Leu Xle Val Ala Leu Cys
165
Gly Asp Arg Lys Gln Gly Leu His Ser
180 185
Ala Ser Glu Pro Ser Leu Asp Leu Asp
195 200
Ile Gly Arg Gly Arg Tyr Gly Ala Val
210 215
Arg Prc Val Ala Val Lys Val Phe Ser
2258 230
Ile Asn Glu Lys Asn Ile Tyr Arg Val
245
Ile Ala Arg Phe Ile Val Gly Asp Glu
260 265
Met Glu Tyr Leu Leu Val Met Glu Tyr
275 280
Lys Tyr Leu Ser Leu His Thr Ser Asp
290 295
Ala His Ser Val Thr Arg Gly Leu Ala
305 310
Arg Gly Asp His Tyr Lys Pro Ala Ile
325
Arg Asn Val Leu Val Lys Asn Asp Gly
- 340 345
Gly Leu Sexr Met Arg Leu Thr Gly Asn
355 360
Glu Asp Asn Ala Ala Ile Ser Glu Val
370 375
Pro Glu Val Leu Glu Gly Ala Val Asn
385 350
Leu Lys Gln Val Asp Met Tyr Ala Leu
405/
Phe Met Arg Cys Thr Asp Leu Phe Pro
420 425
Gln Met Ala Phe Gln Thr Glu Val Gly
435 440
Met Gln Val Leu Val Ser Arg Glu Lys
450 455
Ala Trp Lys Glu Asn Ser Leu Ala Val
465 470
Glu Asp Cys Trp Asp Gln Asp Ala Glu
485
Ala Glu Glu Arg Met Ala Glu Leu Met
500 505
Ser Val Ser Pro Thr val Asn Pro Met
515 520
Arg Arg
530

<210> 113
<211> 1038
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 113

90

Leu
Pro
Ala
Phe
170
Met
Azn
Tyr
Phe
Pro

250
Arg

Trp

Ser
330
Thr
Arg
Gly
Leu
Gly
410
Gly
Asn
Gln
Arg
Ala
490
Met

Ser

Leu
Leu
155
Gly
Asn
Leu
Lys
Ala
235
Leu
val
Pro
val
Len

315
His

Leu
Thr
Arg
395
Leu
Glu
His
Arg
Sex
475
Arg
Ile

Thx

Asn
Ser
140
Ala
Tyr
Met
Lys
Gly
220
Asn
Met
Thr
Asn
Ser
300
His
Arg
Val
Val
Ile
380
Asp
Ile
Ser
Pro
Pro
460
Leu
Leu
Trp
Ala

Val
125
Pro
Ser
Arg
Met:
Leu
205
Ser
Arg
Glu
Ala
Gly
285
Ser
Thr
Asp
Ile
365
Arg
Cys
Tyr
Val
Thx
445
Liys
Lys
Thr
zlu

Met
525

110
Asn

Pro
val
Met
Glu
190
Leu
Leu
Gln
His
Asp

270
Ser

Cys
Glu
Leu
Ser

a50
Pro

TyTr
Glu
Trp
Pro
430
Phe
Phe
Glu
Ala
Arg

510
Gln

Phe
His
Ser
Leu
175
Ala
Glu
Asp
Asn
Asp
255
Gly
Leu
Arg
Leu
Asn
335
Asp
Gly
Met
Ser
Glu
415
Glu
Glu
Pro
Thyx
Gln
495

Asn

Asn

Thr
Ser
i

val
160
Thr
Ala
Len
Glu
Phe
240
Asgn
Arg
Cys
Leu
Pro
320
Ser
Phe
Glu
Ala
Ala

400
Ile

Tyr
Asp
Glu

Ile
480

Cys
Lys

Glu
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Met Thr Ser Ser Leu Gln Arg Pro Trp Arg Val Pro Trp Leu Pro Trp
Thr Ile Leu Leu Val Ser Thr Ala Ala Ala Ser Glm Asn Gln Glu Arg

Leu Cys Ala Phe Lys Asp Pro Tyr Gln Gln Asp Leu Gly Ile Gly Glu
is 40 45
Ser Arg Ile Ser His Glu Asn Gly Thr Ile Leu Cys Ser Lys Gly Ser
50 33 60 :
Thr Cyes Tyr Gly Leu Trp Glu Lys Ser Lys Gly Asp Ile Asn Leu Val
65 70 75 80
Lys Gln Gly Cys Trp Ser His Ile Gly Asp Pro Gln Glu Cys His Tyr

Glu Glu Cyg Val Val Thr Thr Thr Pro Pro Ser Ile Gln Asn Gly Thr
100 105 110
Tyr Arg Phe Cys Cys Cys Ser Thr Asp Leu Cys Asn Val Asn Phe Thr
115 120 125
Glu Asn Phe Pro Pro Pro Asp Thr Thr Pro Leu Ser Pro Pro His Ser
130 138 140
Phe Asn Arg Asp Glu Thr Ile Ile Ile Ala Leu Ala Ser Val Ser Val
145 150 158 . 160
Leu Ala Val Leu Ile Val Ala Leu Cys Phe Gly Tyr Arg Met Leu Thr
165 170 175
Gly Asp Arg Lys Gln Gly Leu His Ser Met Asn Met Met Glu Ala Ala
180 185 180
Ala Ser Glu Pro Ser Leu Asp Leu Asp Asn Leu Lys Leu Leu Glu Leu
185 200 205
Ile Gly Arg Gly Arg Tyr &ly Ala Val Tyr Lys Gly Ser Leu Asp Glu
210 215 220
Arg Pro Val Ala Val Lys Val Phe Ser Phe Rla Asn Aryg Gln Asn Phe
225 230 238 240
Ile Asn Glu Lys Asn Ile Tyr Arg Val Pro Leu Met Glu His Asp Asn
245 250 255
Ile Ala Arg Phe Ile Val Gly Asp Glu aAxrg Val Thr Ala Asp Gly Arg
260 265 270
Met Glu Tyr Leu Leu Val Met Glu Tyr Tyr Pro Asp Gly Ser Leu Cys
275 ' 280 285
Lys Tyr Leu Ser Leu His Thr Ser Asp Trp Val Ser Ser Cys Arg Leu
290 295 300
Ala His Ser Val Thr Arg Gly Leu Ala Tyr Leu His Thr Glu Leu Pro
305 310 315 320
Arg Gly Asp His Tyr Lys Pro Ala Ile Ser His Arg Asp Leu Asn Ser
325 330 335
Arg Asn Val Leu Val Lys Asn Asp Gly Thr Cys Val Ile Ser Asp Phe
340 345 350
Gly Leu Ser Met Arg Leu Thr Gly Asn Arg Leu Val Arg Pro Gly Glu
355 360 365
Glu Asp Asn Ala Ala Ile Ser Glu Val Gly Thx Ile Arg Tyr Met Ala
370 378 380
Pro Glu Val Leu Glu Gly Ala Val Asn Leu Arg Asp Cys Glu Ser Ala
3as 390 385 400
Leu Lys Gln Val Asp Met Tyr Ala Leu Gly Leu Ile Tyr Trp Glu Ile

91
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405 410 415
Phe Met Arg Cys Thr Asp Leu Phe Pro Gly Glu Ser Val Pro Glu Tyr
420 425 430
Gln Met Ala Phe Gln Thr Glu Val Gly Asn His Pro Thr Phe Glu Asp
435 440 445
Met @Gln Val Leu Val Ser Arg Glu Lys Gln Arg Pro Lys Phe Pro Glu
450 455 460
Ala Trp Lys Glu Asn Ser Leu Ala Val Arg Ser Leu Lys Glu Thr Ile
465 470 475 480
Glu Asp Cys Trp Asp Gln Asp Ala Glu Ala Arg Leu Thr Ala Gln Cys
485 490 495
Ala Glu Glu Arg Met Ala Glu Leu Met Met Ile Trp Glu Arg Asn Lys
500 505 510
Ser Val Ser Pro Thr Val Asn Pro Met Ser Thr Ala Met Gln Asn Glu
515 520 525
Arg Asn Leu Ser His Asn Arg Arg Val Pro Lys Ile Gly Pro Tyr Pro
530 53s 540
Asp Tyr Ser Ser Ser Ser Tyr Ile Glu Asp Ser lle His His Thr Asp
545 550 555 560
Ser Ile Val Lys Asn Ile Ser Ser Glu His Ser Met Ser Ser Thr Pro
565 570 575
Leu Thr Ile Gly Glu Lys Asn Arg Asn Ser Ile Asn Tyr Glu Arg Gln
580 585 59¢
Gln Ala Gln Ala Arg Ile Pro Ser Pro Glu Thr Ser Val Thr Ser Leu
595 600 605
Ser Thr Asn Thr Thr Thr Thr Asn Thr Thr Gly Leu Thr Pro Ser Thr
610 615 620
Gly Met Thr Thr Ile Ser Glu Met Pro Tyr Pro Asp Glu Thr Asn Leu
625 630 635 640
His Thr Thr Asn Val Ala Gln Ser Ile Gly Pro Thr Pro val Cys Leu
645 650 655
Gln Leu Thr Glu Glu Asp bLeu Glu Thr Asn Lys Leu Asp Pro Lys Glu
660 665 670
Val Asp Liys Asn Leu Lys Glu Ser Ser Asp Glu Asn Leu Met Glu His
675 680 685 :
Ser Leu Lys Gln Phe Ser Gly Pro Asp Pro Leu Ser Ser Thr Ser Ser
620 695 700
Ser Leu Leu Tyr Pro Leu Ile Lys Leu Ala Val Glu Ala Thr Gly Gln
705 710 715 720
Gln Asp Phe Thr Gln Thr Ala Asn Gly Gln Ala Cys Leu Ile Pro Asp
725 730 735
Val Leu Pro Thr Gla Ile Tyr Pro Leu Pro Lys Gln Gln Asn Leu Pro
740 745 750
Lys Arg Pro Thr Ser Leu Pro Leu Asn Thr Lys Asn Ser Thr Lys Glu
755 760 765
Pro Arg Leu Lys Phe Gly Ser Lys His Lys Ser Asn Leu Lys Gln Val
770 775 780
Glu Thr G6ly Val Ala Lys Met Asn Thr Ile Asn Ala Ala Glu Pro His
785 790 795 800
Val Val Thr va) Thr Met Asn Gly Val Ala Gly Arg Asn His Ser Val
805 810 815
Asn Ser His Ala Ala Thr Thr Gln Tyr Ala Asn Gly Thr val Leu Ser
820 825 B30
Gly Gln Thr Thr Asn Ile Val Thr His Arg Ala Gln Glu Met Leu Gln
835 840 845
Asn Gln Phe Ile Gly Glu Asp Thr Arg Leu Asn Ile Asn Ser Ser Pxo
850 855 860
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10

Asp
865
Glu
Gly
Gln
Pro
Ala
245
Gln
Thr
Thr
Val

Ala
1025

<210> 1

Glu
Gly
Gly
Asp
Ser
930
Thr
Asp
Pro

Glu

His

1010

Thr

14

<211>1038

<212>P

RT

His
vVal
Arg
Val
915
Lys
Asn
Gly
TyY
Ser
995

Ser

Thr

Glu
Leu
Thr
200
Leyw
Pro
val
Lys
Ser
980
Leu

Liys

Met

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met
i
Thr
Leu
Ser
Thr

65

Lys
Gliu
Tyr
Glu
Phe
145
Leu
Gly
Ala

Ile

14

Thr
Ile
Cys
Arg
50

cys
Gln
Glu
Arg
Asn
130
Asn
Ala
Asp

Ser

Gly

Ser

Ala
35
Ile

Gly

Cys
Phe
115
Phe
Arg
Val
Arg
Glu

195
Arg

Ser
Len
20

Phe
Ser
Gly
Cys
val
100
Cys
Pro
Asp
Leu
Lys
180

Pro

Gly

Pro
Asp
885
Asn
Ala
Arg
Leu
Ser
865
Leu
Asp

Ser

Val

Leu
val
Lys
His
Leu
8s

Val
Cys
Pro
Glu
Ile
165
Gln

Ser

Arg

Leu
B70
Arg
Ser
Gln
Arg
Asp
950
Gly
Lys
Cys

Ser

Ser

ES 2428 767 T3

Leu Arg Arg

Leu
Asn
Gly
hla
935
Gly
Ser

Arg

Glu

1015

Val
Asn
val
920
Gln
Ser
Gly
Trp

val

Asp
Asn
905
Pro
Arg
Ser
Glu
Arg

985
Asn

1000
Thr Ala Val

Lys Asp Ile

1030

Gln
Ser
Asp
Glu
Trp
Ser
Thx
Cys
Pro
Thr
150
val
Gly

Leu

Tyr

Arg
Thy
Pro
Asn
Glu
His
Thr
Ser
Asp
135
Ile
Ala
Leu
Asp

Gly

Pro

Ala

Tyx
40

Gly
Lys
Ile
Thr
Thr
120
Thr

Ile

His

Leu
200
Ala

Trp
Ala

25
Gln

Ser
Gly
Pro
105
Asp
Thr
Ile
Cys
Ser
185
Asp

Val

93

Glu
Arg
8940
Asn
Ser
Pro
Ile
Lys
970
Pro
Asn
Tyr
Gly

Arg
10

Ala
Gln
Ile
Lys
Agp
20

Pro
Len
Pro
Ala
Phe
170
Met

Asn

Tyr

Gln
875
Arg
Ser
Thr
Asn
Gln
95%
Ile
Ser
Asn

Leu

Met

Gln
Glu
Asn
Ala
Ser
540
Ile
Lys
Thr

Gly

Ala

Ala
Arg
Pro
Ala
925
Leu
Gly
Lys
Trp

Ser

1005

Glu

1020
Asn Cys Leu

1035

val
Ser
Asp
Leu
Gly
Pro
Ser
Cys
Leu
Leu
155
Gly
Asn

Leu

Lys

Pro
Gln
Leu
Cys
60

Asp
Gln
Ile
Agn
Ser

140
ala

Tyr
Met
Lys

Gly

Trp
Asn
Gly
45

Ser
Tle
Glu
Gln
Val
125
ProO
Ser
Arg
Met
Leu

205
Ser

Gly
Pro
Cys
910
Asp
Asp
Glu
Arg
Val
990

Asn

Gly

Gln
30

Ile
Lys
Asn
Cys
Asn
110
Asn
Pro
val
Met
Glu
190
Leu

Leu

His
Leu
B9S
Ser
Pro
Leu
S8er
Val
875
Ile
Arg

Gly

Prc
15

Glu
Gly
Gly
Leu
Hig
95

Gly
Phe
His
Ser
Leu
175
Ala
Glu

Asp

Asp
880
Glu
Glu
Gly
Ser
Thx
960
Lys
Ser
Ala

Thr

Trp
Arg
Glu
Ser
Val
Tyzr
Thr
Thr
Ser
Val
160
Thx
Ala

Leu

Glu



Arg
225
Ile
Ile
Met
Lys
Ala

305
Arg

Gly
Glu
Pro
i85
Leu
Phe
Gln
Met
Ala
465
Glu
Ala
Ser
Arg
Asp
545
Ser
Leu
Gln
Ser
Gly
625
His

Gln

210
Pro

Asn
Ala
Clu
290
His
Gly
Asn
Leu
Asp
370
Glu
Lys
Met
Met

Gln
450
Trp

Asp
Glu
val

Asn
530

TYT
Ile
Thr
Ala
Thr
610
Met
Thr

Leu

Val
Glu
Arg
Tyx
275
Leu
Ser
aAsp
Val
Sex
3as5s
Asn
val
Gln
Arg
Als
435
Vval

Lys

Glu
Ser
515
Leu
Ser
val
Ile
Gln
595
Asn
Thxr
Thr

Thr

Ala
Lys
Phe
260
Leu
Ser
Val
Hie
Leu
340
Met
ala

Leu

Val

Cys
420
Phe
Len
Glu
Trp
Arg
500
Pro
Ser
Ser
Lys
Gly
SBO
Ala
Thr
Thr

Asn

Glu
660

Val
Asn
245
Ile
Lew

Leu

325
Val

Ala
Glu
Asp
405
Thr
Gln
val
Asn
Asp
485
Met
Thr
His
Ser
Asn

568
Glu

Thr
Iile
Val

645
Glu

Lys
230
Ile
Val
val
His
Arg
310
Lys
Lys
Leu
Ile
Gly
380
Met
Asp
Thr
Ser
Ser
470
Gln
aAla
val
Asn
Ser
550
Ile
Lys
Ile
Thr
Ser
630
Ala

Asp

ES 2428 767 T3

215
val

Tyr
Gly
Met
Thy
295
Gly
Pro
Asn
Thr
Ser

375
Ala

Tyr
Leu
Glu
Arg
455
Leun
Asp
Glu
Asn
Arg
535
Tyr
Ser
Ash
Pro
Thr
615
Glu
Gln

Leu

Phe
Arg
Asp
Glu
280
Ser
Len
Ala
hAap
Gly
360
Glu
val
Ala
Fhe
val
440
Glu
Ala
aAla
Leu
Pro
520
Ile
Ser
Arg
Ser
600
Asn
Met

Ser

Glu

Ser
Val

Glu
265

Tyx
Asp
Ala
Ile
Gly
345
Asn
Val
Asn
Leu
Pro
425
Gly
Lys
Val
Glu
Met
505
Met
val
Glu
Glu
Asn
585
Pro
Thr
Pro

Ile

Thr
665

94

Phe
Pro

250
Arg

Trp

Ser
330
Thr
Arg
Gly
Len
Gly
410
Gly
Asn
Gln
Arg
Ala
450
Met
Ser
Pro
Asp
His
sS70
Serxr

Glu
Thr

Gly
650
Asn

Ala
235
Leu
val
Pro
val
Leu
315
His
Cys
Leu
Thrx
395
Leu
Glu
His
Arg
Ser
475
Arg
Ile
Thr
Lys
Ser
555
Ser
Ile
Thy
Gly
Pro
638

Pro

Lys

220
Asn

Met
Thr
Asn
Ser
300
His
Arg
val
Val
Ile
380
Asp
Ile
Ser
Pro
Pro
460
Leu
Leu
Trp
Ala
Ile
540
Ile
Met
Asn
Ser
Leu
620
Asp
Thr

Leu

Arg
Glu
Ala
Gly
285
Ser
Thr
Agp
Ile
Arg

3865
Arg

Tyr
Val
Thr
445
Lys
Lys
Thr
Glu
Met
525
Gly
His
Ser
Tyxr
val
605
Thr
Glu

Pro

Asp

Gln
His
Asp
270
Ser
Cys
Glu
Leu
Ser

350
Pro

Tyr
Glu
Trp
Pro
430
Phe
Phe
Glu
Ala
Arg
510
Gln
Pro
His
Ser
Glu
590
Thy
Pro
Thr
Val

Pro
670

Asmn
Asp
255
Gly
Leu
Arg
Leu
Asn
335
Asp
Gly
Met
Ser
Glu
415
Glu
Glu
Pro
Thr
Gln
495

Asn

Asn

Tyx

Thr
578
Arg
Sex
Ser
Asn
Cys

655
Lys

Phe
240
Asn

Arg

Leu
Pro
320
Sex
Phe
Glu
Ala
Ala
400
Ile
Tyr
Asp
Glu

Ile
480

Cys
Lys
Glu
Pro
Asp
560
Pro
Gln
Leu
Thr
Len
640

Leu

Glu
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Val asp Lys Asn
675
Ser Leu Lys Gln
€90
Ser Leu Leu Tyrx
705
Gln Asp Phe Thr

Val Leu Pro Thr
740

Lys Arg Pro Thr

755
Pro Arg Leu Lys
770

Glu Thr Gly Vval

785

Val val Thr val

Asn Ser His Ala
820

Gly Gln Thr Thr

835
Asn Gln Phe Ile
B50

Asp Glu His Glu

B6S

Glu Gly Val Leu

Gly Gly Arg Thr
200

‘Gln Asp'val Leu

915
Pro Ser Lys Pro
930

Ala Thr Asn Val

945

Gln Asp Gly Lys

Thr Pro Tyr Ser
380

Thr Glu Ser Leu

895
Val His Ser Lys
1010
Ala Thr Thr Met
1025

<210> 115
<211> 1038
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 115

Leu
Phe
Pro
Gln
725
Gln
Ser
Phe
Ala
Thr
805
Ala
Asn
Gly
Pro
Asp
885
Asn
Ala
Arg
Leu
Ser
965
Leu
Asp

Ser

Val

Lys
Ser
Leu
710
Thr
Ile
Leu
Gly
Lys
790
Met
Thx
Ile
Glu
Leu
870
Arg
Ser
Gln
Arg
Asp
950
Gly

Lys

Ser

Ser

ES 2428 767 T3

Glu
Gly
695
Ile
Ala
Tyx
Pro
Ser
775
Met
aAsn
Thr
Val
Asp
855
Leu
Len
Asn
Gly
Ala
235
Gly
Ser
Arg
Glu

Thr

Ser
680
Pro
Lys
Asn
Pro
Leu
760
Lys
Asn
Gly
Gln
Thr
840
Thr
Arg
val
Asn
Val
920
Gln
Ser
Gly
Trp
Val

Ser
Asp
Leu
Gly
Leu
745
Asn
His
Thr

Val

Tyr
825
His
Arg
Arg
Asp
Asn
905
Pro
Arg
Ser
Glu
Arg

585
Asn

1000

Ala

101S
Lys Asp Ile

1030

val

Asp
Pro
Ala
Gln
730
Pro
Thr
Lys
Ile
Ala
B10O
aAla
Arg
Leu
Glu
Arg
890
Asn
Ser
Pro
Ile
Lys
8970
Pro
Asn
Tyr
Gly

Glu
Leu
val
715
Ala
Lys
Lys
Ser
Asn
795
Gly
Asn
Ala
Asn
Gln
875
Ser
Thr
Asn
Gln
955
Ile
Serx
Asn

Leu

Met
103%

Asn
Ser

700
Glu

Cys
Gln
Asn
Asn
780
Ala
Arg
Arg
Gin
Ile
860
Gln
Glu
Asn
Ala
Ser
840
Ile
Lys
Thr

Gly

Leu
685
Ser
Ala
Leu
Gln
Ser
765
Leu
Ala
Asn
Thr
Glu
845
Asn
Ala
Arg
Pro
Ala
825
Leu
Gly
Lys
Trp

Ser

1005

Met Glu
Thr Ser
Thr Gly

Ile Pro
735

Agn Leu

750

Thr Lys

Lys Gln
Glu Pro

His Ser
815

Val Leu

B30

Mat Leu

Ser Ser
Gly His

Pro Leu
885

Cys Ser

910

Asp Pro

Asp Leu

Glu Ser

Arg Vval
97s

Val Ile
950
Asn Arg

Ala Glu Gly Gly
1020
Asn Cys Leu

His
Ser
Gln
720
Asp
Pro
Glu
val
His
8400
Val
Ser
Gln
Pro
Asp
880
Glu
Glu
Gly
Ser
Thr
260
Lys
Ser
Ala

Thr

Met Thr Ser Ser Leu Gln Arg Pro Trp Arg Val Pro Trp Leu Pro Trp
10
Thr Ile Leu Leu Val Ser Thr Ala Ala Ala Ser Gln Asn Gln Glu Arg

1

S

95

15



Leu
Sex
Thr
&5

Lys
Glu
Tyr
Glu
Phe
145
Leu
Gly
Ala
Ile
225
Ile
ile
Met
Lys
Ala

305
Arg

Gly
Glu
Pro
3B5
Leu
Phe
Gin
Met

Ala
465

Cys

Arg
50
cys

Gln
Glu
Arg
Asn
130
Asn
aAla
Asp
Ser
Gly
210
Pro
Asn

Ala

Glu

Tyr
290
His
Gly
Asn
Leuy
Asp
370
Glu
Lys
Met
Met
Gln

450
Trp

Ala
35S
Ile

Tyr
Gly
Cys
Phe
115
Phe
Arg
Val
Arg
Glu
195
Arg
val
Glu
Arg
Tyr
275
Leu
Ser
Asp
val
Ser
355
Asn
Val
Gln
Arg
Ala
435
val

Lys

20
Phe

Ser
Gly
Cys

Val
100

Cys
Pro
Asp
Leu
Lys
180
Pro
Gly
Ala
Lys
FPhe
260
Leu
Ser
Val
His
Leu
340
Met
Ala

Leu

val

Cys
420
Phe
Leun

Glu

Lys
His

Leu

Ser
Arg
val
Asn
245
Ile
Leu
Leu
Thr
325
val
Arg
Ala
Glu
Asp
405
Gln
Val

Asn

ES 2428 767 T3

Asp

Glu

Trp
70

Ser
Thr
Cys
Pro
Thr
150
val
Gly
Leu
Tyr
Lys
230
Ile
Val
Val
His
Arg
310
Lys
Lys
Leu
Ile
Gly
390
Met
Asp
Thr

Ser

Sexr
470

Pro
Asn
55

Giu
His
Thr
Ser
Asp
135
Ile
Ala
Leu
Asp
Gly

215
Vail

Tyr
Gly
Met
Thr
285
Gly
Pro
Asn
Thr
Ser

375
Ala

Leu
Glu
Arg

455
Leu

Tyr
40

Gly
Lys
Ile
Thr
Thr
120
Thr
Ile
Leu
His
Leu
200
Ala
Phe
Arg
AsSp
Glu
280
Ser
Leu
Ala
Asp
Gly
360
Glu
val
Ala
Phe
Val
440
Glu

Ala

25
Gln

Thr
Ser
Gly
Pro
105
Asp
Thr
Ile
Cys
Ser
185
Asp
Val
Ser

vVal

Glu
265

Tyr
Asp
Ala
Ile
Gly
345
Asn
val
Asn
Leu
Pro
425
Gly
Lys

val

96

Gln
Ile
Lys
Asp
Pro
Leun
Pro
Ala
Phe
170

Met

Asn

Phe
Pro

250
Arg

Trp
Tyx
Ser

330
Thr

Arg
Gly
Leu
Gly
410
Gly

Asn

Gln

arg

Asp
Leu
Gly
75

Pro
Sex
Cys
Leu
Leu
155
Gly

Asn

Lys
Ala
235
val
Pro
val
Leu
315
His
Cys

Leu

arg
395
Leu
Glu
His
Arg

Ser
475

Leu

Cys
60

Asp
Gin
Ile
Asn
Ser
140
Ala
TyY
Met
Lys
Gly
220
Asn
Met
Thr
Asn
Ser
300
His
Arg
val
val
Ile
380
Asp
Ile
Ser
Pro
Pro

460
Leu

Gly
45

Ser
Ile
Glu
Gln
val
125
Pro
Ser
Arg
Met
Leu

205
Ser

Glu
Ala
Gly
285
Ser
Thr
Asp
Ile
Arg
365
Arg
Cys
Tyr
Val
Thr
445
Lys

Lys

30
Ile

Lys
Asn
Cys
Asn
110
Asn
Pro
Val
Met
Glu
180
Leu
Leu
Gln
His
AsSp

270
Ser

Cys
Glu
Leu
Ser
350
Pxro
Tyr
Glu
Trp
Pro
430
Phe
Phe

Glu

Gly
Gly
Leu
His
95

Gly
Phe
His
Ser
Leu
175
Ala
Glu

Asp

Asp
255
Gly
Leu
Arg
Leu
Asn
335
Asp
Gly
Met
Ser
Glu
415
Glu
Glu

Pro

Thx

Glu
Ser
Val

8o
Tyr

.Thr

Thr
Ser
Val
160
Thr
Ala
Leu
Glu
Phe
240
Asn
Arg
Cys
Leu
Pro
320
Ser
Phe
Glu
Ala
Ala
400
Ile
Tyr
Asp
Glu

Ile
480
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Glu asp Cys Trp Asp Gln Asp Ala Glu Ala Arg Leu Thr Ala Gln Cys
485 490 455
Ala Glu Glu Arg Met Ala Glu Leu Met Met Ile Trp Glu Arg Asn Lys
500 505 510
Ser Val Ser Pro Thr Val Asn Pro Met Ser Thr Ala Met Gln aAsn Glu
515 520 525
Arg Asn Leu Ser His Asn Arg Arg Val Pro Lys Ile Gly Pro Tyr Pro
530 5358 540
Asp Tyr Ser Ser Ser Ser Tyr Ile Glu Asp Ser Ile His His Thr Asp
545 550 555 560
Ser Ile Val Lys Asn Ile Ser Ser Glu His Ser Met Ser Ser Thr Pro
565 570 575
Leu Thr Ile Gly Glu Lys Asn Axrg Asn Ser Ile Asn Tyr Glu Arg Glm
580 585 590
Gln Ala Gln Ala Arg Ile Pro Ser Pro Glu Thr Ser Val Thr Ser Leu
585 600 605
Ser Thr Asn Thr Thr Thr Thr Asn Thr Thr Gly Leu Thr Pro Ser Thr
610 61S 620
Gly Met Thxr Thr Ile Ser Glu Met Pro Tyr Pro Asp Glu Thr Asn Leu
625 630 635 640
Hig Thr Thr Asn Val Ala Gln Ser Ile Gly Pro Thr Pro Val Cys Leun
645 650 655
Gln Leu Thr Glu Glu Asp Leu Glu Thr Asn Lys Leu Asp Pro Lys Glu
660 665 670
Val Asp Lys Asn Leu Lys Glu Ser Ser asp Glu Asn Leu Met Glu His
675 680 685
Ser Leu Lys Gln Phe Ser Gly Pro Asp Pro Leu Ser Ser Thr Sex Ser
650 695 700
Ser Leu Leu Tyr Pro Leu Ile Lys Leu Ala Val Glu Ala Thr ¢ly Gln
705 710 715 720
Gln Asp Phe Thr Gln Thr Ala Asn Gly Gln Ala Cys Leu Ile Pro Asp
725 730 735
Val Leu Pro Thr Gln Ile Tyr Pro Leu Pro Lys Gln Gln Asn Leu Pro
740 745 750
Lys Arg Pro Thr Ser Leu Pro Leu Asn Thr Lys Asn Ser Thr Lys Glu
755 760 ' 765
Pro Arg Leu Lys Phe Gly Ser Lys His Lys Ser Asn Leu Lys Gln Val
770 775 780
Glu Thr @ly Val Ala Lys Met Asn Thr Ile Asn Ala Ala Glu Pro His
785 790 795 800
Val Val Thr val Thr Met Asn Gly Val Ala Gly Arg Asn His Ser Val
805 810 815
Asn Ser His Ala Ala Thr Thr Gln Tyr Ala Asn Arg Thr Val Leu Ser
820 825 B30
Gly Gln Thr Thr Asn Ile Val Thr His Arg Ala Gln Glu Met Leu Gln
B35 8490 845
Asn Gln phe Ile Gly Glu Asp Thr Arg Leu Asn Ile Asn Ser Ser Pro
850 855 B&D
Asp Glu His Glu Pro Leu Leu Arg Arg Glu Gln Gln Ala Gly His Asp
865 870 875 88¢
Glu Gly val Leu Asp Arg Leu Val Asp Arg Arg Glu Arg Pro Leu Glu
885 8s0o 895
Gly Gly Arg Thr Asn Ser Asn Asn Asn Asn Ser Asn Pro Cys Ser Glu
900 S05 910
Gln Asp Val Leu Ala Gln Gly Val Pro Ser Thr ala Ala Asp Pro Gly
915 220 925
Pro S8er Lys Pro Arg Brg Ala Gln Arg Pro Asn Ser Leu Asp Leu Ser
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935
Leu Asp Gly Ser Serxr Ile
950
Gly Ser Gly Glu Lys
970
Pro

930
Thr Asn Val

940
Ala 1le
945

Gln

Ser Thr
9260
Lys

Gln
955
Ile

Gly Glu

Lys Arg Val
975
ile

Ser
965
Leu

Asp Gly Lys Lys

Thyr Thr Trp Val Ser
990
Gly Ser Asn Arg Ala
1005

Glu Gly

Pro Tyr Ser Ser
280

Ser Leu Asp

295

Ser Lys

Lys Arg Trp Arg
98BS

Cys Glu Val Asn Asn Asn

1000
Ser Thr aAla Val
1015
Ser Lys Asp Ile
1030

Thr Glu

val Leu Ala
1020

Asp Cys Leu

His Ser
1010
Thr Thr Met

Tyr Gly Thr

Ala
1025

val Gly Met

1035

<210> 116

<211> 2932

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 116

10

gctocegegeo
cagtttaata
aatcagaagt
ttgaagtcat
tttaaattgg
aattgaacaa
atttctegtg
gactcogace
tttttazagt
actaatggac
tcagggtgta
ctacgecgga
ctgececetyg
attteotatgg
cattattgea
gcatttatte
agtgggtctg
cggcaagttg
gtggeggtga
taccaaactyg
gatacaggtt
tatgacttec
gctgectgtg
atrgcteate
attactgace
ttgaatacca
aacaaaaacc
tgggagatgy
tacaacatgg
cgttigegge
aagctaatgt
aagaagacgc
cggaggagaa
tggaataagg
taatattaaa
ttetctatat
tttttatgaa

gagggetgga
ctgtcttgga
acagttttat
tgtcaagtgce
tgaagtagca
tgactcagct
ttcaaggaca
agaaaaagtc
gctattgete
attgetttge
tgaaatatga
caatagaatg
ttgtcatagg
ctgtetgeat
agagcatctc
cagttggaga
gactacekte
gtaaaggccg
aagtattett
tgctaatgeg
cotggactca
tgaaatgtgce
gtctgtgeca
gagacctaaa
tgggcecttge
gggtgggeac
acttccagee
ctegtogitg
taccgadgtga
caattgtgtce
cagaatgctg
ttgecaagat
actetagact
atgttaactt
cctttcagta
atggacagcet
ctgcatcaag

ggatgegtee
attcatgaga
ctagccacat
ttgcgatett
agaccaatta
atacatttac
gaatctggat
agaaaatgga
agggeactgt
catcatagaa
aggatctgat
ttgtcggace
tcegtttttet
aattgetatyg
aagcagacgt
atcactaaaa
attggtteag
atatggagaa
taccactgaa
ccatgaaaac
gctctatttg
tacactggac
cctgcacaca
gagcaaaaac
tgttaaatte
caaacgctac
ctacatcatg
tatcacagga
teogteatac
taategatgg
ggceccacaat
ggttgaatcc
gcaagaactg
ggttcteaga
ctcttattag
ttattttaaa
acttcaatce

cetggggtec
tggaagcata
cttggaggag
ttacaagaaa
ttaaaggtga
atcagattat
agtatgctite
gtaaccttag
ccagatgatg
gaagatgacc
tttcagtgea
aatttatgta
gatggcagca
atcatcttet
cgttacaatc
gaccttattg
¢gaactattg
gtatggatgg
gaagccagct
atacttggtt
attactgatt
accagagecc
gaaattcatg
atcctcatca
aacagtgaca
atggctcecy
gctgacatct
gggategtgyg
gaagatatge
aacagtgatyg
ccagectcca
caagatgtaa
tttttaccca
ctetttekte
gatacaaget
Egtggttttt
tgattagtgt
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ggacttatga
ggtcaaagct
tcgtaagaaa
atctcactga
cagtacacag
tgggagecta
atggcactgg
caccagagga
ctattaataa
agggagaaac
aagattctec
accagtattt
ttcgatgget
ccagctgett
gtgatttgga
accagtcaca
ccaaacagat
geaaatggeyg
ggtttegaga
tcatagegge
accatbgaaaa
tgcttaaatt
goacocaagy
agaaaaatgg
caaatgaagt
aagtgctgga
acagcettcgg
aagaatacca
gtgaggttgkt
aatgtctacg
gactcacage
aaatctgatg
tggcatgagt
actacgtgtt
gggaacttct
gatgccttit
ctcecagtcaa

aaatatgcat
gtttggagaa
gcagtgggag
atgatagtea
gaaacattac
tttgttcatce
gatgaaatca
tacecttgceet
cacatgcata
cacattaget
aaaagcccag
gcaacccaca
ggttitgete
ttgttacaaa
acaggatgaa
aagttetggt
tcagatggte
tggcgaaaaa
aacagaaatc
agacattaaa
tggatctete
ggcttattca
aaageecgea
gagttgctge
tgatgtgccce
cgaaagecty
cctaatcatt
attgecatat
gtgtgtcaaa
agcagtttrg
attgagaatt
gttaaaccat
ggaattagag
cacaggetge
aaacacttca
tttaagtggg
gctctgggta

60
120
180
2490
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
i020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
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Ctgaattgec
cagcagagat
tacctttgta
gttrgtectg
tetgeotgeca
gecggtggtt
gecatttact
gatgecaagg
ccattttitt
ctattgcecat
tgatagcaat
aagggaagtt

tgttcataaa
ggagaaatag
aaacagccta
tagtccttagt
tttgaattag
ttgtgettta
tegecaagtga
ccaaaagaag
tgtggttatt
gaaccatgcet
gtaagtgcct
atttatatet

<210> 117

<211> 1575

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 117

gcaaacttce
aaagaggatg
caccaccatt
acgatgatag
gaaggetcag
tgctgcacag
aacagagatt
tatagtttgc
accagacctce
tccctgagag
ctggtccaaa
tatggggaag
accacagagyg
catgaaaaca
ttgtacctaa
accctagacy
ttacacacag
agtaaaaaca
gttaaattta
aaacgctata
tacatcatgg
gtatcaggayg
ccctettatg
aaccggtgga
gctcacaate
tcagagtecec
ccaacaggta

<210> 118
<211> 2032
<212> ADN

ttgataacat
gtgadgagtac
gtccagaaga
aagaggatga
attttecagtg
aaaggaacga
ttgttgatgg
tcttggtcet
gatacagcat
acttaattga
ggactatage
tttggatggg
aagccagcetg
ttttgggitt
tcacagacta
ctaaatcaat
aaatctttag
ttctggtgaa
ttagtgatac
tgectecaga
ctgacatgta
gtatagtgga
aggacatgag
gecagtgatga
ctgcatcaag
aggacattaa
ccctt

<213> Homo sapiens

<400> 118

cgeggggacygce
gaggacdcgg
gtgaaaggaa
cataaccatt

ggagtcggeg
gagceggyag
aggaagatca
tggeteotgag

ES 2428 767 T3

acggtgette
actttgcett
tagatgatga
gatgtgtgtg
aagagaataa
aaaatgcaat
gatagettcc
tctaaageat
actctttgtca
tacaaagaaa
ataaccatgt
tgtgtataat

gettttgega
agecccocace
ctcagtcaac
ctetgggtig
tcgggacact
atgtaataaa
acctatacac
tatcatatta
tgggttagaa
gcagtceteag
taagcagatt
aaagtggcgt
gttcagagag
cattgctgea
tcatgaaaat
gctgaagtta
tactcaagge
gaaaaatgga
aaatgaagtte
agtgtbtggac
tagttttggc
agaataccag
ggagattgty
gtgtectaagg
gctgacagec
actctgatag

gaggcctegeg
cgcacgegcey
tttcatgcct
ctatgacaag

ctgtgaaagc
ttacectgaga
tgtgtttggg
tgtctecatg
tttatatgea
atctgaccaa
ccaccagett
ctgtaaattt
cgdaaagcat
gcacttctta
tectatattet
gtgetttatt

agtgcaggaa
ccccgbeccaa
aatatttgea
cectgtggtcea
cccattecte
gacctacacc
cacagggactt
tittgttact
caggatgaaa
agetcaggaa
cagatggtga
ggcgaaaagy
acagaaaltat
gatatcaaag
ggttecettt
gectactett
aaaccagcaa
acttgetgta
gacataccac
gagagcttga
ctcatecttt
cttcecttate
tgcatcaaga
cagatgggaa
ctgcgagtta
gagaggaaaa

ggacgeggygc
gggtggagtt
tgttgataaa
agaggaaaca
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cttaagaaga
cattcagtte
atactgctta
cacatgcacy
tgcacaggaa
gattcgcecaa
tattttttaa
ggactgtttt
cctctccaaa
ttgaagtgaa
ttattctcag
tgcaaatcac

aattaaatgt
aggtecttgeg
gcacagacgg
cttectggttg
atcaaagaag
ctacactgcce
tacttatate
tceggtataa
cttacattcee
gtggatcagg
aacagatkgg
tagctgtgaa
atcagacagt
ggacagggtc
atgattatet
ctgtcagtgg
ttgcccatcg
ttgctgacet
ctaacactcy
acagaaatca
gggaggitge
atgacctagt
agttacgecec
aactcatgac
agaaaacact
gtaagcatct

agtgeggaga
cagectacte
ggttcagact
aaaagttaaa

taaatgagcg
gtttgtatte
crttatgata
cegggattcee
gatattggtg
tctcatacaa
catgaaagct
ccttecaaccea
gttggagett
ttoctgeoatt
taacttttaa
ce

gggcaccaag
ttgtaaatgce
atattgttte
cctaggacta
atcaattgaa
tccattgaaa
tgtgactgte
aagacaagaa
tectggagaa
cctccectetg
aaaaggtcgc
agtgttctte
gttgatgagg
ctggacccag
gaagtccace
cctatgtcat
agatctgaaa
gggectgget
agttggcace
cttccagtet
taggagatgt
gececagtgac
ctcattecceca
agaatgctgy
tgccaaaatyg
ctgcagaaag

ccgeggegcet
tttcttagat
tectgetgate
cttacaagec

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2532

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
2q0
560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1575

60

120
is0
240
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tgcecataagt
aatgtgggca
ttgegtigta
gacggatatt
ggttgectag
agaagatcaa
ctgcetcecat
acatectgtga
tataaaagac
attectecctg
teaggecctee
attggaaaag
gtgaaagtgt
acagtgttga
gggteectgga
tatctgaagt
agtggcttat
catcgagate
gacctgggec
actcgagttyg
aatcacttce
gttgctagga
ctagtgecca
cgcccctcecat
atgacagaat
acacttgcca
cactctctgea
taagcatcca
ctttcaggga
tctgtttgta

<210> 119
<211> 3167
<212> ADN
<213> Rattus sp.

<400> 119

gaattcatga
tetageecaca
tctgttctte
accagtaatc
acttacatca
ctagatagta
aatggagtga
cactacccag
atagaagaag
tctgatttte
cggaccaatt
ttctttgatg
gcecatgateg
agaggtegtt
ctgaaagacc
gttcagcgaa
ggagaagtat
actgaagaayg
gaaaatatac
tatttgatta

gagaagcaaa
ccaagaaaga
aatgccacca
gtttecacgat
gactagaagg
ttgaatgetg
tgaaaaacaq
ctgtetgtag
aagaaaccayg
gagaatccct
ctetgetggt
gtcgctatgg
tctteaccac
tgaggcatga
cccagttgta
ccaccacect
gtcatttaca
tgaaaagtaa
tggctgttaa
goaccaaacg
agtcttacat
gatgtgtatce
gtgaccecctce
tcccaaacey
getgggetcea
aaatgtcaga
gaaageccaac
cagtacaagce
gegacetgag
ggcggagaaa

gatggaaaca
tectctgagaa
tgtaaggaaa
aaggtggccec
gattactgag
tgectecatgg
cattagcacc
atgacgetat
atgatcaggg
aatgcaagga
tgtgcaacca
gcagcgtceg
tettetecay
acaaccgtaa
tgattgacca
ctattgccaa
ggatgggtaa
ctagectggtt
ttggttttat
ctgattacca
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cttecttgat
ggatggtgag
ccattgtcea
gatagaagag
ctcagatttt
cacagaaagy
agattttgtt
cttgetcteg
acctegatac
gagagactta
Ccaaaggact
ggaagtttgg
agaggaagcce
aaacattttyg
cctaatcaca
agacgctaaa
cacagaaatc
aaacattetg
atttattagt
ctatatgcct
catggetgac
aggaggtata
ttatgaggac
gtggagcagt
caatcetgca
gtecoccaggac
aggtactctt
cttgaacatc
caaagacaga
ccgttgggta

taggtcaaayg
gtectgaagaa
cctegtteay
ggacaggaca
agcctgtctg
tactggtatg
agaggacacc
taataacaca
agaaaccacg
ttcaccaaaa
atatrtgcag
atggctggcet
ctgettcetgt
cttggaacag
gtcacaaagc
acagattcag
atggegtggt
tagagaaaca
agectgcagac
tgagaatggg

aacatgckttt
agtacagecc
gaagactcag
gatgactctg
cagtgtcggg
aacgaatgta
gatggaccta
gtcettatea
agcattgggt
attgagcagt
atagctaage
atgggaaagt
agctggttca
ggtttcattg
gactatcatg
tcaatgctga
tttagtacte
gtgaagaaaa
gatacaaatg
ccagaagtgt
acgtatagtt
gtggaagaat
atgagggaga
gatgagtgte
tcaaggetga
attaaactct
ctgtktgtag
gtcetgette
gaagctccea
actkgttcaa

crgtttggag
agcagcaggt
taaggccgtt
cgtgegaatt
ttcatcattt
aaatcagacg
ttacctittet
tgcataacta
ttaacttctg
geecagetac
cctacactge
gtgcteatct
tacaaacatt
gatgaageat
tctggtagtg
atggttegge
gaaaaagtag
gaaatctacc
attaaaggca
tcteoctetaty
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tgcgaagtge
ccaceceecg
tecaacaatat
ggttgcctgt
acactcceat
ataaagacct
tacaccacag
tattattteg
tagaacagga
ctcagagcte
agattcagat
ggcgtggega
gagagacaga
ctgcagatat
aaaatggtte
agttageccta
aaggcaaacc
atggaacttyg
aagttgacat
tggacgagag
ctggceteat
accagettee
ttgtgtgcat
taaggcagat
cagcccetgeg
gataggagag
geagagcaaa
ccagkbgggtte
gaaggagaga
gatatgatge

aaattggaac
gaaagtcatt
tacttcagtg
aggacaatgac
ctcatgttea
tggaccagaa
taaaatgcta
atggccattg
ggtgtatgaa
gacaggacaat
coccctgtegt
ctatggctgt
actgtaagag
ttattcecagt
gatctggatct
aggttggtaa
ctgtcaaagt
agacggtgtt
ccggtteocty
acttecctgaa

aggaaaatta
tccaaaggtc
ttgcagcaca
ggtcacttct
tcctcatcaa
acaccctaca
ggctttactt
ttacttccgg
tgaaacttac
aggaagtgga
ggtgaaacaqg
aaaggtagcet
aatatatcag
caaagggaca
cetttatgat
ctetectgie
agcaattgcc
ctgtattget
accacctaac
cttgaacaga
cetttgggag
ttatcatgac
caagaagtta
gagaaaactc
ggttaagaaa
gaaaagtaag
agacatcaaa
cagacctcac
ttgaccegty
at

tacagtttta
gtcaagtgat
aaacagcagy
tecagetatac
agggcagaat
gaagcceggaa
ttgctcagga
ctttgeccatt
gtatgaaggce
agaatgttgt
tataggecccea
ctgtattgtc
tatctcaage
aggagaatca
acctttattg
aggcoggeat
attttttacc
aatgcegtcat
gactcagctg
atgtgccace

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9090
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
i380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1880
2032

&0
120
189
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
260
1020
1080
11490
1200
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ctggacacea
cacacagaaa
aaaaacatce
aaattcaaca
cggtacacgyg
atcatggetg
acaggaggaa
tcttatgaag
cgctggaaca
cataatccag
gaatcccagg
ttcaccegayg
ctectetaca
LEggagettce
taaatgtggg
ataagaagtc
tgtgaaagec
ctacagagaa
tgggatgety
ctgetgecat
agtggtttaa
tgtaactgaa
ctatgtataa
tttggtaatt
accatacttt
tgcatacctc
gtgtatcakg
tttacctaca
ggaaatgatt
cactaacact
atgactataa
tcectaactt
ttattaaata

<210> 120

<211> 3167
<212> ADN
<213> Rattus norvegicus

<400> 120

gaattcatga
tctagecaca
tttgttette
accagtaatc
acttacatca
ctagatagta
aatggagtga
cactgcccag
atagaagaag
tectgattttce
cggaccaatt
ttctttgatg
gceccatgateg
agaggtcgtt
ctgaaagacc
gttcagcgaa
ggagaagtat

gagccctact
tttatggeac
ttattaagaa
gtgacacaaa
ctccagaagt
acatctacayg
tegtggagga
acatgcgtga
gtgatgaatg
catccagact
atgtaaagat
gaagggtgga
tcttcacagg
agacatagga
cttttgatge
tctggtcaaa
ttaaggaaat
aatatctgte
cotggttgat
gggettacaa
atatgcaata
gtaacttete
agtgtccata
atttttgtta
gaaagaaatg
tgatcaaatt
tgcagtgtgc
tactcattcet
taaagtagag
ttactaagat
atgtatetta
gtgaagacaa
aaaaaatgta

gatggaaaca
tctectgagaa
tgtaaggaaa
aaggtggcece
gattactggg
tgcteccaktgg
cgttageace
atgacgctat
atgatcaggg
aatgcaagga
tgtgcaacca
gcagcogtcog
tckttetceag
acaaccgtga
tgattgacca
ctattgccaa
ggatgggtaa
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caagkttagct
gcaaggcaag
aaatggtagt
tgaagttgac
gctggacgag
cccbtggtttyg
atatcaatta
ggtegtgtgt
tctteogagee
cacagebttyg
ttgacaaaca
gttagcatgyg
ctgctaacag
ctitcagacat
ctttttaggte
ctctggttac
tagtgagetc
tgtgttctgt
gatggtgcat
gacaagaatg
tctaategac
taccaacttt
gact¢gaact
tataattcet
cctettcetg
ctggagtett
tctEtackttte
gracaaaaca
ctgtgtacga
acttgtcteat
gctatctaaa
agaggcagaa
tattttaaaa

taggtcaaag
gtcktgaagaa
cctegttcag
ggacaggaca
agcctgtctg
tactggtatg
agaggacace
taataacaca
agaaaccacyg
ttcaccaaaa
atatttgcag
atggctgget
ctgettctgt
cttggaacag
gtcacaaagc
acagattcag

atggegrggt

tattetgety
cctgcaattg
Egeegrattyg
atacccttga
agcctgagta
atcatttggg
ccatattaca
gtgaaacgct
gttttgaage
agaatcaaga
gttttgagaa
actaggatgt
taaactttca
getgttektt
tttatgaatt
tcactatcet
agcagagatg
ctctgtaaac
catgecctctg
tgaagattge
attecgcocaat
atttttageca
gttttectee
cctatocaga
gagtctgect
tgtteteggt
aaaatcttca
gecteactegy
atttcagaat
atctttcatg
tcttttgaaa
gtacccagtce
azaaaaaaaa

ctgtttggag
agcagcaqggt
taaggeoegtt
cgtgecgaatt
ctcatcattt
aaatcagacg
ttacctttet
tgcataacta
ttaacttctyg
goccagectac
cctacactge
gtgctecatct
tacaaacatt
gatgaagcat
tctggtagtyg
atggttecgge
gaaaaagtgg
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ccbgbggtet
ctcatcgaga
ctgacctggg
acaccagggt
aaaaccattt
agatggceoey
acatggtgcc
tgeggccaat
tgatgtcaga
agacgctcygc
agaatttaga
cggcttggtt
ggactctgca
gecgtatggac
gcatcaagac
gtccataaag
gagaaaggca
agcctggact
atatgcatac
dcaggacggt
ctcataaaag
taatagttgt
agtcacecatt
attggcgctc
tactgcatet
acctcttaaa
tagcetttat
tckecacggck
tcatgtattt
aggatgtcag
tctggtttta
taccacattt
aaaaaaa

aaattggaac
gaaagtcatt
tacttcagtyg
ggacaatgac
ctcatgtteca
tggaccagaa
taaaatgeta
atggeccattg
ggtgtatgaa
gcaggacaat
ccectgtogt
ctatggetgt
actgtaagag
ttattccagt
gatctggatt
aggttggtaa
ctgtcaaagt

gtgccaccte
cctgaagagc
cectagetgtt
gggcaccagg
ccagcccetac
tcgctgtatc
tagtgaccea
cgtctctaac
atgctgggec
aaagatggtt
ctgcaagaaa
Eccagactct
gaatgecaggg
agetttgttt
tccaatectg
tggtgcttte
tatttgecct
atgatctett
cagacttcet
atttgtggece
ccatctacct
aaaggccaaa
ttgttttect
actgtcttga
gatcaccatg
aagggaaatt
tctageccatt
gatcctcagt
aaaaacttca
ctgattttea
taatttectgg
acactgtaca

tacagtttta
gtcaagtgat
aaacagcagg
tcagctatac
agggcagaat
gaagccggaa
ttgcrcagga
ctttgceatt
gtatgaaggc
agaatgttgt
tataggceca
ctgtattgte
tatectecaage
aggagaatea
acgtrtattg
aggccggtat
attttttace

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3167

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020



actgaagaag
gaaaatatac
tatttgatta
ctggacacca
cacacagaaa
aaaaacatcc
aaattcaaca
cggtacatgyg
atcatggetg
acaggaggaa
tcttatgaag
cgctggaaca
cataatccayg
gaatcccagg
tteaceccgag
ctectctaca
ttggagcttce
taaatgtggyg
ataagaagte
tgtgaaagcc
ctacagagaa
tgggatgctg
ctgctgcocat
agtggtttaa
tgtaactgaa
ctatgtataa
tttggtaatt
accatacttt
tgeataccete
gtgtatcatg
tttaccthca
ggaaatgatt
cactaacact
atgactataa
tcectaactt
ttattaaata

ctagectggtt
ttggttttat
ctgattacca
gagccectact
tttatggcac
ttattaagaa
gtgacacaaa
ctocagaagt
acatctacayg
Legtggagga
acatgegtga
gtgatgaatg
catccagact
atgtaaagat
gaagggtyga
tcttcacagyg
agacatagga
cttttgatgce
tceggtcaaa
ttaaggaaat
aatatctgte
cctggttgat
gggcttacaa
atatgcaata
gtaacttcte
agtgteccata
atttttgtta
gaaagaaatg
tgatcaaatt
tgtagtgtgce
tactcattet
taaagtagag
ttactaagat
atgtatctta
gtgaagacaa
aaaaaatgta

<210> 121

<211> 3003

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus

<400> 121

cgttcagtaa
caggacacgt
ctgtetgtte
tggtatgaaa
ggacacctta
taacacatgc
aaccacgtta
accaaaagcee
tttgcagect
getggctgty
cttetgttac
ggaacaggat
acaaagctck
gattcagatyg

ggccgttcac
gcgaattgga
atcatttctc
tcagacgtgg
cctttettaa
ataactaatg
acttctggqgt
cagctacgea
acactgcece
ctcateteta
aaacattact
gaagcattta
ggtagtggat
gttcggeagy
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tagagaaaca
agctgcagac
tgagaatggy
caagttagct
gcaaggcaag
aaatggtagt
tgaagttgac
gctggacgag
ctetggttty
atatcaatta
ggcegtgtgt
tetteogagee
cacagctttg
ttgacaaaca
gttagcatag
ctgctaacag
cttcagacat
ctttttggtt
ctctggttac
tagtgagcte
tgtgttctgt
gatggtgcat
gacaagaatg
tctaatcgac
taccaacttt
gactcgaact
tataattect
cctctteetg
ctggagtcett
ttttatttte
gtacaaaaca
ctgtgtacga
attgtctcat
gctatctaaa
agaggcagaa
tattttaaaa

ttcagtgaaa
caatgactca
atgttcaagg
accagaagaa
aatgctattg
gccattgetrt
gtatgaagta
ggacaataga
ctgtegttat
tggctgtctg
gtaagagtat
ttecagtagg
ctggattacc

ttggtaaagy

gaaatctace
attaaaggea
teobctetatg
tattctgetg
cctgcaatty
tgetgtatctyg
ataceccttga
agcetgagta
atcatttggg
ccatattaca
gtgaaacgct
gttttgaage
agaatcaaga
gttttgagaa
actaggatgt
taaactttca
getgttetit
tttatgaatt
tcactatcct
agcagagatg
ctctbgtaaac
catgecctetg
tgaaggttgc
attcgccaat
atttttagea
gttectectee
cctatccaga
gagtctgect
tgttctecggt
aaaatcttca
gcotcactegy
atttcagaat
atcttttatg
tettttgaaa
gtacccagtc
aaaaaaaaaa

cagcaggace
gctatacact
gcagaatcta
geeggaaaat
ctcaggacac
tgccattata
tgaaggectct
atgttgtegg
aggccecatte
tattgtegee
ctecaagcaga
agaakcactg
tteattggtt
ccggtatgga

102

agacggtgtt
ccggbtectg
acttcetgaa
cetgtggtct
ctcategaga
ctgacctgag
acaccagggt
aaaaccakttt
agatggcecy
acatggtgce
tLgeggecaat
tgatgtcaga
agacgckcge
agaatttaga
cggcttggtt
ggactctgca
gegtatggac
gcatcaagac
gtecataaag
gagaaaggeca
agcctggact
atatgcatac
acaggacggt
ctcataaaag
taatagttgt
agtcaccatt
attggcgetce
tactgecatct
acctcitaaa
tagcctttat
tcteacgget
tcatgtattt
aggatgtcag
tttggtttta
taccacattt
aaaaaaa

agtaatcaag
tacatcagat
gatagtatge
ggagtgacgt
tgcececagaty
gaagaagatg
gatttteaat
accaatttgt
ttcgatggca
atgatecgtct
ggtcgttaca
aaagacctga
cagcgaacta
gaagtatgga

aatgcgteat
gactcagetg
atgtgeccacc
gtgccacctc
cctgaagagc
cctagetgtt
gggcaccagg
ccagccctac
tecgetgtatt
tagtgaccca
cgtetctaac
atgcetgggec
aaagatggtt
ctgcaagaaa
tecagactet
gaatgcaggg
agetttgttt
tecaatoctg
tggtgectttee
tattctgeect
atgatctett
cagacttcct
atttgtggec
ccatctacet
aaaggccaaa
ttgtttteet
actgtcttga
gatcaccatg
aagggaaatt
tctagccecatt
gatccteagt
aaaaacttca
ctgatttteca
taatttetgyg
acactgtaca

gtggeecgga
tactgggage
tccatggtac
cagcaccaga
acgctattaa
atcagggaga
gcaaggatte
gcaaccaata
gegtecgatyg
ctctccagetg
accgtgactt
ttgaccagtce
ttgccaaaca
tgggtaaatyg

1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3167

60

120
180
240
300
360
420
4890
540
600
660
720
780
840



10

gcgtggtgaa
adaaacagaa
tgcagacact
gaatgggtct
gttagcttat
aggcaagect
tggtagttac
agttgacata
ggacgagagc
cggtttgatce
tcaattacca

cgtgtgtgtg

tcgagcegtt
agctttgaga
acaaacagtt
agcatggact
ctaacagtaa
cagacatget
tttggttttt
tggttactea
tgagetcage
gttctgtete
ggtgcatcat
aagaatgtga
aatcgacatt
caactttatt
tcgaactgtt
aattectect
cttectggag
gagtcttegt
tattttcaaa
caaaacaget
tgtacgaatt
gteteatate
atctaaatct
ggcagaagta
ttt

<210> 122

<211> 2063
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 122

gaattecggt
tgatggtgtt
aatttcttrt
cggeoetgyge
tcgcagaatc
agtgagagta
tatggeccttt
cacattggag
tcaattcaga
tttactgaga
cgagatgaga
gecttatget
aacatgatgg

aaagktggctg
atctaccaga
aaaggcaceg
ctctatgact
tctgctgect
gcaattgcetce
tgtattgctg
ccettgaaca
ctgagtaaaa
atttggagaga
tattacaaca
aaacgcettge
ttgaagectga
atcaagaaga
ttgagaaaga
aggatgtcgg
actttcagga
gttettigey
atgaattgca
ctatcetgte
agagatggag
tgtaaacagc
gectetgata
aggttgcaca
cgecaatete
tttagecataa
cteoceteceagt
atccagaatt
tctgecttac
tcteggtace
atcttcatag
cactcggtet
tcagaattca
ttttatgaag
tttgaaattt
cccagtctac

gatgatgatg
ggtgatggtt
ctttacecte
gggtgccetg
aagaacggct
gaatctctea
gggagaaate
atccceaaga
atggaacata
attttecace
caataatcat
ttggatacag

aggcageage
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tcaaagtatt
cggtgttaat
gtteectggac
tcctgaaaty
gtggtctgtg
atcgagacct
acctgggecekt
ceagggtggg
accatttceca
tggccegtbeg
tggtgcctag
ggccaatcgt
tgtcagaatg
cgctegeaaa
atttagactg
cttggtttce
ctctgcagaa
tatggacagce
tcaagactec
cataaagtgg
aaaggcatat
ctggactatg
tgcataccag
ggacggtatt
ataaaagcca
tagttgtaaa
caccattttg
ggcgcteact
tgecatctgat
tcttaaaaag
cctttakttct
cacggctgat
tgtatttaaa
atgtcagcetg
ggttttataa
cacatttaca

gtgatggtga
tttgecatctt
ctgattettg
gctacecatgg
atgtgegitt
tgaaaatggg
aaaaggdgac
gtgtcactat
cegtttctge
tcectgacaca
tgctttggca
aatgttgaca
atcegaaccc

ttttaccact
gcgheatgaa
tcagectgtat
tgcecaccctg
ccacctecac
gaagagcaaa
agctgttaaa
caccaggcadg
gccetacatce
ctgtattaca
tgaccecatct
ctctaacege
ctagggeccat
gatggttgaa
caagaaattc
agactetctce
tgcagggttyg
cttgttttaa
aatecctgata
tgctttctgt
ttgcecteta
atctetttgg
acttcctcetg
tgtggeccagt
tctaccttgt
ggccaaacta
tttteetttt
gtcttgaace
caccatgtge
ggaaattgtg
agecatttet
cctcagbtgga
aacttcacac
attttcaatg
ttkbetggtce
ctgtacatta

tgatggtgat
ccattcatga
gctggeccag
accatcctgce
aaagatccgt
acaatattat
atazatcttg
gaagaatgtg
tgttgtagca
acaccactca
tcagtetcetyg
ggagaccgta
tetcetgate

103

gaagaagcta
aatatacttg
ttgattactg
gacaccagag
acagaaattt
aacatcectta
ttcaacagtg
tacatggecte
atggctgaca
ggaggaatceyg
tatgaagaca
tggaacagtyg
aatecagcat
tcccaggatg
acccgaggaa
ctctacatcet
gagcttcaga
atgtgggectt
agaagtctct
gaaagcctta
cagagaaaat
gatgctgeet
ctgccatggg
ggtttaaata
aactgaagta
tgtataaagt
ggtaattattc
atactttgaa
atacctctga
tatcatgtgt
acctacatac
aatgatttaa
taacacttta
actataaatg
ctaacttgtyg
ttaaataaaa

gaggatgaty
actaagtact
ggatgactte
tggtecagcac
atcagcaaga
getcegaaagy
taaaacaagg
tagtaactac
cagatttatyg
gtcecacctca
tattagctgt
aacaaggtct
tagataatcet

gctggtttag
gttttatage
attaccatga
ccctactcaa
atggcacgca
ctaagaaaaa
acacaaatga
cagaagtget
tctacagett
tggaggaata
tgcgtgaagt
atgaatgtet
ccagactcac
taaagatttg
gggtggagtt
tcacaggetg
cataggactt
ttgatgectt
ggtcaaacte
aggaaattag
atctgtetgt
ggttgatgat
cttacaagac
tgcaatatet
acttctetac
gtccatagac
tttgctatat
agaaatgcet
tcaaattctg
agcgtgeett
tecattetgta
agtagaqctyg
ctaagatatt
tatcttaget
aagacaaaga
aaatgtatat

gtgatgatga
cttattagtg
ctegctgeag
tgegactget
ccttgggata
tagcacctge
atgttagtct
cactectcee
taatgtcaac
ttecatitaac
tttgatagtt
tcacagtatg
gaaactgttyg

200

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1280
2040
2100
2160
2220
22890
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3003

60

120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



gagctgattyg
gttgctgtaa
tacagagtgce
gtcactgcag
tEatgcaagt
totgttacta
cctgeaattt
tgtgttatta
g9ggaggaay
gtgctagaag
tatgctctiyg
gaateccgkac
gaggatatgc
aaagaaaata
gatgcagagg
atttgggaaa
aatgaacgta
acgtgtgaaa
tgaatcgctg
cagcactget
aggaatgaac
tttaaacatg

gecgaggtcy
aagtgttttc
ctttgatgga
atggacgcat
atttaagtet
gaggactygge
cceatcgaga
gtgacttiay
ataatgecagce
gagctgtgaa
gactaatcta
cagagtacca
aggttctegt
gcctggeagt
cteggettac
gaaacaaatc
ggtgagtcaa
actccctatt
gactgtgaag
gtttaccttyg
tgtctgtgaa
cagaagatgt

ES 2 428

acatggagea
ctttgcaaac
acatgacaac
ggaatatttyg
ccacacaagt
ttatctteac
tttaaacagc
actgtccatg
cataagcgag
cttgagggac
Etgggagata
gatggetttt
gtctagggaa
gaggtcactc
tgecacagtgt
tgtgagccca
cacaagatgyg
ctettaageg
tcaacaataa
cagaaggagg
atgttttcaa
tta

767 T3

gtatataaag
cgtecagaatt
attgcceget
cttgtgatgy
gactgggtaa
acagaattac
agaaatgtce
aggctgactg
gttggcacta
tgtgaatcag
tttatgagat
cagacagagg
aaacagagac
aaggagacaa
gctgaggaaa
acagtcaate
caaatcagga
gtggecgecce
tggcagtaac
cactgctaca
gectakbggag

gctccttgga
ttatcaacga
ttatagttgg
agtactatce
gctecttgecg
cacgaggaga
tagtgaaaaa
daaatagact
tcagatatat
ctttgaaaca
gtacagacct
ttggaaacca
ccaagttcec
tecgaagactyg
ggatggctga
caatgtctac
tcaggtgaaa
tccacctggg
agggcagttc
accatggtgt
tgaaattatt

tgagcgtcca
aaagaacatt
agatgagaga
caatggactct
tcttgcteat
tcattataaa
tgatggaacc
ggtgcgocca
ggcaccagaa
agtagacatg
cttceccaggg
teccactttt
agaagcctgy
ttgggaccag
acttatgatyg
tgctatgcay
agatcaagaa
tcatctcocac
attccaaate
ctaaagatat
ttttgcatca

840

900

860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2083

<210>123

<211> 1964

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 123

10

atttctttte
ggccctagey
cgcagaatca
gtgagagtag
atggectttg
acattggaga
caattcagaa
ttactgagaa
gagatgagac
ccttatgett
acatgatgga
agetgattgg
ttgetgtaaa
acagagtgec
tcactgecaga
tatgcaagta
ctgttactag
ctgcaaktttc
gtgttattag
gggaggaaga
tgetagaagg
atgctctegg
aatccgtace
aggatatgca
aagaaaatag
atgcagaggc
tttgggaaag
atgaacgtag

ttegeectee
ggtgecoctgyg
agaacggceta
aatctcrcoatr
ggagaaatca
tcececaagag
tggaacatac
ttttoccacct
aataatcatt
tggatacaga
ggcagcagca
ccgaggtoga
agtgttttee
tttgatggaa
tggacgcatg
tttaagtcte
aggactgget
ccatcgagat
tgactttgga
taatgeagec
agctgtgaace
actaatctat
agagtaccag
ggttctcgtg
cctggeagtyg
tcggettact
aaacaaatct
gtgagtcaac

tgattettgg
ctaccatgga
tgtgegttta
gaaaatggga
aaaggggaca
tgtcactatg
cgtttctget
cctgacacaa
gctttggecat
argttgacag
tccgaacect
tatggagcag
tttgcaaace
catgacaaca
gaatatttgc
cacacaagtyg
tatcttcaca
ttaaacagca
ctgtccatga
ataagcagagg
cttgagggact
tgggagatat
atggctttece
tctagggaaa
aggtcactea
gcacagtgtg
gtgagecocaa
acaagatggc

1

ctggceccagy
ccatectget
aagatcegta
caatattatg
taaatcttgt
aagaatgtgt
gttgtagcac
caccactcag
cagtctctgt
gagaccgtaa
ctettgatet
tatataaagg
gteagaattt
ttgececegett
ctgtgatgga
actgggtaag
cagaattacc
gaaatgtcct
ggctgactgg
ttggcactat
gtgaatcagc
ttatgagatg
agacagaggt
aacagagacc
aggagacaat
ctgaggaaag
cagtcaatce
aaatcaggat

04

gatgacttco
ggtcagcact
tcagcaagac
ctcgaaaggt
aaaacaagga
agtaactacc
agatttatgt
tccaccteat
attagctgtt
acaaggtctt
agataatctg
ctecttggak
tatcaacgaa
tatagttgga
gtactateccec
ctcttgeegt
acgaggagat
agtgaaaaat
aaatagacty
cagatatatg
tttgaaacaa
tacagacctc
tggaaaccat
caagttccca
cgaagactgt
gatggctgaa
aatgtctact
caggtgaaaa

tcgectgeage
gcggetgett
cttgggatag
agcacctgcekt
tgttggtete
actecctccet
aatgtcaact
tecattbaace
ttgatagttg
cacagtatga
aaactgttgg
gagcgtocay
aagaacattt
gatgagagag
aatggatcett
cttgcteatt
cattataaac
gatagaacct
gtgcgcccayg
gcaccagaayg
gtagacatgt
ttcecaggayg
cecacttEtg
gaagectgga
tgggaccagg
cttatgatga
gctatgcaga
gatcaagaaa

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
i38¢
1440
1500
1560
1620
1680
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cdgtgtgaaaa ctccctatte
gaatcgetgy actgtgaagt
agcactgcetg tttacctege
ggaatgaact gtctgtgaaa
ttaaacatgc agaagatgtt

<210> 124
<211> 3611
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 124

cgceoecoega
cctggatakt
ggctccctge
ggcgaaggaa
aaagctetge
gggeaggatc
Ltecccatate
ctgcagegge
gctgcttege
gggataggtg
acctgctatg
tggtetcaca
cectecctcaa
gtcaacttta
tttaaccgayg
atagttgcecet
agtatgaaca
ctgttggage
cgtccagttg
aacatttaca
gagagagtca
ggatctttat
getecattetg
tataaacctyg
ggaacctgtg
cgoccaggyag
ccagaagtge
gacatgtatg
ccaggggaat
acttttgagg
gcctggaaag
gaccaggatg
atgatgattk
atgcagaatyg
gattattett
aatatttcct
aattcaatta
gtcaccagcece
ggcatgacta
gttgcacagt
accaacaage
ctecatggagce
agcttgeett
cagactgcaa
ctcoccaage

cecococggateg
tttttgatat
tetecccaca
cceocceoage
agctaggtee
agtccacggy
tettttetet
cectggegggt
agaatcaaga
agagtagaat
gecktttggga
ttggagatce
ttcagaatgg
ctgagaattt
atgagacaat
tatgectttgg
tgatggaggc
tgattggceg
ctgtaaaagt
gagtgeettt
ctgcagatgg
gcaagtattt
ttactagagg
caatttccea
ttattagtga
aggaagataa
tagaaggagc
ctettbggact
cegtaccaga
atatgcaggt
aaaatageccet
cagaggctcg
gggaaagaaa
aacgcaacct
cctcectcata
ctgagceattce
actatgaacg
tctecaccaa
ctatatectga
caattgggec
tagacccaaa
actctcettaa
acccacteat
atggccaagce
agcagaacct

ES 2428 767 T3

tcttaagcgg
caacaataat
agaaggaggce
tgttttcaag
taaaaataaa

aatcceccgec
cgtgaaacta
gacatgeoctt
cgcgagggayg
tectcatcage
agagaagacyg
gccetectga
gcectageta
acggetatgt
ctctcatgaa
gaaaktcaaaa
ccaagagtgt
aacataccgt
tcecacectect
aatcattgct
atacagaatg
agcagcatcc
aggtcgatat
gtttteetet
gatggaacat
acgcatggaa
aagtctecac
actggcttat
tegagattta
ctttggactg
tgcagccata
tgtgaacttg
aatctattgg
gtaccagatyg
tetegtgtct
ggcagtgagg
gcttactgea
caaatctgtg
gtcacataat
cattgaagac
tatgtececagce
acagcaagca
cacaacaacc
gatgccatac
aaccectgtc
agaagttgat
acagttcagt
aaaacttgea
acgtttgatt
tcccaagaga

tggcgcccoct
ggcagtaaca
actgctacaa
cotatggagt
aaazaaactg

ctcegeaccec
cgagggaaat
ccgttitggag
agaaatgaag
catttgtect
agccteoecgyg
ttcttggckg
ccatggacca
gcegtttaaag
aatgggacaa
ggggacataa
cactatgaag
ttctgeotgtt
gacacaacac
ttggcatcag
ttgacaggag
gaaccctcte
ggageagtat
gcaaaccgte
gacaacattg
tatttgcttyg
acaagtgact
cttecacacag
aacagcagaa
tccatgagge
agcgaggttg
agggactgtg
gagatattta
gcttttecaga
agggaaaaac
tcactcaagg
cagtgtgetg
agcccaacayg
aggcegtgtge
tetatecate
acacctttga
caagctogaa
acaaacacca
ccagatgaaa
tgcttacagc
aagaacctea
ggeccagace
gtagaagcaa
cctgatgtee
cctactagtt

105

ccaccktgggt catctceact 1740
gggcagttca ttccaaatce 1800
ccatggtgie taaagatata 1860
gaaattattt tttgeatcat 1820

ottt

tggatatgtt
aatttggggg
ggccgeggcea
ggaatttctg
Ltcaaactgt
cbgtttctee
gcccagggat
tccegetggt
atccgtatca
tattatgctc
atcttgtaaa
aatgtgtagt
gtagcacaga
cactcagtce
tetctgtatt
accgtaaaca
ttgatctaga
ataaaggctc
agaattttat
ccegetteat
tgatggagta
ggataagctc
aattaccacyg
atgteoctagt
tgactggaaa
gecactatcag
aatcagettt
tgagatgtac
cagaggttgg
agagacccaa
agacaatcga
aggaaaggat
tcaatccaat
caaaaakttgg
atactgacag
ctataggaga
tceccecageec
caggactcac
caaatctgca
tgacagaaga
aggaaagctce
cactgagcag
ctggacagea
tgectactca
tgcectttgaa

ttcteecaga
atttecttctt
ccccgtocga
cagoeggceatg
actgtgatac
gecggtctac
gacttecteg
cagcactgeyg
gcaagacctt
gaaaggtage
acaaggatgt
aactaccact
tttatgtaat
acctcattca
agetgtttig
aggtcttcac
taatctgaaa
cttggatgag
caacgaaaag
agttggagat
ctatcocaat
ttgcegtctt
aggagatcat
gaaaaatgat
tagactggtg
atatatggca
gaaacaagta
agacctctte
aaaccateccc
gtteccagaa
agactgttgg
ggctgaactt
gtctactget
tcecttatcca
catcgtgaag
aaaaaaccga
tgaaacaagt
geccaagtact
taccacaaat
agacttggaa
tgatgagaat
tactagttct
ggacttcaca
gatctatcct
caccaaaaat

1964

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
1300
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
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tcaacaaaay
gaaactggag
accatgaatg
catgccaatg
gaaatgttge
gatgagcatyg
gatcgtetbtyg
aacaacagca
gcagatccty
gccacaaatg
tcaggatcag
cgeccetcooa
agtaacaggg
gctacaacca
atggagtgaa
aaaactgctt

agceccggcet
tbtgccaagat
gtgtggcagg
ggacagtact
agaatcagtt
agcctttact
tggacaggag
atccatgttc
ggceatcaaa
tcctggatgg
gtgaaaagat
cctgggtecat
cagtteattc
tggtgtctaa
attatttttt
t

<210> 125
<211> 3871
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 125

ggccteegea
ctacgaggga
cttecgtttg
gadagaaaty
ageccatttgt
acgagcectee
tgattcttgg
ctaccatgga
tgEkgegttta
gaaaaktggga
aaaggggaca
tgtcactatg
cgtttetget
cctgacacaa
gctttggeatc
atgttgacag
teccgaaceck
tatggagcag
tttgcaaace
catgacaaca
gaatatttge
cacacaagtg
tatcttcaca
ttaaacagca
ctgtccatga
ataagcgagg
ttgagggact
tgggagatat
atggctttte
tctagggaaa
aggtcactca
gcacagtgtg
gtgagcccaa
aataggegtg

ccetggatat
aataatttgyg
gagggccgeg
aagggaattt
cetttcaaac
cggctgttia
ctggcecagg
ccatcctget
aagatcecgta
caatattatg
taaatcttgt
aagaatgtgt
gttgtagecac
caccactcag
cagtctetgt
gagaccgtaa
ctcttgatct
tatataaagg
gtcagaattt
ttagccegett
ttgtgatgga
actgggtaag
cagaattacce
gaaatgtecct
ggctgactgg
ttggcactat
gtgaatcagc
ttatgagatg
agacagaggt
aacagagacc
aggagacaat
ctgaggaaag
cagtcaatcec
tgccaaaaat

ES 2428 767 T3

aaaatttgge
gaatacaatc
tagaaaccac
atctggecaa
cattggtgayg
gagacgagag
ggaacggeca
agaacaagat
gcccagaaga
cagcagtata
caagaaacygt
ctocactgaa
caaatccagc
agatatagga
gecatecaktta

gttttctece
gggatttett
gcacccogtc
ctgcagcggce
tgtattgtga
tccgecgate
gatgacttce
ggtcagcact
tcagcaagac
ctegaaaggt

aaaacaagga’

agtaactace
agatttatgt
tccaccteat
attagetgtt
acaaggtctt
agataatetg
cteecetggat
tatcaacgaa
tatagttgga
gtactatecc
ctettgeegt
acgaggagat
agctgaaaaat
aaatagactyg
cagatatatg
tttgaaacaa
tacagaccte
tggaaaccat
caagttccea
cgaagactgt
gatggctgaa
aatgtctact
tggtcettat

agcaagcaca
aatgeageag
agtgttaact
acaaccaaca
gacaccegge
caacaagctg
ctagaaggty
gttcttgeac
gcacagagge
cagataggty
gtgaaaacte
tcgctggact
actgetgttt
atgaactgtce
aacatgcaga

agacctggat
cttggetece
cgaggcgaag
atgaaagcte
tacgggcadg
tactteccat
tcgetgeagc
geggctgett
cttgggatag
agcacctget
tgttggtcte
actceteoct
aatgtcaact
tcatttaacc
ttgatagttyg
cacagtatga
aaactgttgg
gagegtcocag
aagaacattt
gatgagagag
aatggatcktt
ctEgecteatt
cattataaac
gatggaacct
gtgcgceecag
gcaccagaag
gtagacatgt
ttccocagggyg
cccactttig
gaagectgga
tgggaccagg
cttatgatga
gctatgeaga
ccagattate

106

aatcaaactkt
aacctcatgt
coccatgetge
tagtgacaca
tgaatattaa
goccatgatga
gceccgaactaa
agggtgttcc
ctaattectet
agtcaacaca
cctattetet
gtgaagtcaa
accttgcaga
tgtgaaatgt
agatgtttaa

atttttcttga
tgctttecece
gaaccccocec
tgcagctagyg
atcagteccac
atttctttte
ggccetggeg
cgcagaatceca
gtgagagtag
atggecctttg
acattggaga
caattcagaa
ttactgagaa
gagatgagac
ccttatgekt
acatgataga
agctgattgyg
ttgectgtaaa
acagagtgce
tcactgcaga
tatgcaagta
ctgttactag
ctgcaattte
gtgttattag
gggaggaaga
tgectagaagg
atgctettgy
aatccgtace
aggatatgeca
aagaaaatag
atgcagaggc
tttgggaaag
atgaacgcaa
cttectceeteo

gaaacaagtc
ggtgacagte
cacaacccaa
tagggccecaa
ttecagtceet
aggtgttcty
ttccaataac
aageacagcea
ggatctttca
agatggcaaa
taageggtgg
caataatgge
aggaggcact
tttcaagcet
aaataaaaaa

tatcgtgaaa
acagacatac
atccgogagy
tcoteteatce
gggagagaag
tttgeccteco
ggtgcectgy
agaacggcta
aatctcteat
ggagaaatca
teocccaagag
tggaacatac
ttttccacect
aataatcatt
tggatacaga
ggcagcagca
cogaggtega
agtgttetce
tttgatggaa
tggacgcatg
tttaagtcte
aggactgget
ccatcgagat
tgactttgga
taatgcagce
agctgtgaac
actaatectat
agagtaccag
ggttctegty
cctggeagtyg
tcggettact
aaacaaacct
cctgtcacat
atacattgaa

2760
2820
2880
2840
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3511

60
120
180
240
300
380
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
2040
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15

gactctatcc
agcacacctt
gcacaagcte
accacaaaca
tacccagatg
gtctgettac
gataagaacc
agtggcceag
gcagtagaag
attectgatg
agacctacta
ggcagcaagc
atcaatgcag
cacagtgtta
caaacaacca
gaggacaccc
gagcaacaaqg
ccactagaag
gatgttcttg
agagcacaga
atacagatag
cgtgtgaaaa
gaatcgetgyg
agcactgcetyg
ggaatgaact
ttaaacatge
gtggaggatg
gatttatggt
cegatcectat
agggcaggct
atagagatga

<210> 126
<211> 88
<212> PRT

atcatactga
tgactatagg
gaatceecay
ccacaggact
daacaaatct
agctgacaga
tcaaggaaag
acccactgag
caactggaca
ttctgectac
gbttbgeettt
acaaatcaaa
cagaacctca
actceccatge
acatagtgac
ggctgaatat
ctggccatga
gtggccgaac
cacagggtgt
ggectaattc
gtgagtcaac
ctoecetattc
actgtgaagt
tttaccttge
gtetgtgaaa
agaagatgtc
gggctcagaa
agggaagcag
cccacctcott
gaggcaacga
tgtaatttet

<213> Homo sapiens

<400> 126

Cys Arg
1
Ser Ala

Ala Arg

Ser Gly
50

Val Gln

65

Arg Leu

<210> 127
<211> 82
<212> PRT

Glu
Lys
Leu
Pro
Leun

val

Leu His

Pro Val
20
Leu Pro

Asp Phe

Leu

Phe Thr
Thr Glu
Asn Ala
Arg

Pro

ES 2428 767 T3

cagcatcgtyg
ggaaaaaaac
cectgaaaca
cacgccaagt
gcataccaca
agaagacttg
ctctgatgag
cagtactagt
gcaggactte
tcagatctat
gaacaccaaa
cttgaaacaa
tgtggtgaca
tgccacaacc
acatagggec
taattccagt
tgaaggtgtt
taattccaat
tccaageaca
tctggatert
acaagatggc
tcttaagegyg
caacaataat
agaaggaggc
tgttttcaag
taccgggegg
tgcagacctg
tatgggtgea
caggagtgagc
gtgggaggt.t
ttceggaatt

Cys
55
Gly Gly

70

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 127

cys

Lys Cys

aagaatattt
cgaaattcaa
agtgtcacca
actggcatga
aatgttgecac
gaaaccaaca
aatctcatgg
tectagettge
acacagactg
ccteteceea
aattcaacaa
gtcgaaactyg
gtcaccatga
caatatgceca
caagaaatgt
cetgatgage
ctggatcegate
aacaacaaca
gcageagatc
tcagccacaa
aaatcaggat
tggcgeecct
ggcagtaaca
actgctacaa
cctatggagt
ggtgacagga
ggctggeege
gtccectect
cagectcace
caaacaagag
c

Thr
Ser
Gly
Arg

Pro
75

107

cctetgagea
ttaactatga
gocctetbecac
ctactatatc
agtcaattgg
agctagaccee
agcactctct
tctacccact
caaaktggcceca
agcagcagaa
aagagccccg
gagttgccaa
atggtgtgge
ataggacagt
tgcagaatca
atgagccttt
ttgtggacag
gcaatccatg
ctgggceatc
atgtcctgga
caggtgaaaa
ccacctgggt
gggcagttca
ccatggtgte
gaaattattt
gagagcgtca
atggcoetete
aggecetecct
tettoctagt
tgggctggag

Asp Gly Pro

Gly Gln Cys

30

Lys Trp Trp

45

Tyr Arg Ala

60

Arg Ala Arg

ttctatgtce
acgacagcaa
caacacaaca
tgagatgcca
gccaaccect
aaaagaagtt
taaacagttc
cataaaactt
ageatgtttg
ccttcoecaag
gctaaaattt
gatgaataca
aggtagaaac
actatctggc
gtttattggt
actgagacga
gagggaacgg
ttcagaacaa
aaagcceccaga
tggcagcagt
gatcaagaaa
catctccact
ttcecaaateco
taaagatata
tttgcatcat
goggoaaget
cctgagecct
ctggagtece
cctgagggtyg
ccaagggaaa

Cys Arg
1s

Gly Pro
Arg Pro
Gln Arg

Lys Val
80

2100
2160
2220
22830
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2780
2B20
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3871
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15

20

25

Cys Arg Pro Ile Asn 2la
1 5
Val Cys Ile Thr val Asn
20
Met Thr Arg Val Leu Gln
35
Cys Asn Tyyr Arg Asp Val
S0
Pro Arg Gly Val Asn Pro
65 70
Gln Cys
<210> 128
<211> 82
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 128
Cys Glu Leu Thr Asn Ile
1 5
Phe Cys Ile Ser Ile Asn
20
Arg Asp Leu Val Tyr Lys
35
Cys Thr Phe Lys Glu Leu
50
Ala His Hig Ala Asp Ser
65 70
His Cys
<210> 129
<211> 84
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 129
Cys Ile Pro Thr Glu Tyr
1 5
Tyr Cys Leu Thr Ile Asn
20
Arg-Asp Ile Asn Gly Lys
35
Asp val Cys Thr Tyr Arg
50
Gly Cys Pro Leu His Val
65 70
Ser Cys Lys Cys
<210> 130
<211> 83
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 130

ES 2428 767 T3

Thr Leu ala

Thr Thr Ile
25

Val Leu

40

Phe Glu

Gly

Arg
55

Val val Ser

Thr Ile Ala
Thr Thr Trp

25
Pro Ala
40

Tyr Glu

Asp

val
55

Leu Tyr Thr

Thr Met His

Thr Thx Ile

25

Leu Phe Leu

Asp Phe Ile

Ala Pro

Tyx

108

val
10

Glu

Cys Ala

Pro Ala

Ser

ile

Tyr Ala

Ile
10

Cys
Arg
Thr

Tyr

Ile
10

Cys
Pro
Tyr

Phe

75

Glu
Ala
Pro
val

Pro
75

Glu
Ala

Lys

Sexr
75

Lys Glu Gly Cys Pro

15

Gly Tyr Cys Pro Thr
30

Leu Pro Gln Val Val

45

Arg Leu Pro Gly Cys

60

Val Ala Leu Ser Cys

Lys
Gly
Lys
Arg

60
Vval

Arg
Gly
Tyr

60
Tyr

Glu
Tyxr
Ile
45

Val

Ala

Arg
Tyr
Ala
Val

Pro

80

Glu Cys Arg
15

Cys Tyr Thr

30

Gln Lys Thr

Pro Gly Cys

Thr Gln Cys
80

Glu Cys Ala
15

Cys Met Thr
30
Leu Ser Gln

Glu Ile Pro

Ala Leu
80

Val
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Arg Leu Gln Tyr Val Lys

10

Cys Asn Asp Ile Thr Ala
1 S
Lys Ser Glu Val Glu. Val
20
Sexr Lys Ala Met Tyr Ser
35
Ser Cys Cys Ser Pro Thr
50
Cys Thr Asn Gly Ser Val
&5 70
Cys Lys Cys
<210> 131
<211> 80
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 131
Cys Ser Thx Val Pro Val
1 5
Lys Thr Val Leu Met Asn
20
Met Tyr Ser Ala Lys Ala
35
‘Lys Glu' Glu Lys Thr Ser
50
Gly Gly Ser Leu Thr His
€5 70
<210> 132
<211> 80
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 132
Cys Arg Thr Val Pro pPhe
1 5
Lys Val val Val Gln Asn
20
His Phe Pro Gly Ala Ala
35
Leu Pro Ala Lys Phe Thr
50
Leu Sexr Ser Val Ile Lys
€5 70
<210> 133
<211> 85
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>

133

Asp Ile His

Tyr Cys Gln

25

Ile Asp Ile Asn Asp Val

40

Arg Thr Glu Pro Met Gln

55
Val Tyr His

val
10
Gly

Thr Thr Glu

His Cys Ser

25
Ala Leu
40

Arg Glu
Tyr Thr

Gln Asp
Gln
55

Thr

val

His

Ile
10
Phe

Ser Gln Thr

Asn Leu

Cys

25

Gln His Ser His
40

Thr Met

55

val

His Leu

Val Met Leu

109

75

Ser
Ser
His
Val

Ile
75

Thr
Gly
Thr
Pro

val
75

60

Glu Val Leu

Cys
Ser
Leu

60
Glu

His
Lys
Ser
Leu

60
Glu

val
Gly
Gln
45

Val

Asn

Ala
Gly
Cys
45

Ser

Ser

Glu
Cys
Cys
45

Asn

Glu

Gly Ser Cys
i5

Lys Cys Ala

30

Asp Gln Cys

Ala Leu His

Ala Met Glu
80

Gly Cys Thrx
15

Phe Val

Cys

Asn

Thr

Ser Cys

Cys Pro

Cys Gln Cys

80

Gly Cys Glu

15
Ser

Gly val

30
Ser His

Cys

Thr Glu

Cys

Cys Gln Cys

80
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Cys
1
Ser
Tyr
Ser
Cys
65
Lys

Lys
Arg
Ile
Phe
&0

Pro

Gln

<210> 134
<211> 86

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 134

Cys
1
Ala
Ser
Asp
Cys
65
Ile

Glu
Lys
Val
Ser
50

Pro

Leu

<210> 135
<211>70

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 135

Cys
1
Gly
Thr
Glu

Ile
65

Ile
Cys
Asp
Phe

50
Lys

<210> 136
<211>70

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 136

ES 2428 767 T3

Thr Gln Pro Leu Lys Gln Thr Ile His Glu Glu

5

1a

Thr Ile Ile Asn Arg Phe Cys Tyr Gly Gln Cys
25

20
Pro Arg
35

Cys Lys

Glu Leu

Cys Arg

Ala Lys

Ser Ile
20

Pro Asn

as

Cye Met

Gly His

HiB Cys

Arg Thr
Thr Ser
Gly Arg
35

Lys Cys

Thr Cys

His Ile
Pro Lys

Gln Pro
70

Cys
85

Asn Ile
Gln Asn
Thr Phe
Pro Ala
Glu Glu

70
Sex Cys

Pro Lys
Met Lys
Cys Cys
Pro Asp

Ala Cys
70

Arg Lys Glu Glu Gly Sexr Phe
40 45
Lys Phe Thr Thr Met Met Val
1) 60
Pro Thr Lys Lys Lys Arg Val
75

Thr Gln Ile Val Gly His Ser
14Q
Arg Ala Cys Leu Gly Gln Cys
25
Pro Gln Ser Thr Glu Ser Leu
40 45
Gln Ser Met Trp Glu Ile Val

Val Pro Arg Val Asp Lys Leu
75

Ile Ser Lys Pro Ile Lys Phe
10
Thr Tyr Arg Ala Lys Phe Cys
25

Thr Pro His Arg Thr Thr Thr

40 45
Gly Glu Val Met Lys Lys Asn
55 60

110

Gly
Asn
30

Gin
Thr

Thr

Gly
Phe
30

val
Thr

val

Glu
Gly
30

Leu

Met

Cys Asn
is5

Ser Phe
Ser Cys
Leu Asn

Arg Val
ac

Cys Glu
is

Ser Tyr
His Cys
Leu Glu

Glu Lys
80

Leu Ser
Val Cys
Pro Val

Met Phe
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Cys Leu Arg Thr Lys Lys Ser Leu Lys BAla Ile His Leu Gin Phe Lys

1 5 io 15
Asn Cys Thr Ser Leu Hig Thr Tyr Lys Pro Arg Phe Cys Gly Val Cys
20 25 30
Ser Asp Gly Arg Cys Cys Thr Pro His Asn Thr Lys Thr Ile Gln Ala
35 40 45
Glu Phe Gln Cys Ser Pro Gly Gln Ile Val Lys Lys Pro Val Met Val
50 55 60
Ile Gly Thr Cys Thr Cys
65 . 70
<210> 137
<211>70
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 137

Cys Ser Lys Thr Lys Lys Ser Prc Glu Pre Val Arg Phe Thr Tyr Ala

1 5 10 is5
Gly Cys Leu Ser Val Lys Lys Tyr Arg Pro Lys Tyr Cys Gly Ser Cys
20 25 30
Val Asp Gly Arg Cys Cys Thr Pro Gln Leu Thr Arg Thr Val Lys Met
35 40 45
Arg Phe Arg Cys Glu Asp Gly Glu Thr Phe Ser Lys Asn Val Met Met
S0 55 60
Ile Gln Ser Cys Lys Cys
65 70
<210> 138
<211> 205
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 138

Gln His Tyr Leu His Ile Arg Pro Ala Pro Ser Asp Asn Leu Pro Leu
1 5 19 15
Val Asp Leu Ile Glu His Pro Asp Pro Ile Phe Asp Pro Lys Glu Lys
20 25 30
Asp Leu Asn Glu Thr Leu Leu Arg Ser Leu Leu Gly Gly His Tyr Asp
35 40 45
Pro Gly Phe Met Ala Thr Ser Pro Pro Glu Asp Arg Pro Gly Gly Gly
50 55 60
Gly Gly Ala Ala @ly Gly Ala Glu Asp Leu Ala Glu Leu Asp Gln Leu
65 70 75 80
Leu Arg Gln Arg Pro Ser Gly Ala Met Pro Ser Glu Ile Lys Gly Leu
85 99 95
Glu Phe Ser Glu Gly Leu Ala Gln Gly Lys Lys Gln Arg Leu Ser Lys
ioo 105 110
Lys Leu Arg Arg Lys Leu Gln Met Trp Leu Trp Ser Gln Thr Phe Cys
115 120 125
Pro Val Leu Tyr Ala Trp Asn Asp Leu Gly Ser Arg Phe Trp Pro Arg

130 135 140
Tyr Val Lys Val Gly Ser Cys Phe Ser Lys Arg Ser Cys Ser Val Pro
145 150 155 160
Glu Gly Met Val Cys Lys Pro Ser Lys Ser val His Leu Thr Val Leu
165 170 175
Arg Trp Arg Cys Gln Arg Arg Gly Gly Gln Arg Cys Gly Trp Ile Pro
180 185 190

Ile Gln Tyr Pro Ile Ile Ser Glu Cys Lys Cys Ser Cys

195 200 205

111
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<210> 139
<211> 197
<212> PRT
<213> Gallus gallus

<400> 139

Gln His Tyr Leu His Ile Arg Pro Ala Pro Ser Asp Asn Leu Pro Leu
1 5 i0 15
Val Asp Leu Ile Glu His Pro Asp Pro Ile Phe Asp Pro Lys Glu Lys
20 25 30
Asp Leu Asn Glu Thr Leu Leu Arg Ser Leu Met Gly Gly His Phe Asp
35 40 45
Pro Asn Phe Met Ala Met Ser Leu Pro Glu Asp Arg Leu Gly Val Asp
50 55 64
Asp Leu Ala Glu Leu Asp Leu Leu Leu Arg Gln Arg Pra Ser Gly Ala
65 70 75 8O
Met Pro Gly Glu Ile Lys Gly Leu Glu Phe Tyr Asp Gly Leu Gln Pro
B85 80 95
Gly Lys Lys His Arg Leu Ser Lys Lys Leu Arg Arg Lys Leu Glpn Met
100 105 119
Trp Leu Trp Ser Gln Thr Phe Cys Pro Val Leu Tyr Thr Trp Asn Asp
115 120 125
Leu Gly Ser Arg Phe Trp Pro Arg Tyr Val Lys Val Gly Ser Cys Tyr
130 135 1440
Ser Lys Arg Ser Cys Ser Val Pro Glu Gly Met Val Cys Lys Pro Ala
145 150 155 160
Lys Ser Val His leu Thr Ile Leu Arg Trp Arg Cys Gln Arg Arg Gly
is5 170 175
Gly Gln Arg Cys Thr Trp Ile Pro Ile Gln Tyr Pro Ile Ile Ala Glu
180 185 190
Cys Lys Cys Ser Cys
185

<210> 140
<211> 196
<212> PRT
<213> Xenopus laevis

<400> 140

Gln His Tyr Leu His Ile Arg Pro Ala Pro Ser Glu Asn Leu Pro Leu
1 5 10 15
Val Asp Leu Ile Glu His Pro Asp Pro fle Tyr Asp Pro Lys Glu Lys
20 25 30
Asp Leu Asn Glu Thr Leu Leu Arg Thr Leu Met Val Gly His Phe Asp
35 40 45

112
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Pro
Asp
65

Met
Lys
Leu
Gly
Lys
145
Ser

Gln

Lys

Asn
50

Leu
Pro
Lys
Trp
Thr
130
Arg
Met
Lys

Cys

<210> 141
<211> 195
<212> PRT
<213> Takifugu rubripes

<400> 141

Gln
1
Val
Asp
Arg

Asp
65

Lys
His
Ala
Arg
Ser
145
His
Lys
Cys

Pro
Glu
Len
Phe
50

Glu
Glu

Lys

Phe
130

Cys
Leu
cys

Ser

<210> 142
<211> 196
<212> PRT
<213> Danio rerio

<400> 142

Phe
Gly
Ala
His
Ser
115
Arg
Ser
His
Cys

Ser
155

Tyr
Leu
Agn
Leu
Leu
Ile
Pro

Sexr
11s

Trp
Sex
Thr

Ala

Cys
185

Met
Glu
Glu
Arg
100
Gln
Phe
Cys
Leun
Ala

180
Cys

Lys
Glu
Ser
Asp
Arg
Ser
100
Phe
Pro

Val

ile

Trp
180

Ala
Len
Ile
85

Leu
Thr
Trp
Ser

Thxr
165

Trp

Leu
Glu
Thr
val
Asp
Ala
Lys
Cys
Arg
Pro
Leu

165
Ile

Thr
Asp
70

Lys
Ser
Phe
Pro
Val
150
Ile

Ile

Leu
Asp
Glu
Leu
rhe
70

val
Lys
Pro
Phe
Glu
150
Arg

Pro

ES 2428 767 T3

Ile
S5

Len
Gly
Lys
Cys
Arg
135
Pro
Leu

Thr

Arg
Pro
Leu
Pro
55

Asp
Asp
Leu
Leu
Val
135
Gly

Txp

Met

Leu
Leu
Leu
Lys

Pro
120

Tyr
Glu
Arg

Ile

Pro
Gly
Lys
40

Pro
Ala
Phe
Lys

Ala
120

Axg

Met

Gln

Pro
Leu
Glu
Leu
105
Val
Val
Gly
Trp

Gln

185

ile
Pro
25

Ser
Ala
Gln
Asp
Arg
1065
His
Ala
Thr
Cys

Tyr
185

113

Glu
Arg
Phe
20

Arg
Leu
Lys
Met
Arg

170
Tyr

Pro
10

Val
val
Glu
Arg
Ala
80

Arg
Ala
Gly
Cys
val

170
Pro

Glu
Gln
75

™YY
Arg
Tyr
Val

val
155

Cys

Pro

Ser
Phe
Len
Asp
Trp
75

Pro
Leu
Trp
Ser
Lys
155
Gln

Val

Arg
60

Lys
Glu
Lys
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une especificamente a un polipéptido de
esclerostina que comprende una secuencia de aminoacidos expuesta en SEC ID N°: 46, donde dicho anticuerpo o
fragmento se une a la secuencia de SEC ID N°: 98.

2. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, donde dicho anticuerpo o fragmento se une
a la secuencia de SEC ID N°: 74.

3. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, donde dicho anticuerpo o fragmento se une
a la secuencia de SEC ID N°: 75.

4. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1 que se une especificamente a al menos
cuatro aminoacidos consecutivos de SEC ID N°: 46.

5. El anticuerpo o fragmento de union a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que es
policlonal o monoclonal.

6. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que es
humano, humanizado o quimérico.

7. El fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que esta seleccionado
de F(ab'),, Fab, Fab', Fd, y Fv.

8. Una célula huésped que produce o expresa el anticuerpo o fragmento de una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes.

9. La célula huésped de la reivindicacion 8, que es una célula de hibridoma.

10. Un polinucleétido que codifica el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 7.

11. Uso de la célula huésped de la reivindicacion 8 o 9 para producir o expresar dicho anticuerpo o fragmento.

12. Una composicion que comprende el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 7 y un vehiculo fisiolégicamente aceptable.

13. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso en
un procedimiento de aumentar el contenido mineral éseo y/o densidad mineral 6sea en un animal de sangre caliente
o ser humano.

14. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 13 para su uso en el tratamiento de
osteopenia, osteoporosis, una fractura, acondroplasia, disostosis cleidocraneal, encondromatosis, displasia fibrosa,
enfermedad de Gaucher, raquitismo hipofosfatémico, sindrome de Marfan, exostosis multiple hereditaria,
neurofibromatosis, osteogénesis imperfecta, osteopetrosis, osteopoiquilosis, lesiones escleréticas, enfermedad
periodontal, pseudoartrosis y osteomielitis piogénica.

15. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno para el uso de la reivindicacion 14, donde la osteopenia es
producida por un estado anémico, esteroides, heparina, un trastorno de la médula ésea, hipovitaminosis C,
desnutricién, deficiencia de calcio, osteoporosis idiopatica, osteopenia u osteoporosis congénita, alcoholismo,
enfermedad hepatica crénica, senilidad, estado posmenopausico, oligomenorrea, amenorrea, embarazo, diabetes
mellitus, hipertiroidismo, enfermedad de Cushing, acromegalia, hipogonadismo, inmovilizacién o inactividad,
sindrome de distrofia simpatica refleja, osteoporosis regional transitoria y osteomalacia.
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Esqueleto de cisteina comin
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Fig. 1
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Expresion del gen Beer humano por RT-PCR
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Anticuerpo Selectividad
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Caracterizacion de la constante de disociacion de BMP-5/Beer

0,751,575 15 30 60 120 nM BMP-5

pitacion anti-FLAG
*Transferencia Western anti-BMP-5

Rotura ionica de la union de BMP-5/Beer

NoCl(mM) 500 150 150 w
Beer '

+ o
BMP-5 4 + 4 =S

3 TR TN ﬁﬁ: R
*Inmunoprecipitacion anti-FLAG
*Transferencia Western anti-BMP-5

Fig. 6
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