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DESCRIPCION
LTBP2 como biomarcador, diana terapéutica y diagndstica

Campo técnico de la invencidon

La presente invencién pertenece al campo de la biologia molecular, mas particularmente la presente invencion se
refiere al uso de ARNm de LTBP2 como biomarcador de diagnéstico de insuficiencia cardiaca congestiva.

Antecedentes de la invenciéon

Tecnologia TagMan / perfilado de expresién

TagMan es una técnica recientemente desarrollada, en la que la liberacién de un colorante indicador fluorescente de
una sonda de hibridacion en tiempo real durante una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es proporcional a la
acumulacién de producto de PCR. La cuantificaciéon se basa en la parte lineal temprana de la reaccion, y determinando
el ciclo umbral (CU), al que la fluorescencia se detecta primero por encima de la referencia.

Las tecnologias de expresion génica pueden ser Utiles en varias areas del descubrimiento y desarrollo de farmacos,
tales como identificacion de dianas, optimizacién de cabezas de serie e identificacion de mecanismos de accion. La
tecnologia TagMan puede usarse para comparar diferencias entre perfiles de expresion de tejido normal y tejido
enfermo. El perfilado de expresion se ha usado en la identificacion de genes, que son regulados por incremento o por
disminucién en una variedad de enfermedades. Una aplicacion interesante del perfilado de expresién es la
monitorizacion temporal de cambios en la expresion génica durante la progresion de la enfermedad y tratamiento con
farmacos o en pacientes frente a individuos sanos. La suposicién en este enfoque es que los cambios en el patrén de
expresion génica en respuesta a estimulos fisiologicos 0 medioambientales (por ejemplo, farmacos) pueden servir de
pistas indirectas sobre genes causantes de enfermedad o dianas de farmaco. Ademas, los efectos de farmacos con
eficacia establecida sobre patrones de expresion génica globales pueden proporcionar una indicacion, o una forma
genética, contra la que puede compararse un nuevo candidato a farmaco.

LTBP2

La secuencia de nucleétidos de LTBP2 estd accesible en las bases de datos por el numero de acceso Z37976
(humana) y Y12760 (rata). Las secuencias se administran en SEC ID N% (humana) y SEC ID N 2 (rata). La secuencia
de aminoéacidos de LTBP2 representada en SEC ID N% 3 (humana) y SEC ID N°: 4 (rata).

Las citocinas del factor de crecimiento transformante beta (TGFB) son una familia multifuncional que ejerce una amplia
variedad de efectos sobre tanto células de mamifero normales como transformadas. La secrecion y activacion de TGF3
esta regulada por su asociacion con proteinas asociadas a latencia y proteinas de unién a TGF( latente (LTBP). El
factor de crecimiento transformante 3 (TGF) existe como tres isoformas de mamifero (TGFB1, TGFB2 y TGFB3). Cada
uno de éstas es normalmente secretada en grandes complejos latentes (LLC) que no tienen actividad biologica y
comprenden tres componentes: un homodimero unido por disulfuro de TGFf maduro asociado no covalentemente con
proteinas asociadas a latencia (LAP; homodimeros del fragmento del extremo N de TGFf precursor) y una molécula
covalentemente unida de proteina de unién a TGF{ latente (LTBP). Se han identificado cuatro genes LTBP: LTBP1 a
LTBP4. Las LAP son suficientes para convertir el homodimero maduro en inactivo, y eliminacién de tanto las LAP como
las LTBP o la modulacién de su interaccion es esencial para que funcione cualquiera de las isoformas de TGF(. Las
citocinas de TGFB modulan el crecimiento y funciones de una amplia variedad de tipos de células de mamifero. Es
evidente en los ultimos afos que las LTBP pueden participar en el ensamblaje, secrecién y eleccion como diana de
TGFp para sitios en los que se almacena y/o activa. Asi, estas proteinas pueden desempefiar funciones criticas en
controlar y dirigir la actividad de TGFB. Las LTBP pueden también ejercer efectos independientemente de aquellos
asociados a TGF, por ejemplo, como proteinas de matriz estructural [Oklu y col., (2000)]

Se sabe relativamente poco sobre la funcion funcional de LTBP2. A diferencia de las otras LTBP, LTBP2 es incapaz de
asociarse al TGFp latente pequefio [Saharinen y col. (2000)]. LTBP2 humana se expresa principalmente en el pulmon y
a menor grado en el higado, musculo esquelético, placenta y corazdn [Vehvilainen y col. (2003)]. La proteina de unién
a TGFB latente LTBP2 disminuye la adhesién de fibroblastos a fibronectina [Hyytiainen y col. (2003)]. La elucidacién de
la funcién funcional de LTBP2 esta adicionalmente limitada por el hecho de que la delecién de LTBP2 en ratones
conduce a letalidad embrionaria [Shipley y col. (2000)].

Con respecto a una funcién funcional de LTBP2 en el sistema cardiovascular, se demostré que la sintesis de LTBP2
aumento en respuesta a lesion arterial en un modelo porcino de angioplastia coronaria [Sinha y col. (2000)]. Asi, junto
con la muy conocida funcién de TGFf en el desarrollo de insuficiencia cardiaca [Watkins y col. (2006)], el hallazgo de
los presentes inventores de que la funcion de TGFB que modifica LTBP2 esta regulada en el nivel de ARN en
corazones de DAVI, ademas de en diversos modelos animales de insuficiencia cardiaca hace que LTBP2 sea un
atractivo biomarcador candidato para CHF.
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LTBP2 se publica (pero no se limita a) en las patentes W0O2004075835 y WO02068579.

Se conocia la expresion diferencial génica en insuficiencia cardiaca (por ejemplo, Tan y col., 2002, PNAS, vol. 99 (n®
17): 11387 - 11392.

Sumario de la invencién

La invencién definida en las reivindicaciones adjuntas se refiere al uso de ARNm de LTBP2 como biomarcador en el
diagnostico de insuficiencia cardiaca congestiva.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra la secuencia de nucleétidos de un polinucleétido de LTBP2 humano (SEC ID N2 1).

La Fig. 2 muestra la secuencia de nuclettidos de un polinucleétido de LTBP2 de rata (SEC ID N¢: 2).

La Fig. 3 muestra la secuencia de aminodacidos de un polipéptido de LTBP2 humano (SEC ID N2: 3).

La Fig. 4 muestra la secuencia de aminodacidos de un polipéptido de LTBP2 de rata (SEC ID N°: 4).

La Fig. 5 muestra la secuencia de nucle6tidos de un cebador Util para la invencion (SEC ID N2: 5).

La Fig. 6 muestra la secuencia de nuclettidos de un cebador Util para la invencion (SEC ID N: 6).

La Fig. 7 muestra una secuencia de nucleétidos util como sonda para detectar proteinas de la invencion (SEC ID N: 7).
La Fig. 8 muestra la secuencia de nuclettidos de un cebador Util para la invencion (SEC ID N¢: 8).

La Fig. 9 muestra la secuencia de nucleétidos de un cebador Util para la invencion (SEC ID N2: 9).

La Fig. 10 muestra una secuencia de nucleétidos util como sonda para detectar proteinas de la invencién (SEC ID N¢:
10).

La Fig. 11 muestra los resultados de andlisis de expresion en tiempo real de LTBP2 en corazones de rata (DOCA). Eje
X: tratamiento; eje Y: expresion relativa; A: control; B: control/placebo; C1: compuesto P / concentracion 1; C2:
compuesto P / concentracion 2; C3: compuesto P / concentracién. La expresion de LTBP2 esta regulada dependiente
del estado de enfermedad, tratamiento y dosis en el modelo animal.

La Fig. 12 muestra los resultados de andlisis de expresion en tiempo real de LTBP2 en corazones de rata (oclusion).
Eje X: tratamiento; eje Y: expresion relativa; A: control; B: control/placebo; C1: compuesto P / concentracion 1; C2:
compuesto P / concentracion 2; C3: compuesto P / concentracién. La expresion de LTBP2 esta regulada dependiente
del estado de enfermedad, tratamiento y dosis en el modelo animal.

La Fig. 13 muestra los resultados de andlisis de expresién en tiempo real de LTBP2 en corazones de rata
(monocrotalina). Eje X: tratamiento; eje Y: expresion relativa; A: control; B: control/placebo; C1: compuesto P /
concentracién 1; C2: compuesto P / concentracion 2. La expresion de LTBP2 esta regulada dependiente del estado de
enfermedad, tratamiento y dosis en el modelo animal.

La Fig. 14 muestra los resultados de andlisis de expresion de micromatrices de LTBP2 en corazones de rata (DOCA).
Eje X: tratamiento; eje Y: expresion relativa; A: control; B: control/placebo; C: compuesto P / concentracion 1; D:
compuesto P / concentracién 2. La expresién de LTBP2 esta regulada dependiente del estado de enfermedad,
tratamiento y dosis en el modelo animal.

La Fig. 15 muestra los resultados de andlisis de expresion de micromatrices de LTBP2 en corazones de rata (oclusion).
Eje X: tratamiento; eje Y: expresion relativa; A: control; B: control/placebo; C: compuesto P / concentracion 1; D:
compuesto P / concentracién 2. La expresién de LTBP2 esta regulada dependiente del estado de enfermedad,
tratamiento y dosis en el modelo animal.

La Fig. 16 muestra los resultados de analisis de expresién de micromatrices de LTBP2 en corazones de rata
(monocrotalina). Eje X: tratamiento; eje Y: expresion relativa; A: control; B: control/placebo; C: compuesto P /
concentracién 1; D: compuesto P / concentracion 2. La expresion de LTBP2 esta regulada dependiente del estado de
enfermedad, tratamiento y dosis en el modelo animal.

La Fig. 17 muestra los resultados de andlisis de expresion de micromatrices de LTBP2 en corazones humanos. Eje X:
estado de enfermedad; eje Y: expresion relativa; N: sin fallo; P: pre-DAVI. La expresion de LTBP2 esta regulada en
estado de enfermedad en corazén humano.
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Descripcion detallada de la invencion

Definicion de términos

Un “oligonucleétido” es un estiramiento de residuos de nucleétidos que tiene un nimero de bases suficiente que va a
usarse como oligbmero, amplimero o sonda en una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los oligonucledétidos
se preparan a partir de secuencia de ADN genémico o ADNc y se usan para amplificar, revelar o confirmar la presencia
de un ADN o ARN similar en una célula o tejido particular. Los oligonucleétidos u oligdmeros comprenden porciones de
una secuencia de ADN que tiene al menos aproximadamente 10 nucleétidos y hasta aproximadamente 35 nucleotidos,
preferentemente aproximadamente 25 nucleétidos.

Las “sondas” pueden derivarse de acidos nucleicos que se producen naturalmente o monocatenarios o bicatenarios
recombinantes o pueden sintetizarse quimicamente. Son Utiles en detectar la presencia de secuencias idénticas o
similares. Tales sondas pueden marcarse con moléculas indicadoras usando traducciéon de mellas, reaccién de llenado
de Klenow, PCR u otros procedimientos muy conocidos en la técnica. Pueden usarse sondas de acido nucleico en
hibridaciones Southern, Northern o in situ para determinar si el ADN o ARN que codifica una cierta proteina esta
presente 0 no en un tipo de célula, tejido u 6rgano.

Un “fragmento de un polinucleétido” es un acido nucleico que comprende toda o cualquier parte de una molécula de
nucledtido dada, teniendo el fragmento menos nucleétidos de aproximadamente 6 kb, preferentemente menos de
aproximadamente 1 kb.

“Moléculas indicadoras” son radionuclidos, enzimas, agentes fluorescentes, quimioluminiscentes o cromogénicos que
se asocian con una secuencia de nucleétidos o de aminoacidos particular, estableciendo asi la presencia de una cierta
secuencia, o permitiendo la cuantificacién de una cierta secuencia.

Pueden construirse moléculas “quiméricas” introduciendo toda o parte de la secuencia de nucleétidos de la presente
invencion en un vector que contiene secuencia de acidos nucleicos adicional que podria esperarse que cambiara una
cualquiera o varias de las siguientes caracteristicas de LTBP2: localizacion celular, distribucién, afinidades de union a
ligando, afinidades entre cadenas, degradacién/tasa de renovacion, sefalizacion, etc.

“Activo”, con respecto a un polipéptido de LTBP2, se refiere a aquellas formas, fragmentos o dominios de un
polipéptido de LTBP2 que retienen la actividad biolégica y/o antigénica de un polipéptido de LTBP2.

“Polipéptido de LTBP2 que se produce naturalmente” se refiere a un polipéptido producido por células que no se han
modificado genéticamente y especificamente contempla diversos polipéptidos que se producen a partir de
modificaciones postraduccionales del polipéptido que incluyen, pero no se limitan a, acetilacion, carboxilacién,
glicosilacion, fosforilacién, lipidacién y acilacion.

“Derivado” se refiere un polipéptidos que se han modificado quimicamente por técnicas tales como ubiquitinacion,
marcado (véase anteriormente), PEGilacion (derivatizacién con polietilenglicol) e insercion o sustitucion quimica de
aminodcidos tales como ornitina que normalmente no se producen en proteinas humanas.

“Sustituciones de aminoacidos conservativas” resultan de la sustitucion de un aminodcido con otro que tiene
propiedades estructurales y/o quimicas similares, tales como la sustitucién de una leucina con una isoleucina o valina,
un aspartato con un glutamato, o una treonina con una serina.

Las “inserciones” o “deleciones” estan normalmente en el intervalo de aproximadamente 1 a 5 aminoécidos. La
variacion permitida puede determinarse experimentalmente produciendo el péptido sintéticamente mientras que se
hacen sistematicamente inserciones, deleciones o sustituciones de nucleétidos en la secuencia usando técnicas de
ADN recombinante.

Una “secuencia senal” o “secuencia conductora” puede usarse, cuando se desee, para dirigir el polipéptido a través de
una membrana de una célula. Una secuencia tal puede estar naturalmente presente en los polipéptidos de la presente
invencion o proporcionarse a partir de fuentes heterdlogas por técnicas de ADN recombinante.

Un “oligopéptido” es un estiramiento corto de residuos de aminoacidos y puede expresarse a partir de un
oligonucleétido. Los oligopéptidos comprenden un estiramiento de residuos de aminoacidos de al menos 3, 5, 10
aminoacidos y como maximo 10, 15, 25 aminodcidos, normalmente de al menos 9 a 13 aminoacidos, y de suficiente
longitud para mostrar actividad bioldgica y/o antigénica.

“Inhibidor” es cualquier sustancia que retarda o previene una reaccion o respuesta quimica o fisiolégica. Inhibidores
comunes incluyen, pero no se limitan a, moléculas antisentido, anticuerpos y antagonistas.

“Biomarcador” son parametros bioldgicos medibles y cuantificables (por ejemplo, concentracion de enzimas especifica,
concentracién de hormonas especifica, distribucion de fenotipos de genes especificos en una poblacién, presencia de
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sustancias biolégicas) que sirven de indices para evaluaciones relacionadas con la salud y la fisiologia tales como
riesgo de enfermedad, trastornos psiquiatricos, exposicion medioambiental y sus efectos, diagnostico de enfermedad,
procesos metabdlicos, drogadiccion, embarazo, desarrollo de lineas celulares, estudios epidemiolégicos, etc. El
parametro que puede usarse para identificar un efecto téxico en un organismo individual y puede usarse en
extrapolacion entre especies. El indicador que sefializa un evento o afeccion en un sistema biolégico o muestra y que
da una medida de exposicion, efecto o susceptibilidad.

Los marcadores biolégicos pueden reflejar una variedad de caracteristicas de enfermedad, que incluyen el nivel de
exposicion a un desencadenante medioambiental o genético, un elemento del propio proceso de enfermedad, una
etapa intermedia entre la exposicién y la aparicién de enfermedad, o un factor independiente asociado al estado de
enfermedad, pero no causante de patogénesis. Dependiendo de la caracteristica especifica, los biomarcadores pueden
usarse para identificar el riesgo de desarrollar una enfermedad (biomarcadores de referencia), ayudar en identificar
enfermedad (biomarcadores de diagndstico), o predecir la futura evolucion de la enfermedad, que incluye respuesta a
terapia (biomarcadores de pronéstico).

La “expresién estandar” es una medicién cuantitativa o cualitativa para comparacion. Se basa en un numero
estadisticamente apropiado de muestras normales y se crea para usar como base de comparacion cuando se realizan
ensayos de diagndstico, ejecucién de ensayos clinicos, o seguir perfiles de tratamiento de pacientes.

“Animal”, como se usa en el presente documento, puede definirse que incluye especies humas, domésticas (por
ejemplo, gatos, perros, etc.), agricolas (por ejemplo, vacas, caballos, ovejas, etc.) o especies para ensayo (por ejemplo,
raton, rata, conejo, etc.).

Un “polinucledtido de LTBP2”, dentro del significado de la invencién, debe entenderse que es una molécula de acido
nucleico seleccionada de un grupo que consiste en

(i) moléculas de acidos nucleicos que codifican un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEC ID N2: 3 0 SEC ID N%: 4,

(i) moléculas de acidos nucleicos que comprenden la secuencia de SEC ID N% 1 o SEC ID N2: 2,
(iii) moléculas de acidos nucleicos que tienen la secuencia de SEC ID N2: 1 0 SEC ID N%: 2,

(iv) moléculas de acidos nucleicos cuya hebra complementaria se hibrida bajo condiciones rigurosas con una
molécula de &cido nucleico de (i), (ii) o (iii),

(v) moléculas de acidos nucleicos cuya secuencia se diferencia de la secuencia de una molécula de &cido
nucleico de (iii) debido a la degeneracién del cédigo genético,

(vi) moléculas de acidos nucleicos que tienen una identidad de secuencias de al menos el 80%, 85%, 90%,
95%, 98% 0 el 99%; y

(vii) en el que el polipéptido codificado por dichas moléculas de acidos nucleicos de (i)-(vi) tienen actividad de
LTBP2.

Un “polipéptido de LTBP2”, dentro del significado de la invencion, debe entenderse que es un polipéptido seleccionado
de un grupo que consiste en

(i) polipéptidos que tienen la secuencia de SEC ID N%: 3 6 4,

(ii) polipéptidos que comprenden la secuencia de SEC ID N%: 3 6 4,

(iii) polipéptidos codificados por polinucleétidos de LTBP2; y

(iv) polipéptidos que muestran al menos el 99%, 98%, 95%, 90% o el 80% de identidad con un polipéptido de

(i), (ii) o (ii);
en el que dicho polipéptido tiene actividad de LTBP2.
Las secuencias de nucleétidos que codifican una LTBP2 (o su complemento) tienen numerosas aplicaciones en
técnicas conocidas para aquellos expertos en la materia de la biologia molecular. Estas técnicas incluyen uso como
sondas de hibridacion, uso en la construccién de oligdmeros para PCR, uso para mapeo de cromosomas y génico, uso
en la produccién recombinante de LTBP2 y uso en generacién de ADN o ARN antisentido, sus analogos quimicos y
similares. Usos de nucleétidos que codifican una LTBP2 en el presente documento se desvelan a modo de ejemplo de

técnicas conocidas y no pretenden limitar su uso en ninguna técnica conocida para una persona experta habitual en la
materia. Ademas, las secuencias de nucledtidos desveladas en el presente documento pueden usarse en técnicas de
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biologia molecular que todavia no se han desarrollado, dado que las nuevas técnicas se basan en propiedades de
secuencias de nucledtidos que son actualmente conocidas, por ejemplo, el cédigo genético triplete, interacciones de
pares de bases especificos, etc.

Se apreciara por aquellos expertos en la materia que como resultado de la degeneracion del codigo genético puede
producirse una multitud de LTBP2 - que codifica secuencias de nucledtidos. Algunas de éstas solo poseeran homologia
minima con la secuencia de nuclettidos de la LTBP2 conocida y que se produce naturalmente. La invencién ha
contemplado especificamente todas y cada variacién posible de secuencia de nucleétidos que podria prepararse
seleccionando combinaciones basadas en posibles elecciones de codones. Estas combinaciones se hacen segun el
codigo genético de triplete estandar como se aplica a la secuencia de nucleétidos de LTBP2 que se produce
naturalmente, y todas aquellas deben considerarse como que se han desvelado especificamente.

Aunque las secuencias de nucleétidos que codifican una LTBP2, sus derivados o sus variantes pueden hibridarse
preferentemente con la secuencia de nucleétidos del polinucleétido de LTBP2 que se producen naturalmente bajo
condiciones rigurosas, puede ser ventajoso producir secuencias de nucleétidos que codifican polipéptidos de LTBP2 o
sus derivados que poseen un uso de codones sustancialmente diferente. Los codones pueden seleccionarse para
aumentar la tasa a la que se produce la expresién del péptido en un huésped de expresion procariota o eucariota
particular segun la frecuencia con la que se utilizan codones particulares por el huésped. Otros motivos para alterar
sustancialmente la secuencia de nucleotidos que codifica un polipéptido de LTBP2 y/o sus derivados sin alterar la
secuencia de aminodcidos codificada incluyen la produccién de transcritos de ARN que tienen propiedades mas
deseables tales como una mayor semivida que los transcritos producidos a partir de la secuencia que se produce
naturalmente.

Secuencias de nucleétidos que codifican un polipéptido de LTBP2 pueden unirse a una variedad de otras secuencias
de nucleétidos por medio de técnicas de ADN recombinante bien establecidas. Secuencias de nucleétidos Utiles para
unirse con polinucleétidos de LTBP2 incluyen una seleccién de vectores de clonacién tales como plasmidos, cosmidos,
derivados del fago lambda, fagémidos, y similares. Vectores de interés incluyen vectores de expresion, vectores de
replicacién, vectores de generacion de sondas, vectores de secuenciacion, etc. En general, los vectores de interés
pueden contener un origen de replicacion funcional en al menos un organismo, sitios sensibles a endonucleasa de
restriccion convenientes y marcadores de seleccion para uno o mas sistemas de células huésped.

Otro aspecto de la invencion objeto es proporcionar sondas de hibridacién especificas de LTBP2 que pueden
hibridarse con secuencias de nucleétidos que se producen naturalmente que codifican LTBP2. Tales sondas también
pueden usarse para la deteccion de secuencias codificantes de proteinas similares y deben mostrar preferentemente al
menos el 40% de identidad de nucledtidos con polinucleétidos de LTBP2. Las sondas de hibridacion de la invencion
objeto pueden derivarse de la secuencia de nuclettidos presentada como SEC ID N% 1 o de secuencias gendmicas
que incluyen promotor, potenciadores o intrones del gen nativo. Pueden marcarse sondas de hibridacién mediante una
variedad de moléculas indicadoras usando técnicas muy conocidas en la técnica.

Se reconocera que muchos analogos de delecion o de mutacion de polinucleétidos de LTBP2 seran sondas de
hibridacion eficaces para polinucleétidos de LTBP2. Por consiguiente, la invencion se refiere a secuencias de acidos
nucleicos que se hibridan con tales secuencias de acidos nucleicos que codifican LTBP2 bajo condiciones rigurosas.

“Condiciones rigurosas” se refiere a condiciones que permiten la hibridacién de secuencias de &cidos nucleicos
sustancialmente relacionadas. Por ejemplo, tales condiciones permitiran generalmente la hibridacion de secuencia con
al menos aproximadamente el 85% de identidad de secuencias, preferentemente con al menos aproximadamente el
90% de identidad de secuencias, mas preferentemente con al menos aproximadamente el 95% de identidad de
secuencias. Las condiciones de hibridacion y sondas pueden ajustarse de formas bien caracterizadas para lograr la
hibridacion selectiva de sondas derivadas de ser humano. Condiciones rigurosas, dentro del significado de la invencién,
son 68 °C en un tampo6n que contiene 0,2 x SSC (1x solucién salina-citrato estandar = NaCl 150 mM, citrato de trisodio
15 mM) [Sambrook y col., (1989)].

Moléculas de acidos nucleicos que se hibridaran con polinucleétidos de LTBP2 bajo condiciones rigurosas pueden
identificarse funcionalmente. Sin limitacion, ejemplos de los usos para sondas de hibridacion incluyen: usos
histoquimicos tales como identificar tejidos que expresan LTBP2; medicién de niveles de ARNm, por ejemplo, para
identificar un tipo de tejido de muestra o para identificar células que expresan niveles anormales de LTBP2; y detectar
polimorfismos de LTBP2.

La PCR proporciona usos adicionales para oligonucleétidos basados en la secuencia de nucleétidos que codifica
LTBP2. Tales sondas usadas en PCR pueden ser de origen recombinante, quimicamente sintetizadas, o una mezcla
de ambos. Los oligdmeros pueden comprender secuencias de nucleétidos discretas empleadas bajo condiciones
optimizadas para la identificacion de LTBP2 en tejidos especificos 0 uso diagnéstico. Los dos mismos oligdmeros, un
conjunto anidado de oligbmeros, o incluso una agrupacion degenerada de oligdmeros, pueden emplearse bajo
condiciones menos rigurosas para identificacion de ADN o ARN estrechamente relacionados.
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Las reglas para disefiar cebadores de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) estan ahora establecidas, como
se ha revisado por protocolos de PCR. Pueden disefarse cebadores degenerados, es decir, preparaciones de
cebadores que son heterogéneas en localizaciones de secuencia dadas, para amplificar secuencias de acidos
nucleicos que son altamente homdlogas a, pero no idénticas a, LTBP2. Ahora estan disponibles estrategias que
permiten que solo uno de los cebadores se requiera para hibridarse especificamente con una secuencia conocida. Por
ejemplo, pueden ligarse cebadores de &cidos nucleicos apropiados al &cido nucleico que se busca amplificar para
proporcionar el componente de hibridacién para uno de los cebadores. De esta forma, solo uno de los cebadores
necesita basarse en la secuencia del acido nucleico que se busca amplificar.

Los procedimientos de PCR para amplificar acido nucleico utilizaran al menos dos cebadores. Uno de estos cebadores
podra hibridarse con una primera hebra del &cido nucleico que va a amplificarse y cebar la sintesis de acidos nucleicos
accionada por enzimas en una primera direccién. La otra podra hibridarse con la secuencia reciproca de la primera
hebra (si la secuencia que va a amplificarse es monocatenaria, esta secuencia sera inicialmente hipotética, pero se
sintetizara en el primer ciclo de amplificaciéon) y sondar la sintesis de acidos nucleicos a partir de esa hebra en la
direccion opuesta a la primera direccion y hacia el sitio de hibridacién para el primer cebador. Las condiciones para
realizar tales amplificaciones, particularmente bajo condiciones de hibridacién rigurosas preferidas, son muy conocidas.

Otros medios de produccion de sondas de hibridacion especificas para LTBP2 incluyen la clonacién de secuencias de
acidos nucleicos que codifican derivados de LTBP2 o LTBP2 en vectores para la produccién de sondas de ARNm.
Tales vectores se conocen en la técnica, estan comercialmente disponibles y pueden usarse para sintetizar sondas de
ARN in vitro por medio de la adicion de la ARN polimerasa apropiada como T7 o ARN polimerasa SP6 y las moléculas
indicadoras apropiadas.

Es posible producir una secuencia de ADN, o porciones de la misma, completamente por quimica sintética. Después
de la sintesis, la secuencia de acidos nucleicos puede insertarse en cualquiera de los muchos vectores de ADN
disponibles y sus células huésped respectivas usando técnicas que son muy conocidas en la técnica. Ademas, puede
usarse quimica sintética para introducir mutaciones en la secuencia de nucleétidos. Alternativamente, una parte de la
secuencia en la que se desea una mutacion puede sintetizarse y recombinarse con porcidbn mas larga de una
secuencia genodmica o recombinante existente.

Pueden usarse polinucleétidos de LTBP2 para producir un oligo- o polipéptido purificado usando procedimientos muy
conocidos de tecnologia de ADN recombinante. El oligopéptido puede expresarse en una variedad de células huésped,
tanto procariotas como eucariotas. Las células huésped pueden ser de las mismas especies de las que se derivo la
secuencia de nucleétidos o de una especie diferente. Ventajas de producciéon de un oligonucleétido por tecnologia de
ADN recombinante incluyen obtener cantidades adecuadas de la proteina para la purificacion y la disponibilidad de
procedimientos de purificaciéon simplificados.

Determinaciones cuantitativas de acidos nucleicos

Una etapa importante en el analisis genético molecular de enfermedad humana es frecuentemente la enumeracién del
numero de copias de un acido nucleico o la expresion relativa de un gen en tejidos particulares.

Varios enfoques diferentes estan actualmente disponibles para hacer determinaciones cuantitativas de acidos
nucleicos. Las técnicas basadas en cromosomas, tales como hibridacién genémica comparativa (CGH) e hibridacion
fluorescente in situ (FISH), facilitan los esfuerzos para localizar citogenéticamente regiones que estan alteradas en
células tumorales. Las regiones de alteracién genémica pueden estrecharse adicionalmente usando andlisis de pérdida
de heterocigosidad (LOH), en el que el ADN de la enfermedad se analiza y se compara con ADN normal para la
pérdida de un marcador polimérfico heterocigético. Los primeros experimentos usaron polimorfismos de la longitud del
fragmento de restriccion (RFLP) [Johnson, (1989)], o ADN mini-satélite hipervariable [Barnes, 2000]. En los ultimos
anos se ha realizado LOH principalmente usando amplificacién por PCR de marcadores de microsatélite y
electroforesis de los productos de PCR marcados con radio [Jeffreys, (1985)] o marcados fluorescentemente [Weber,
(1990)] y se comparado entre ADN normales y enfermos apareados.

También se han desarrollado varios otros procedimientos para cuantificar acidos nucleicos [Gergen, (1992)]. Mas
recientemente, se han desarrollado procedimientos de PCR y RT-PCR que pueden medir la cantidad de un &cido
nucleico en una muestra. Un enfoque, por ejemplo, mide la cantidad de producto de PCR en la fase logaritmica de la
reaccién antes de la formacion de mesetas de productos de reaccion [Thomas, (1980)].

Una secuencia de gen contenida en todas las muestras a cantidad relativamente constante se utiliza normalmente para
la normalizacion de la eficiencia de amplificacion de muestras. Este enfoque, sin embargo, sufre varios inconvenientes.
El procedimiento requiere que cada muestra tenga cantidades de entrada iguales de &cido nucleico y que la eficiencia
de amplificacion entre muestras sea idéntica hasta el momento de analisis. Ademas, es dificil usar los procedimientos
convencionales de cuantificacion por PCR tales como electroforesis en gel o hibridacién por captura en placa para
determinar que todas las muestras sean de hecho analizadas durante la fase logaritmica de la reaccion segun se
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requiera mediante el procedimiento.

Otro procedimiento llamado (QC)-PCR cuantitativa competitiva, como el nombre implica, se basa en la inclusién de un
competidor de control interno en cada reaccion [Piatak, (1993), BioTechniques]. La eficiencia de cada reacciéon se
normaliza al competidor interno. Una cantidad conocida de competidor interno se afiade normalmente a cada muestra.
El producto de PCR diana desconocido se compara con el producto de PCR competidor conocido para obtener
cuantificaciéon relativa. Una dificultad con este enfoque general se basa en desarrollar un control interno que se
amplifique con la misma eficiencia que la molécula diana.

Ensayos de 5' nucleasa fluorogénica

Los ensayos de nucleasa fluorogénica son un procedimiento de cuantificacion en tiempo real que usa una sonda para
monitorizar la formacién de producto de amplificacion. La base para este procedimiento de monitorizacion de la
formacién de producto de amplificacion es medir continuamente la acumulacién de producto de PCR usando una
sonda de oligonucleétidos fluorogénica dualmente marcada, un enfoque frecuentemente denominado en la bibliografia
simplemente el “procedimiento TagMan” [Piatak,(1993), Science; Heid, (1996); Gibson, (1996); Holland. (1991)].

La sonda usada en tales ensayos es normalmente un oligonucleétido corto (aproximadamente 20-25 bases) que se
marca con dos colorantes fluorescentes diferentes. El extremo 5' de la sonda esta unido a un colorante indicador y el
extremo 3' estd unido a un colorante extintor, aunque los colorantes también podrian unirse en otras localizaciones
sobre la sonda. La sonda se disefia para tener al menos complementariedad de secuencias sustancial con el sitio de
unién a sonda. En la direccion 5' y en la direccion 3', los cebadores de PCR que se unen a regiones flanqueantes del
sitio se afaden a la mezcla de reaccion. Cuando la sonda esta intacta se produce la transferencia de energia entre los
dos fluoréforos y el extintor extingue la emision del indicador. Durante la fase de extension de PCR, la sonda se escinde
por la actividad de 5' nucleasa de una polimerasa de acido nucleico tal como Taq polimerasa, liberando asi el indicador
del extintor de oligonucleétido y produciendo un aumento de la intensidad de emisién del indicador que puede medirse
por un detector apropiado.

Un detector que esta especificamente adaptado para medir emisiones de fluorescencia tales como aquellas creadas
durante un ensayo fluorogénico es ABI 7700 o 4700 HT fabricados por Applied Biosystems, Inc. en Foster City, Calif.
ABI 7700 usa fibra 6ptica conectada con cada pocillo de una disposicion de tubos de PCR de 96 6 384 pocillos. El
instrumento incluye un laser para excitar las marcas y puede medir la intensidad de espectros de fluorescencia de cada
tubo con monitorizacion continua durante la amplificacion por PCR. Cada tubo se vuelve a examinar cada 8,5
segundos.

El software informatico provisto del instrumento puede registrar la intensidad de fluorescencia del indicador y extintor
durante el transcurso de la amplificacion. Los valores grabados se usaran entonces para calcular continuamente el
aumento en la emision de indicador normalizada. EI aumento en la intensidad de emision se representa frente al
tiempo, es decir, el nimero de ciclos de amplificacion, para producir una medida continua de la amplificacion. Para
cuantificar el sitio en cada reaccion de amplificacién, la representacion de la amplificacion se examina en un punto
durante la fase logaritmica de acumulacion de producto. Esto se lleva a cabo asignando una intensidad umbral de
fluorescencia por encima de la referencia y determinando el punto en el que cada representacion de amplificacion
cruza el umbral (definido como el nimero de ciclos umbral o Ct). Las diferencias en el nimero de ciclos umbral se usan
para cuantificar la cantidad relativa de diana de PCR contenida dentro de cada tubo. Asumiendo que cada reaccién
funciona al 100% de eficiencia de PCR, una diferencia de una Ct representa una diferencia doble en la cantidad de
molde de partida. El valor de fluorescencia puede usarse conjuntamente con una curva patrén para determinar la
cantidad de producto de amplificacion presente.

Procedimientos de deteccion basados en no sonda

Estan disponibles una variedad de opciones para medir los productos de amplificacion a medida que se forman. Un
procedimiento utiliza marcas tales como colorantes, que solo se unen a ADN bicatenario. En este tipo de enfoque, el
producto de amplificacion (que es bicatenario) se une a moléculas de colorante en disolucién para formar un complejo.
Con los colorantes apropiados es posible distinguir entre moléculas de colorante libres en disolucion y moléculas de
colorante unidas a producto de amplificacion. Por ejemplo, ciertos colorantes fluorescen solo cuando se unen a
producto de amplificacion. Ejemplos de colorantes que pueden usarse en procedimientos de este tipo general incluyen,
pero no se limitan a, Syber Green.TM. y Pico Green de Molecular Probes, Inc. de Eugene, Oreg., bromuro de etidio,
yoduro de propidio, cromomicina, naranja de acridina, Hoechst 33258, Toto-1, Yoyo-1, DAPI (clorhidrato de 4',6-
diamidino-2-fenilindol).

Otra técnica de deteccién en tiempo real mide la alteracion en la transferencia de energia de fluorescencia entre
fluoréforos conjugados con cebadores de PCR [Livak, (1995)].

Procedimientos de deteccion basados en sondas
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Estos procedimientos de deteccidon implican alguna alteracion a la estructura o conformacion de una sonda hibridada
con el sitio entre el par de cebadores de amplificacion. En algunos casos, la alteracion es producida por la extensién
dependiente de molde catalizada por una polimerasa de acido nucleico durante el procedimiento de amplificacion. La
alteracion genera una sefal detectable que es una medida indirecta de la cantidad de producto de amplificacién
formado.

Por ejemplo, algunos procedimientos implican la degradacion o digestion de la sonda durante la reaccién de extension.
Estos procedimientos son una consecuencia de la actividad de 5'-3' nucleasa asociada a algunas polimerasas de acido
nucleico. Las polimerasas que tienen esta actividad escinden mononucleétidos o pequefios oligonucleétidos de una
sonda de oligonucledtidos hibridada con su secuencia complementaria localizada dentro del sitio.

El extremo 3' del cebador en la direccion 5’ proporciona el sitio de unién inicial para la polimerasa de acido nucleico.
Como la polimerasa cataliza la extensién del cebador en la direccion 5' y se encuentra con la sonda unida, la
polimerasa de é&cido nucleico desplaza una parte del extremo 5' de la sonda y mediante su actividad de nucleasa
escinde mononucleétidos u oligonucleétidos de la sonda.

El cebador en la direccion 5' y la sonda pueden disefiarse de forma que se hibriden con la hebra complementaria en
estrecha proximidad entre si. En realidad, el extremo 3' del cebador en la direccion 5' y el extremo 5' de la sonda
pueden sucederse el uno al otro. En esta situacion, la extension del cebador en la direcciéon 5’ no es necesaria para
que la polimerasa de acido nucleico empiece a escindir la sonda. En el caso de que nucleétidos intervinientes separen
el cebador en la direccion 5' y la sonda, la extension del cebador es necesaria antes de que la polimerasa de &cido
nucleico se encuentre con el extremo 5' de la sonda. Una vez se produce el contacto y continGa la polimerizacion, la
actividad de 5'-3' exonucleasa de la polimerasa de &cido nucleico empieza a escindir mononucleétidos o
oligonucleétidos a partir del extremo 5' de la sonda. La digestion de la sonda continta hasta que la porcion restante de
la sonda se disocie de la hebra complementaria.

En disolucion, las dos secciones terminales pueden hibridarse entre si para formar un bucle de horquilla. En esta
conformacion, el colorante indicador y extintor estan en proximidad suficientemente proxima de forma que la
fluorescencia del colorante indicador sea eficazmente extinguida por el colorante extintor. La sonda hibridada, a
diferencia, produce una conformacion linealizada en la que el grado de extincion disminuye. Asi, monitorizando los
cambios de emisién para los dos colorantes es posible monitorizar indirectamente la formacion de producto de
amplificacion.

Sondas

La sonda marcada estd seleccionada de manera que su secuencia sea sustancialmente complementaria a un
segmento del sitio de prueba o un sitio de referencia. Como se indica anteriormente, el sitio de acido nucleico al que la
sonda se une debe localizarse entre los sitios de unién de la sonda para los cebadores de amplificacion en la direccién
5'y en la direccion 3'.

Cebadores

Los cebadores usados en la amplificacion estan seleccionados de manera que puedan hibridarse con secuencias en
regiones flanqueantes del sitio que se amplifica. Los cebadores se eligen para tener al menos complementariedad
sustancial con las diferentes hebras del acido nucleico que se amplifica. Cuando una sonda se utiliza para detectar la
formacion de productos de amplificacion, los cebadores se seleccionan de forma que flanqueen la sonda, es decir, se
localicen en la direccion 5'y en la direccion 3' de la sonda.

El cebador debe tener longitud suficiente de manera que pueda cebar la sintesis de productos de extensién en
presencia de un agente para la polimerizacion. La longitud y composicion del cebador dependen de muchos
parametros que incluyen, por ejemplo, la temperatura a la que se realiza la reaccion de hibridacién, proximidad del sitio
de unién a sonda a la del cebador, concentraciones relativas de cebador y sonda, y la composicion de acido nucleico
particular de la sonda. Normalmente, el cebador incluye 15-30 nucleétidos. Sin embargo, la longitud del cebador puede
ser mas o menos dependiendo de la complejidad del sitio de unién del cebador y los factores enumerados
anteriormente.

Marcas para sondas y cebadores

Las marcas usadas para marcar las sondas o cebadores de la presente invencion y que pueden proporcionar la sefal
correspondiente a la cantidad de producto de amplificacion pueden tomar una variedad de formas. Como se indica
anteriormente con respecto al procedimiento de 5' nucleasa fluorogénica, una sefal fluorescente es una sefnal que
puede medirse. Sin embargo, también pueden hacerse mediciones, por ejemplo, monitorizando radiactividad,
colorimetria, absorcion, parametros magnéticos o actividad enzimatica. Asi, marcas que pueden emplearse incluyen,
pero no se limitan a, fluoréforos, croméforos, isétopos radiactivos, reactivos densos en electrones, enzimas y ligandos
que tienen componentes de unién especifica (por ejemplo, biotina-avidina).
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La monitorizacién de cambios en la fluorescencia es una forma particularmente Gtil para monitorizar la acumulacion de
productos de amplificacién. Estdn comercialmente disponibles varias marcas utiles para unién a sondas o cebadores
que incluyen fluoresceina y diversos derivados de fluoresceina tales como FAM, HEX, TET y JOE (todos estan
disponibles de Applied Biosystems, Foster City, Calif.); amarillo Lucifer y derivados de cumarina.

Las marcas pueden unirse a la sonda o cebador usando una variedad de técnicas y pueden unirse en el extremo 5', y/o
el extremo 3' y/o en un nucleétido interno. La marca también puede unirse a brazos separadores de diversos tamafios
que estan unidos a la sonda o cebador. Estos brazos separadores son Utiles para obtener una distancia deseada entre
multiples marcas unidas a la sonda o cebador.

En algunos casos puede utilizarse una Unica marca; mientras que, en otros casos, tales como con los ensayos de 5'
nucleasa fluorogénica, por ejemplo, dos 0 mas marcas se unen a la sonda. En casos en los que la sonda incluye
multiples marcas, es generalmente aconsejable mantener separacion entre las marcas que sea suficiente para permitir
la separacion de las marcas durante la digestion de la sonda mediante la actividad de 5'-3' nucleasa de la polimerasa
de acido nucleico.

Micromatriz

Las matrices de &cidos nucleicos que se han usado en la presente invencion son aquellas que estan comercialmente
disponibles de Affymetrix (Santa Clara, Calif.) bajo el nombre de marca GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0
Array® o Rat Genome U230 Plus 2.0 Array, respectivamente, que representa la cobertura completa de los conjuntos de
sondas Human Genome U133 Set Plus 9921 que representan aproximadamente 6.500 nuevos genes (con un total de
aproximadamente 56.000 transcritos) o el genoma de rata, respectivamente. La plataforma de tecnologia de Affymetrix
(Santa Clara, Calif.) consiste en micromatrices de alta densidad y herramientas GeneChip para ayudar a procesar y
analizar aquellas matrices, que incluyen ensayos y reactivos normalizados, instrumentaciéon y gestion de datos y
herramientas de analisis.

Las micromatrices GeneChip consisten en pequefios fragmentos de ADN (denominados sondas) quimicamente
sintetizados en localizaciones especificas sobre una superficie de cuarzo recubierta. Extrayendo y marcando &cidos
nucleicos de muestras experimentales, y luego hibridando aquellas muestras preparadas con la matriz, la cantidad de
marca puede monitorizarse permitiendo una medida de la regulacion génica.

Las matrices de genoma humano GeneChip incluyen un conjunto de genes de mantenimiento humanos para facilitar la
normalizacién y el escalado de experimentos en matriz y para realizar comparacién de datos. Este conjunto de genes
de normalizacion muestra niveles de expresién coherentes con respecto a un diverso conjunto de tejidos.

Pacientes que presentan sintomas de enfermedad

Varias enfermedades estan asociadas a cambios en el nimero de copias de un cierto gen. Para pacientes que tienen
sintomas de una enfermedad, el procedimiento de PCR en tiempo real puede usarse para determinar si el paciente
tiene alteraciones en el niumero de copias que se sabe que estan ligadas a enfermedades que estan asociadas a los
sintomas que tiene el paciente.

Expresion de LTBP2
Proteinas de fusion de LTBP2

Las proteinas de fusion son Utiles para generar anticuerpos contra polipéptidos de LTBP2 y para su uso en diversos
sistemas de ensayo. Por ejemplo, pueden usarse proteinas de fusion para identificar proteinas que interaccionan con
porciones de polipéptidos de LTBP2. Para este fin puede usarse cromatografia de afinidad de proteina o ensayos
basados en bibliotecas para interacciones proteina-proteina, tales como los sistemas de expresion de dos hibridos en
levadura o en fago. Tales procedimientos son muy conocidos en la técnica y también pueden usarse como cribados de
farmacos.

Una proteina de fusion de LTBP2 comprende dos segmentos de polipéptido fusionados juntos por medio de un enlace
peptidico. El primer segmento de polipéptido puede comprender al menos 54, 75, 100, 125, 139, 150, 175, 200, 225,
250, 275, 300, 325 6 350 aminoacidos contiguos de SEC ID N2 3 6 4 o de una variante, tales como aquellos descritos
anteriormente. El primer segmento de polipéptido también puede comprender LTBP2 de longitud completa.

El segundo segmento de polipéptido puede ser una proteina de longitud completa o un fragmento de proteina.
Proteinas cominmente usadas en la construccion de proteinas de fusion incluyen, pero no se limitan a, (-
galactosidasa, B-glucuronidasa, proteina verde fluorescente (GFP), proteinas autofluorescentes, que incluyen proteina
azul fluorescente (BFP), glutation-S-transferasa (GST), luciferasa, peroxidasa de rabano picante (HRP) y cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT). Adicionalmente se usan marcas de epitopes en construcciones de proteinas de fusién, que
incluyen marcas de histidina (His), marcas FLAG, marcas de hemaglutinina de la gripe (HA), marcas Myc, marcas VSV-
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G y marcas de tiorredoxina (Trx). Otras construcciones de fusion pueden incluir proteina de unién a maltosa (MBP), S-
tag, fusiones de Lex A-dominio de union de ADN (DBD), fusiones de GAL4-dominio de unién de ADN y fusiones del
virus del herpes simple (HSV)-proteina BP16. Una proteina de fusién también puede manipularse para contener un sitio
de escision localizado adyacente a LTBP2.

Preparacion de polinucledtidos

Un polinucleétido de LTBP2 que se produce naturalmente puede aislarse libre de otros componentes celulares tales
como componentes de membrana, proteinas y lipidos. Pueden prepararse polinucleétidos por una célula y aislarse
usando técnicas de purificacion de acidos nucleicos convencionales o sintetizarse usando una técnica de amplificacién,
tal como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), o usando un sintetizador automatico. Los procedimientos para
aislar polinucleétidos son rutinarios y se conocen en la técnica. Cualquier técnica tal para obtener un polinucleétido
puede usarse para obtener polinucleétidos de LTBP2 aislados. Por ejemplo, pueden usarse enzimas de restriccion y
sondas para aislar fragmentos de polinucleétidos que comprenden secuencias de nucleétidos de LTBP2. Los
polinucledtidos aislados estan en preparaciones que estan libres o al menos el 70, 80 o el 90% libres de otras
moléculas.

Pueden prepararse moléculas de ADNc de LTBP2 con técnicas de biologia molecular convencionales usando ARNm
de LTBP2 como molde. Las moléculas de ADNc de LTBP2 pueden después replicarse usando técnicas de biologia
molecular conocidas en la técnica. Una técnica de amplificacion, tal como PCR, puede usarse para obtener copias de
polinucledtidos adicionales de la invencién, usando tanto ADN gendémico humano como ADNc como molde.

Alternativamente, pueden usarse técnicas de quimica sintética para sintetizar polinucleétidos de LTBP2. La
degeneracion del codigo genético permite sintetizar secuencias de nucleétidos alternativas que codificaran LTBP2 que
tienen, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N: 2 o una variante biologicamente activa de
la misma.

Extension de polinucledtidos

Pueden usarse diversos procedimientos basados en PCR para extender secuencias de &cidos nucleicos que codifican
LTBP2 humana, por ejemplo, para detectar secuencias en la direccién 5' del gen LTBP2 tales como promotores y
elementos reguladores. Por ejemplo, la PCR de sitio de restriccion usa cebadores universales para recuperar
secuencia desconocida adyacente a un sitio conocido. EI ADN gendémico se amplifica primero en presencia de un
cebador con una secuencia de ligador y un cebador especifico para la region conocida. Las secuencias amplificadas se
someten entonces a una segunda ronda de PCR con el mismo cebador ligador y otro cebador especifico interno al
primero. Los productos de cada ronda de PCR se transcriben con una ARN polimerasa apropiada y se secuencian
usando transcriptasa inversa.

También puede usarse PCR inversa para amplificar o extender secuencias usando cebadores divergentes basados en
una region conocida. Los cebadores pueden disefiarse usando software comercialmente disponible, tal como el
software de andlisis de cebadores OLIGO 4.06 (National Biosciences Inc., Plymouth, Minn.), para que tengan 22-30
nucleétidos de longitud, para tener un contenido de GC del 50% o mas, y para hibridarse con la secuencia diana a
temperaturas de aproximadamente 68-72 °C. El procedimiento usa varias enzimas de restriccion para generar un
fragmento adecuado en la regién conocida de un gen. El fragmento se circulariza entonces por ligacién intramolecular y
se usa como molde de PCR.

Otro procedimiento que puede usarse es PCR de captura, que implica amplificacion por PCR de fragmentos de ADN
adyacentes a una secuencia conocida en ADN cromosémico artificial humano y de levadura. En este procedimiento
también pueden usarse mdltiples digestiones con enzima de restriccién y ligaciones para poner una secuencia
bicatenaria manipulada en un fragmento desconocido de la molécula de ADN antes de realizar la PCR.

Cuando se criba ADNc de longitud completa es preferible usar bibliotecas que han sido seleccionadas por tamafio para
incluir ADNc mayores. Se prefieren bibliotecas cebadas al azar, porque contendran mas secuencias que contienen las
regiones 5' de genes. El uso de una biblioteca cebada al azar puede ser especialmente preferible para situaciones en
las que una biblioteca de oligo d(T) no da un ADNc de longitud completa. Pueden ser Utiles bibliotecas gendmicas para
extensién de secuencia en regiones reguladoras no transcritas de 5'.

Pueden usarse sistemas de electroforesis capilar comercialmente disponibles para analizar el tamafo o confirmar la
secuencia de nucleétidos de PCR o productos de secuenciacion. Por ejemplo, la secuenciacion capilar puede emplear
polimeros fluidos para separacion electroforética, cuatro colorantes fluorescentes diferentes (uno para cada nucleétido)
que son activados por laser, y deteccién de las longitudes de onda emitidas por una camara de dispositivo de carga
acoplada. La intensidad de salida/luz puede convertirse en sefal eléctrica usando equipo y software apropiado (por
ejemplo, GENOTYPER y Sequence NAVIGATOR, Perkin Elmer), y el procedimiento entero de cargar muestras para el
andlisis informatico y la visualizacién de datos electronicos pueden ser controlados por ordenador. La electroforesis
capilar es especialmente preferible para la secuenciacion de trozos pequefios de ADN que podrian estar presentes en
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cantidades limitadas en una muestra particular.
Obtencion de polipéptidos

LTBP2 puede obtenerse, por ejemplo, por purificacion de células humanas, por expresiéon de polinucleétidos de LTBP2,
o0 por sintesis quimica directa.

Purificacion de proteinas

LTBP2 puede purificarse a partir de cualquier célula humana que expresa la enzima, que incluye aquellas que se han
transfectado con construcciones de expresién que expresan LTBP2. Una LTBP2 purificada se separa de otros
compuestos que normalmente se asocian con LTBP2 en la célula, tales como ciertas proteinas, hidratos de carbono o
lipidos, usando procedimientos muy conocidos en la técnica. Tales procedimientos incluyen, pero no se limitan a,
cromatografia de exclusiéon por tamano, fraccionamiento con sulfato de amonio, cromatografia de intercambio i6nico,
cromatografia de afinidad y electroforesis preparativa en gel.

Expresion de polinucledtidos de LTBP2

Para expresar LTBP2, los polinucleétidos de LTBP2 pueden insertarse en un vector de expresion que contiene los
elementos necesarios para la transcripcion y traduccion de la secuencia codificante insertada. Pueden usarse
procedimientos que son muy conocidos para aquellos expertos en la materia para construir vectores de expresion que
contienen secuencias que codifican LTBP2 y elementos de control de la transcripcion y traduccion apropiados. Estos
procedimientos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion genética in vivo.

Puede utilizarse una variedad de sistemas de vectores de expresion/huésped para contener y expresar secuencias que
codifican LTBP2. Estos incluyen, pero no se limitan a, microorganismos tales como bacterias transformadas con
vectores de expresion de ADN de bacteriéfago, plasmido o césmido recombinante; levadura transformada con vectores
de expresion en levadura, sistemas de células de insecto infectados con vectores de expresién en virus (por ejemplo,
baculovirus), sistemas de célula de planta transformados con vectores de expresion en virus (por ejemplo, virus del
mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con vectores de expresion bacterianos (por ejemplo,
plasmidos Ti o pBR322), o sistemas de células animales.

Los elementos de control o secuencias reguladoras son aquellas regiones del vector no traducidas - potenciadores,
promotores, regiones sin traducir de 5' y 3' - que interaccionan con proteinas celulares huésped para llevar a cabo la
transcripcion y traduccién. Tales elementos pueden variar en su intensidad y especificidad. Dependiendo del sistema
de vector y huésped utilizado puede usarse cualquier nimero de elementos de transcripcién y traduccién adecuados,
que incluye promotores constitutivos e inducibles. Por ejemplo, cuando se clona en sistemas bacterianos pueden
usarse promotores inducibles tales como el promotor lacZ hibrido del fagémido BLUESCRIPT (Stratagene, LaJolla,
Calif.) o el plasmido pSPORT1 (Life Technologies) y similares. El promotor de la poliedrina del baculovirus puede
usarse en células de insecto. Promotores o potenciadores derivados de los genomas de células vegetales (por
ejemplo, choque térmico, RUBISCO, y genes de proteina de almacenamiento) o de virus de plantas (por ejemplo,
promotores virales o secuencias conductoras) pueden clonarse en el vector. En sistemas de células de mamifero se
prefieren promotores de genes de mamifero o de virus de mamifero. Si es necesario generar una linea celular que
contiene multiples copias de una secuencia de nucleétidos que codifica LTBP2, vectores basados en SV40 o EBV
pueden usarse con un marcador de seleccién apropiado.

Sistemas de expresion en bacterias y levadura

En sistemas bacterianos pueden seleccionarse varios vectores de expresién. Por ejemplo, cuando se necesita una
gran cantidad de LTBP2 para la induccién de anticuerpos, pueden usarse vectores que dirigen la expresion de alto
nivel de proteinas de fusion que se purifican facilimente. Tales vectores incluyen, pero no se limitan a, clonacién de E.
coli multifuncional y vectores de expresion tales como BLUESCRIPT (Stratagene). En un vector BLUESCRIPT, una
secuencia que codifica LTBP2 puede ligarse en el vector en marco con secuencias para la Met del extremo amino y los
7 residuos posteriores de B-galactosidasa de manera que se produzca una proteina hibrida. Los vectores pIN o los
vectores pGEX (Promega, Madison, Wis.) también pueden usarse para expresar polipéptidos extrafios como proteinas
de fusion con glutation S-transferasa (GST). En general, tales proteinas de fusién son solubles y pueden purificarse
facilmente a partir de células lisadas por adsorcién a perlas de glutatién-agarosa, seguido de elucién en presencia de
glutation libre. Proteinas hechas en tales sistemas pueden disefiarse para incluir heparina, trombina o sitios de escisién
de proteasa del factor Xa de manera que el polipéptido clonado de interés pueda liberarse del resto GST a voluntad.

Sistemas de expresion en plantas e insectos

Si se usan vectores de expresion en plantas, la expresion de secuencias que codifican LTBP2 puede accionarse por
distintos promotores. Por ejemplo, promotores virales tales como los promotores 35S y 19S del CaMV pueden usarse
solos o en combinacion con la secuencia conductora omega de TMV. Alternativamente pueden usarse promotores de
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plantas tales como la subunidad pequefia de RUBISCO o promotores de choque térmico. Estas construcciones pueden
introducirse en células vegetales por transformacion de ADN directa o por transfeccion mediada por patégenos.

También puede usarse un sistema de insecto para expresar LTBP2. Por ejemplo, en un sistema Autographa californica
tal, el virus de la poliedrosis nuclear (AcNPV) se usa como vector para expresar genes extrafios en células de
Spodoptera frugiperda o en larvas de Trichoplusia. Pueden clonarse secuencias que codifican LTBP2 en una region no
esencial del virus, tal como el gen de poliedrina, y ponerse bajo el control del promotor de la poliedrina. La insercién
satisfactoria de LTBP2 convertira el gen de la poliedrina en inactivo y producira virus recombinante que carece de
proteina de la envuelta. Los virus recombinantes pueden entonces usarse para infectar células de S. frugiperda o
larvas de Trichoplusia en las que puede expresarse LTBP2.

Sistemas de expresion en mamiferos

Pueden usarse varios sistemas de expresioén basados en virus para expresar LTBP2 en células huésped de mamifero.
Por ejemplo, si se usa un adenovirus como vector de expresion, las secuencias que codifican LTBP2 pueden ligarse en
un complejo de transcripcion/traduccion de adenovirus que comprende el promotor tardio y la secuencia conductora
tripartita. La insercion en una regién E1 o E3 no esencial del genoma viral puede usarse para obtener un virus viable
que puede expresar LTBP2 en células huésped infectadas [Engelhard, (1994)]. Si se desea, potenciadores de la
transcripcion, tales como el potenciador del virus del sarcoma de Rous (RSV), pueden usarse para aumentar la
expresion en células huésped de mamifero.

También pueden usarse cromosomas artificiales humanos (HAC) para administrar fragmentos de ADN mas grandes
que pueden contenerse y expresarse en un plasmido. Los HAC de 6M a 10M se construyen y se administran a células
mediante procedimientos de administracion convencionales (por ejemplo, liposomas, polimeros de amino
policatiénicos, o vesiculas). También pueden usarse sefiales de iniciacion especificas para lograr traduccién mas
eficiente de secuencias que codifican LTBP2. Tales sefiales incluyen el codén de iniciacion ATG y secuencias
adyacentes. En casos en los que las secuencias que codifican LTBP2, su codén de iniciacién y secuencias en la
direccion 5' se inserten en el vector de expresion apropiado, puede no necesitarse sefiales de control de la
transcripcion o traduccién adicionales. Sin embargo, en casos en los que solo se inserta secuencia codificante, o un
fragmento de la misma, deben proporcionarse sefiales de control de la traduccion exégenas (que incluyen el codén de
iniciacion ATG). El coddn de iniciacion debe estar en el marco de lectura correcto para garantizar la traduccion del
inserto entero. Elementos de traduccién y codones de iniciacion exégenos pueden ser de diversos origenes, tanto
naturales como sintéticos.

Células huésped

Una cepa de célula huésped puede elegirse para su capacidad para modular la expresién de las secuencias insertadas
0 para procesar LTBP2 expresada en el modo deseado. Tales modificaciones del polipéptido incluyen, pero no se
limitan a, acetilacion, carboxilacién, glucosilacion, fosforilacion, lipidacién y acilacion. También puede usarse
procesamiento postraduccional que escinde una forma “prepro” del polipéptido para facilitar la correcta insercion,
plegamiento y/o funcion. Células huésped diferentes que tienen maquinaria celular especifica y mecanismos
caracteristicos para actividades postraduccionales (por ejemplo, CHO, HelLa, MDCK, HEK293 y WI38) estan
disponibles de la Coleccion americana de cultivos tipo (ATCC; 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209)
y pueden elegirse para garantizar la correcta modificacion y procesamiento de la proteina extrana.

Se prefiere expresion estable para produccion de alto rendimiento a largo plazo de proteinas recombinantes. Por
ejemplo, lineas celulares que expresan establemente LTBP2 pueden transformarse usando vectores de expresion que
pueden contener origenes de replicacion virales y/o elementos de expresion enddgenos y un gen del marcador de
seleccion en el mismo o en un vector separado. Tras la introduccién del vector, puede permitirse que las células se
cultiven durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes de cambiarse a un medio selectivo. El fin del marcador de
seleccion es conferir resistencia a la seleccién, y su presencia permite el crecimiento y recuperacion de células que
expresan satisfactoriamente las secuencias de LTBP2 introducidas. Clones resistentes de células establemente
transformadas pueden proliferar usando técnicas de cultivo de tejido apropiadas para el tipo de célula. Cualquier
niimero de sistemas de seleccion puede usarse para recuperar lineas celulares transformadas. Estos incluyen, pero no
se limitan a, los genes timidina cinasa del virus del herpes simple [Logan, (1984)] y adenina fosforibosiltransferasa
[Wigler, (1977)] que pueden emplearse en células tk o aprt, respectivamente. Por tanto, puede usarse resistencia
antimetabolito, a antibiéticos o herbicidas como base para la seleccion. Por ejemplo, dhfr confiere resistencia a
metrotrexato [Lowy, (1980)], npt confiere resistencia a los aminoglucésidos, neomicina y G-418 [Wigler, (1980)], y als y
pat confieren resistencia a clorsulfurona y fosfinotricina acetiltransferasa, respectivamente [Colbere-Garapin, 1981]. Se
han descrito genes de seleccion adicionales. Por ejemplo, troB permite que las células utilicen indol en lugar de
triptéfano, o hisD permite que las células utilicen histinol en lugar de histidina. Pueden usarse marcadores visibles tales
como antocianinas, B-glucuronidasa y su sustrato GUS, y luciferasa y su sustrato luciferina, para identificar
transformantes y para cuantificar la cantidad de expresion transitoria o estable de proteinas atribuibles a un sistema de
vector especifico.
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Deteccion de la expresion de polipéptidos

Aunque la presencia de expresion de genes marcadores sugiere que un polinucleétido de LTBP2 también esta
presente, puede necesitar confirmarse su presencia y expresion. Por ejemplo, si una secuencia que codifica LTBP2 se
inserta dentro de una secuencia de gen marcador, células transformadas que contienen secuencias que codifican
LTBP2 pueden identificarse por la ausencia de funcién de genes marcadores. Alternativamente, un gen marcador
puede colocarse en tdndem con una secuencia que codifica LTBP2 bajo el control de un Unico promotor. La expresién
del gen marcador en respuesta a induccién o seleccion normalmente indica expresién de polinucleétido de LTBP2.

Alternativamente, células huésped que contienen un polinucleétido de LTBP2 y que expresan LTBP2 pueden
identificarse mediante una variedad de procedimientos conocidos para aquellos expertos en la materia. Estos
procedimientos incluyen, pero no se limitan a, hibridaciones de ADN-ADN o ADN-ARN vy técnicas de bioensayo o
inmunoensayo de proteinas que incluyen tecnologias basadas en membrana, disolucién o chip para la deteccién y/o
cuantificacién de acido nucleico o proteina. Por ejemplo, la presencia de una secuencia de polinucledtidos que codifica
LTBP2 puede detectarse por hibridacion de ADN-ADN o ADN-ARN o amplificacién usando sondas o fragmentos o
fragmentos de polinucledtidos que codifican LTBP2. Los ensayos basados en la amplificacion de &cidos nucleicos
implican el uso de oligonucleétidos seleccionados de secuencias que codifican LTBP2 para detectar transformantes
que contienen un polinucledtido de LTBP2.

Se conocen en la técnica una variedad de protocolos para detectar y medir la expresion de LTBP2, usando tanto
anticuerpos policlonales como monoclonales especificos para el polipéptido. Ejemplos incluyen enzimoinmunoandlisis
de adsorcion (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) y citometria de flujo activada por fluorescencia (FACS). Puede usarse
un inmunoensayo basado en monoclonal de dos sitios usando anticuerpos monoclonales reactivos con dos epitopes
no interferentes en LTBP2, o puede emplearse un ensayo de unién competitiva.

Se conoce una amplia variedad de marcas y técnicas de conjugacién por aquellos expertos en la materia y puede
usarse en diversos ensayos de acidos nucleicos y aminoacidos. Medios para producir hibridacion marcada o sondas de
PCR para detectar secuencias relacionados con polinucledtidos que codifican LTBP2 incluyen oligomarcado,
traduccién de mellas, marcado de los extremos o amplificacion por PCR usando un nucleétido marcado.
Alternativamente pueden clonarse secuencias que codifican LTBP2 en un vector para la produccién de una sonda de
ARNm. Tales vectores se conocen en la técnica, estan comercialmente disponibles y pueden usarse para sintetizar
sondas de ARN in vitro mediante adicion de nucledtidos marcados y una ARN polimerasa apropiada tal como T7, T3 o
SP6. Estos procedimientos pueden realizarse usando una variedad de kits comercialmente disponibles (Amersham
Pharmacia Biotech, Promega, y US Biochemical). Moléculas indicadoras o marcas adecuadas que pueden usarse para
facilitar la deteccién incluyen radioniclidos, enzimas y agentes fluorescentes, quimioluminiscentes o cromogénicos,
ademas de sustratos, cofactores, inhibidores, particulas magnéticas y similares.

Expresion y purificacion de polipéptidos

Células huésped transformadas con polinucleétidos de LTBP2 pueden cultivarse en condiciones adecuadas para la
expresion y recuperacion de la proteina del cultivo celular. El polipéptido producido por una célula transformada puede
secretarse o estar contenido intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o el vector usado. Como se entendera
por aquellos expertos en la materia, vectores de expresién que contienen polinucledtidos de LTBP2 pueden disefarse
para contener secuencias sefial que dirigen la secrecion de LTBP2 soluble mediante una membrana de células
procariotas o eucariotas o que dirige la insercion de membrana de LTBP2 unida a membrana.

Como se trata anteriormente, otras construcciones pueden usarse para unir una secuencia que codifica LTBP2 a una
secuencia de nuclettidos que codifica un dominio de polipéptido que facilitara la purificacion de proteinas solubles. Tal
purificacién que facilita dominios incluye, pero no se limita a, péptidos quelantes metalicos tales como mdédulos de
histidina-tript6fano que permiten la purificacion sobre metales inmovilizados, dominios de proteina A que permiten la
purificacién sobre inmunoglobulina inmovilizada, y el dominio utilizado en el sistema de purificacién por
extensién/afinidad FLAGS (Immunex Corp., Seattle, Wash.). La inclusién de secuencias de ligador escindibles tales
como aquellas especificas para factor XA o enterocinasa (Invitrogen, San Diego, CA) entre el dominio de purificacion y
LTBP2 también puede usarse para facilitar la purificacion. Un vector de expresion tal proporciona la expresion de una
proteina de fusion que contiene LTBP2 y 6 residuos de histidina que preceden a una tiorredoxina o un sitio de escision
de enterocinasa. Los residuos de histidina facilitan la purificacion por IMAC (cromatografia de afinidad por iones
metélicos inmovilizados) Maddox, (1983)], mientras que el sitio de escisidon de enterocinasa proporciona un medio para
purificar LTBP2 de la proteina de fusion [Porath, (1992)].

Sintesis quimica

Pueden sintetizarse secuencias que codifican LTBP2, por completo o en parte, usando procedimientos quimicos muy
conocidos en la técnica. Alternativamente, la propia LTBP2 puede producirse usando procedimientos quimicos para
sintetizar su secuencia de aminoacidos, tales como por sintesis directa de péptidos usando técnicas en fase solida. La
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sintesis de proteinas puede tanto realizarse usando técnicas manuales como por automatizacion. La sintesis
automatizada puede lograrse, por ejemplo, usando el sintetizador de péptidos Applied Biosystems 431A (Perkin Elmer).
Opcionalmente, fragmentos de LTBP2 pueden sintetizarse por separado y combinarse usando procedimientos
quimicos para producir una molécula de longitud completa.

El péptido recientemente sintetizado puede purificarse sustancialmente por cromatografia liquida preparativa de alta
resolucién. La composicion de una LTBP2 sintética puede confirmarse por andlisis o secuenciacién de aminoacidos.
Adicionalmente, cualquier porcion de la secuencia de aminoacidos de LTBP2 puede alterarse durante la sintesis
directa y/o combinada usando procedimientos quimicos con secuencias de otras proteinas para producir un polipéptido
de variante o una proteina de fusion.

Produccién de polipéptidos alterados

Como se entendera por aquellos expertos en la materia, puede ser ventajoso producir polinucleétidos de LTBP2 que
poseen codones que no se producen naturalmente. Por ejemplo, pueden seleccionarse codones preferidos por un
huésped procariota o eucariota particular para aumentar la tasa de expresiéon de proteinas o para producir un transcrito
de ARN que tiene propiedades deseables, tales como una semivida que es mayor que la de un transcrito generado a
partir de la secuencia que se produce naturalmente.

Las secuencias de nucleédtidos citadas en el presente documento pueden manipularse usando procedimientos
generalmente conocidos en la técnica para alterar polinucleétidos de LTBP2 para una variedad de motivos, que
incluyen, pero no se limitan a, alteraciones que modifican la clonacién, procesamiento y/o expresion del polipéptido o
producto de ARNm. El barajado de ADN por fragmentacién al azar y el reensamblaje por PCR de fragmentos de genes
y oligonucledtidos sintéticos pueden usarse para manipular las secuencias de nucleétidos. Por ejemplo, puede usarse
mutagénesis dirigida al sitio para insertar nuevos sitios de restriccion, alterar los patrones de glucosilacién, cambiar la
preferencia de codones, producir variantes de corte y empalme, introducir mutaciones, etc.

Anélogos de LTBP2

Una clase general de analogos de LTBP2 son variantes que tienen una secuencia de aminoacidos que es una
mutacién de la secuencia de aminoacidos desvelada en el presente documento. Otra clase general de analogos de
LTBP2 se proporciona por anticuerpos antiidiotipicos, y fragmentos de los mismos, como se describe mas adelante.
Ademas, pueden usarse anticuerpos recombinantes que comprenden dominios variables antiidiotipicos como analogos
(véase, por ejemplo, [Monfardini y col., (1996)]). Como los dominios variables de anticuerpos para LTBP2 antiidiotipicos
imitan a LTBP2, estos dominios pueden proporcionar actividad enzimatica de LTBP2. Los procedimientos de
produccion de anticuerpos cataliticos antiidiotipicos son conocidos para aquellos expertos en la materia [Joron y col.,
(1992), Friboulet y col. (1994), Avalle y col., (1998)].

Otro enfoque para identificar andlogos de LTBP2 se proporciona por el uso de bibliotecas combinatorias. Los
procedimientos para construir y cribar la expresion en fago y otras bibliotecas combinatorias se proporcionan, por
ejemplo, por [Kay y col., Phage Display of Peptides and Proteins (Academic Press 1996), documentos U.S. 5.783.384,
U.S.5.747.334 y U.S. 5.723.323.

Anticuerpos

Cualquier tipo de anticuerpo conocido en la técnica puede generarse para unirse especificamente a un epitope de
LTBP2.

“Anticuerpo” como se usa en el presente documento incluye moléculas de inmunoglobulina intactas, ademas de
fragmentos de las mismas, tales como Fab, F(ab"). y Fv, que pueden unir un epitope de LTBP2. Normalmente se
requieren al menos 6, 8, 10 6 12 aminoacidos contiguos para formar un epitope. Sin embargo, epitopes que implican
amino&cidos no contiguos pueden requerir mas, por ejemplo, al menos 15, 25 é 50 aminoacidos. Un anticuerpo que se
une especificamente a un epitope de LTBP2 puede usarse terapéuticamente, ademas de en ensayos inmunoquimicos,
tales como transferencias = Western, ELISA, radioinmunoensayos, ensayos inmunohistoquimicos,
inmunoprecipitaciones u otros ensayos inmunoquimicos conocidos en la técnica. Pueden usarse diversos
inmunoensayos para identificar anticuerpos que tienen la especificidad deseada. Numerosos protocolos para union
competitiva o ensayos inmunorradiométricos son muy conocidos en la técnica. Tales inmunoensayos normalmente
implican la medicion de la formacion de complejos entre un inmunogén y un anticuerpo que se une especificamente al
inmunogén de LTBP2.

Normalmente, un anticuerpo que se une especificamente a LTBP2 proporciona una sefal de deteccion al menos 5, 10
6 20 veces superior a una sefal de deteccidon proporcionada con otras proteinas cuando se usa en un ensayo
inmunoquimico. Preferentemente, los anticuerpos que se unen especificamente a LTBP2 no detectan otras proteinas
en ensayos inmunoquimicos y pueden inmunoprecipitar LTBP2 en disolucion.
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LTBP2 puede usarse para inmunizar un mamifero, tal como un ratén, rata, conejo, cobaya, mono o ser humano, para
producir anticuerpos policlonales. Si se desea, LTBP2 puede conjugarse con una proteina portadora, tal como
albumina de suero bovino, tiroglobulina y hemocianina de lapa californiana. Dependiendo de las especies de huésped
pueden usarse diversos adyuvantes para aumentar la respuesta inmunolégica. Tales adyuvantes incluyen, pero no se
limitan a, adyuvante de Freund, geles minerales (por ejemplo, hidroxido de aluminio) y sustancias tensioactivas (por
ejemplo, lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite, hemocianina de lapa californiana
y dinitrofenol). Entre los adyuvantes usados en seres humanos, BCG (bacilos de Calmette-Guerin) y Corynebacterium
parvum son especialmente Utiles.

Pueden prepararse anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a LTBP2 usando cualquier técnica que
proporcione la produccion de moléculas de anticuerpo por lineas celulares continuas en cultivo. Estas técnicas
incluyen, pero no se limitan a, la técnica de hibridomas, la técnica de hibridomas de linfocitos B humanos y la técnica
de hibridomas de EBV [Roberge, (1995)].

Ademas, pueden usarse técnicas desarrolladas para la produccién de “anticuerpos quiméricos”, el corte y empalme de
genes de anticuerpo de raton para genes de anticuerpo humano para obtener una molécula con especificidad por
antigeno y actividad biolégica apropiadas. Los anticuerpos monoclonales y otros anticuerpos también pueden
“humanizarse” para prevenir que un paciente organice una respuesta inmunitaria contra el anticuerpo cuando se usa
terapéuticamente. Tales anticuerpos pueden ser suficientemente similares en secuencia a anticuerpos humanos que
van a usarse directamente en terapia o pueden requerir alteracion de algunos residuos clave. Las diferencias de
secuencias entre anticuerpos de roedor y secuencias humanas pueden minimizarse reemplazando residuos que se
diferencian de aquellos en las secuencias humanas por mutagénesis dirigida al sitio de residuos individuales o
injertando regiones determinantes de la complementariedad enteras. Anticuerpos que se unen especificamente a
LTBP2 pueden contener sitios de unidén a antigeno que son tanto parcialmente como completamente humanizados,
como se desvela en el documento U.S. 5.565.332.

Alternativamente, técnicas descritas para la produccion de anticuerpos monocatenarios pueden adaptarse usando
procedimientos conocidos en la técnica para producir anticuerpos monocatenarios que se unen especificamente a
LTBP2. Anticuerpos con especificidad relacionada, pero de distinta composicion idiotipica, pueden generarse por
barajado de cadenas de bibliotecas de inmunoglobulina combinatorias al azar. También pueden construirse
anticuerpos monocatenarios usando un procedimiento de amplificacion de ADN, tal como PCR, usando ADNc de
hibridomas como molde. Los anticuerpos monocatenarios pueden ser mono- o biespecificos, y pueden ser bivalentes o
tetravalentes. Se ensefa la construccién de anticuerpos monocatenarios biespecificos tetravalentes. Una secuencia de
nucledtidos que codifica un anticuerpo monocatenario puede construirse usando sintesis de nucleétidos manual o
automatizada, clonarse en una construccion de expresion usando procedimientos de ADN recombinante
convencionales e introducirse en una célula para expresar la secuencia codificante, como se describe mas adelante.
Alternativamente pueden producirse anticuerpos monocatenarios usando directamente, por ejemplo, tecnologia de
fagos filamentosos.

Los anticuerpos que se unen especificamente a LTBP2 también pueden producirse induciendo produccion in vivo en la
poblacion de linfocitos o cribando bibliotecas de inmunoglobulina o paneles de reactivos de uni6n altamente
especificos. Otros tipos de anticuerpos pueden construirse y usarse terapéuticamente en procedimientos de la
invencion. Por ejemplo, pueden construirse anticuerpos quiméricos como se ha desvelado en el documento WO
93/03151. También pueden prepararse proteinas de unién que se derivan de inmunoglobulinas y que son multivalentes
y multiespecificas, tales como los “diacuerpos” descritos en el documento WO 94/13804.

Los anticuerpos segun la invencién pueden purificarse mediante procedimientos muy conocidos en la técnica. Por
ejemplo, los anticuerpos pueden purificarse por afinidad por pase sobre columna a la que se une LTBP2. Los
anticuerpos unidos pueden entonces eluirse de la columna usando un tampdén con una alta concentracién de sales.

Oligonucledtidos antisentido

Los oligonucledtidos antisentido son secuencias de nucleodtidos que son complementarias a una secuencia de ADN o
ARN especifica. Una vez introducidos en una célula, los nucleétidos complementarios se combinan con secuencias
naturales producidas por la célula para formar complejos y bloquear tanto la transcripcién como la traduccién.
Preferentemente, un oligonucledétido antisentido tiene al menos 11 nucleétidos de longitud, pero puede tener al menos
12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 6 50 o mas nucleétidos de longitud. También pueden usarse secuencias mas largas. Las
moléculas de oligonucledtido antisentido pueden proporcionarse en una construccion de ADN e introducirse en una
célula como se ha descrito anteriormente para reducir el nivel de productos génicos de LTBP2 en la célula.

Los oligonucleétidos antisentido pueden ser desoxirribonucleétidos, ribonucledtidos, o una combinacion de ambos. Los
oligonucledtidos pueden sintetizarse manualmente o por un sintetizador automatizado, por enlace covalente del
extremo 5' de un nucledtido con el extremo 3' de otro nucleétido con enlaces internucleotidicos de no fosfodiéster tales
alquilfosfonatos, fosforotioatos, fosforoditioatos, alquil-fosfonotioatos, alquilfosfonatos, fosforamidatos, ésteres de
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fosfato, carbamatos, acetamidato, ésteres carboximetilicos, carbonatos y triésteres de fosfato.

Las modificaciones de la expresién génica de LTBP2 pueden obtenerse disefiando oligonucledtidos antisentido que
formaran duplex con el control, 5', o regiones reguladoras del gen LTBP2. Se prefieren oligonucleétidos derivados del
sitio de iniciacion de la transcripcién, por ejemplo, entre las posiciones -10 y +10 del sitio de inicio. Similarmente, la
inhibicién puede lograrse usando metodologia de apareamiento de bases de “hélices triples”. El apareamiento de
hélices triples es util debido a que produce inhibicién de la capacidad de la doble hélice para abrirse suficientemente
para la unién de polimerasas, factores de transcripcioén o chaperonas. Los avances terapéuticos usando ADN de triplex
se han descrito en la bibliografia [Nicholls, (1993)]. Un oligonucleétido antisentido también puede disefiarse para
bloquear la traduccién de ARNm previniendo la unién del transcrito a ribosomas.

No se requiere complementariedad precisa para la formacién satisfactoria de complejos entre un oligonucledtido
antisentido y la secuencia complementaria de un polinucleétido de LTBP2. Los oligonuclettidos antisentido que
comprenden, por ejemplo, 2, 3, 4 6 5 o mas estiramientos de nuclebtidos contiguos que son precisamente
complementarios a un polinucleétido de LTBP2, cada uno separado por un estiramiento de nucleétidos contiguos que
no son complementarios a nucleétidos de LTBP2 adyacentes, puede proporcionar suficiente especificidad que elige
diana por ARNm de LTBP2. Preferentemente, cada estiramiento de nucleétidos contiguos complementarios tiene al
menos 4, 5, 6, 7 u 8 o0 mas nuclettidos de longitud. Las secuencias intervinientes no complementarias tienen
preferentemente 1, 2, 3 6 4 nucledtidos de longitud. Un experto en la materia puede usar facilmente el punto de fusién
calculado de un par antisentido-sentido para determinar el grado de desapareamiento que se tolerara entre un
oligonucleétido antisentido particular y una secuencia de polinucleétidos de LTBP2 particular. Los oligonucleotidos
antisentido pueden modificarse sin afectar su capacidad para hibridarse con un polinucleétido de LTBP2. Estas
modificaciones pueden ser internas o en uno o ambos extremos de la molécula antisentido. Por ejemplo, pueden
modificarse enlaces fosfato internucleosidicos afiadiendo restos colesterilo o diamina con numeros variables de
residuos de carbono entre los grupos amino y la ribosa terminal. También puede emplearse bases y/o azucares
modificados, tales como arabinosa en lugar de ribosa, o un oligonucleétido sustituido en 3', 5' en el que el grupo
hidroxilo en 3' o el grupo fosfato en 5' estan sustituidos, en un oligonucleétido antisentido modificado. Estos
oligonucleétidos modificados pueden prepararse mediante procedimientos muy conocidos en la técnica.

Ribozimas

Las ribozimas son moléculas de ARN con actividad catalitica [Uhlmann, (1987)]. Las ribozimas pueden usarse para
inhibir la funcion génica escindiendo una secuencia de ARN, como se conoce en la técnica. El mecanismo de la accién
de ribozimas implica hibridacion especifica de secuencias de la molécula de ribozima para ARN diana complementario,
seguido de escision endonucleolitica. Ejemplos incluyen moléculas de ribozima de motivo de cabeza de martillo
manipuladas que pueden catalizar especificamente y eficientemente la escision endonucleolitica de secuencias de
nucledtidos especificas. La secuencia codificante de un polinucleétido de LTBP2 puede usarse para generar ribozimas
que se uniran especificamente a ARNm ftranscrito de un polinucleétido de LTBP2. Procedimientos de disefio y
construccion de ribozimas que pueden escindir otras moléculas de ARN en trans en un modo altamente especifico de
secuencia se han desarrollado y descrito en la materia. Por ejemplo, la actividad de escision de ribozimas puede
elegirse como diana para ARN especificos manipulando una region de “hibridacién” discreta en la ribozima. La regién
de hibridaciéon contiene una secuencia complementaria al ARN diana y asi se hibrida especificamente con el ARN
diana.

Sitios de escisién de ribozimas especificos dentro de una diana de ARN de LTBP2 pueden identificarse barriendo la
molécula diana para sitios de escision de ribozima que incluyen las siguientes secuencias: GUA, GUU y GUC. Una vez
identificada, las secuencias de ARN cortas de entre 15 y 20 ribonucleétidos correspondientes a la region del ARN diana
que contiene el sitio de escision pueden evaluarse para rasgos estructurales secundarios que pueden hacer que la
diana sea inoperable. La idoneidad de las dianas de ARN de LTBP2 candidatas también pueden evaluarse probando la
accesibilidad a la hibridacién con oligonucleétidos complementarios usando ensayos de proteccién de ribonucleasa.
Las secuencias de nucleétidos mostradas en SEC ID N% 1 y su complemento proporcionan fuentes de secuencias de
la region de hibridacion adecuadas. Pueden usarse secuencias complementarias mas largas para aumentar la afinidad
de la secuencia de hibridacion por la diana. Las regiones de hibridacion y escision de la ribozima pueden relacionarse
integramente de forma que tras la hibridacion con el ARN diana mediante las regiones complementarias, la region
catalitica de la ribozima pueda escindir la diana.

Las ribozimas pueden introducirse en células como parte de una construccion de ADN. Procedimientos mecanicos,
tales como microinyeccion, transfeccion mediada por liposomas, electroporacién o precipitacion con fosfato de calcio,
pueden usarse para introducir una construccién de ADN que contiene ribozimas en células en las que se desea reducir
la expresion de LTBP2. Alternativamente, si se desea que las células retengan establemente la construccién de ADN,
la construccién puede suministrarse en un plasmido y mantenerse como un elemento separado o integrado en el
genoma de las células, como se conoce en la técnica. Una construccion de ADN que codifica ribozima puede incluir
elementos reguladores de la transcripcion, tales como un elemento promotor, un potenciador o elemento de UAS, y
una sefal terminadora de la transcripcién, para controlar la transcripcién de ribozimas en las células (documento U.S.
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5.641.673). Las ribozimas también pueden manipularse para proporcionar un nivel de regulacién adicional, de manera
que la destruccion de ARNm solo se produzca cuando tanto una ribozima como un gen diana se inducen en las
células.

Ensayo de LTBP2

La expresién de proteinas LTBP2 en tejidos, homogeneizados de tejido y fluidos corporales que incluyen plasma y
suero puede medirse por estrategias basadas en anticuerpos, por ejemplo, por tecnologia ELISA o transferencia
Western / inmunofluorescencia. Un anticuerpo policlonal generado contra la LTBP2 de longitud completa se ha descrito
en la bibliografia.

Cribado / Ensayos de cribado
Reguladores

Reguladores como se usa en el presente documento se refiere a compuestos que afectan la actividad de LTBP2 in vivo
y/o in vitro. Los reguladores pueden ser agonistas y antagonistas del polipéptido de LTBP2 y pueden ser compuestos
que ejercen su efecto sobre la actividad de LTBP2 mediante la actividad enzimatica, expresion, modificaciones
postraduccionales o por otros medios. Los agonistas de LTBP2 son moléculas que, cuando se unen a LTBP2,
aumentan o prolongan la actividad de LTBP2. Los agonistas de LTBP2 incluyen proteinas, acidos nucleicos, hidratos
de carbono, moléculas pequenas, o cualquier otra molécula que active LTBP2. Los antagonistas de LTBP2 son
moléculas que, cuando se unen a LTBP2, disminuyen la cantidad o la duraciéon de la actividad de LTBP2. Los
antagonistas incluyen proteinas, acidos nucleicos, hidratos de carbono, anticuerpos, moléculas pequefas, o cualquier
otra molécula que disminuya la actividad de LTBP2.

El término “modular”, como aparece en el presente documento, se refiere a un cambio en la actividad del polipéptido de
LTBP2. Por ejemplo, la modulacién puede producir un aumento o una disminucién en la actividad enzimatica,
caracteristicas de unién, o cualquier otra propiedad bioldgica, funcional o inmunolégica de LTBP2.

Como se usa en el presente documento, los términos “union especifica” o0 “que se une especificamente” se refieren a
esa interaccion entre una proteina o péptido y un agonista, un anticuerpo o un antagonista. La interaccion depende de
la presencia de una estructura particular de la proteina reconocida por la molécula de unién (es decir, el determinante
antigénico o epitope). Por ejemplo, si un anticuerpo es especifico para el epitope “A”, la presencia de un polipéptido
que contiene el epitope A, o la presencia de A sin marcar libre, en una reacciéon que contiene A marcado libre y el
anticuerpo reducira la cantidad de A marcada que se une al anticuerpo.

La invencién proporciona procedimientos (también denominados en el presente documento “ensayos de cribado”) para
identificar compuestos que pueden usarse para el tratamiento de enfermedades relacionadas con LTBP2. Los
procedimientos conllevan la identificacion de compuestos candidatos o de prueba o agentes (por ejemplo, péptidos,
peptidomiméticos, moléculas pequefias u otras moléculas) que se unen a LTBP2 y/o tienen un efecto estimulante o
inhibidor sobre la actividad biolégica de LTBP2 o su expresion y luego determinar cual de estos compuestos tiene un
efecto sobre sintomas o enfermedades relacionadas con LTBP2 en un ensayo in vivo.

Compuestos candidatos o de prueba o agentes que se unen a LTBP2 y/o tienen un efecto estimulante o inhibidor sobre
la actividad o la expresion de LTBP2 se identifican tanto en ensayos que emplean células que expresan LTBP2
(ensayos basados en células) como en ensayos con LTBP2 aislada (ensayos libres de células). Los diversos ensayos
pueden emplear una variedad de variantes de LTBP2 (por ejemplo, LTBP2 de longitud completa, un fragmento
biolégicamente activo de LTBP2, o una proteina de fusién que incluye toda o una parte de LTBP2). Ademas, LTBP2
puede derivarse de cualquier especie adecuada de mamifero (por ejemplo, LTBP2 humana, LTBP2 de rata o LTBP2
murina). El ensayo puede ser un ensayo de unién que conlleva la medicion directa o indirecta de la unién de un
compuesto de prueba o un ligando de LTBP2 conocido a LTBP2. El ensayo también puede ser un ensayo de actividad
que conlleva la medicién directa o indirecta de la actividad de LTBP2. El ensayo también puede ser un ensayo de
expresion que conlleva la medicién directa o indirecta de la expresion de ARNm de LTBP2 o proteina LTBP2. Los
diversos ensayos de cribado se combinan con un ensayo in vivo que conlleva medir el efecto del compuesto de prueba
en los sintomas de enfermedades relacionadas con LTBP2.

La presente invencion incluye ensayos libres de células bioquimicos que permiten la identificacion de inhibidores y
agonistas de proteinas adecuados como estructuras de cabeza de serie para el desarrollo farmacolégico de farmacos.
Tales ensayos implican poner en contacto una forma de LTBP2 (por ejemplo, LTBP2 de longitud completa, un
fragmento biolégicamente activo de LTBP2, o una proteina de fusion que comprende toda o una parte de LTBP2) con
un compuesto de prueba y determinar la capacidad del compuesto de prueba para actuar de antagonista
(preferentemente) o agonista de la actividad enzimatica de LTBP2.

Pueden usarse ensayos de disolucion in vitro para identificar un sustrato o inhibidor de LTBP2. También pueden usarse
sistemas en fase sélida para identificar un sustrato o inhibidor de un polipéptido de LTBP2. Por ejemplo, un polipéptido

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2443042 T3

de LTBP2 o proteina de fusién de LTBP2 puede inmovilizarse sobre la superficie de un chip receptor de un instrumento
biosensor comercialmente disponible (BIACORE, Biacore AB; Uppsala, Suecia). El uso de este instrumento se desvela,
por ejemplo, por [Karlsson, (1991), y Cunningham y Wells, (1993)].

En resumen, un polipéptido de LTBP2 o proteina de fusiéon se une covalentemente, usando quimica de aminas o de
sulfhidrilo, a fibras de dextrano que estan unidas a pelicula de oro dentro de una celda de flujo. Una muestra de prueba
se pasa entonces a través de la celda. Si un sustrato de LTBP2 o inhibidor esta presente en la muestra, se unira al
polipéptido inmovilizado o proteina de fusién, causando un cambio en el indice de refraccion del medio, que se detecta
como un cambio en la resonancia de plasmones superficiales de la pelicula de oro. Este sistema permite la
determinacion de constantes de asociacién y disociacion, a partir de las cuales puede calcularse la afinidad de unién, y
evaluacion de la estequiometria de unién, ademas de los efectos cinéticos de la mutacion de LTBP2. Este sistema
también puede usarse para examinar interacciones anticuerpo-antigeno, y las interacciones de otros pares de
complemento/anticomplemento.

En una realizacién, la invencién proporciona ensayos para cribar compuestos candidatos o de prueba que se unen a o
modulan la actividad de LTBP2. Tales ensayos pueden emplear LTBP2 de longitud completa, un fragmento
biolégicamente activo de LTBP2, o una proteina de fusiéon que incluye toda o una parte de LTBP2. Como se describe
en mayor detalle méas adelante, el compuesto de prueba puede obtenerse por cualquier medio adecuado, por ejemplo,
a partir de bibliotecas de compuestos convencionales.

El determinar la capacidad del compuesto de prueba para modular la actividad de LTBP2 puede llevarse a cabo, por
ejemplo, determinando la capacidad de LTBP2 para unirse a o interaccionar con una molécula diana. La molécula
diana puede ser una molécula con la que LTBP2 se une o interacciona en la naturaleza. La molécula diana puede ser
un componente de una ruta de transduccién de sefales que facilita la transduccion de una sefial extracelular. La
molécula de LTBP2 diana puede ser, por ejemplo, una segunda proteina intracelular que tiene actividad catalitica o una
proteina que facilita la asociacién de moléculas de sefializacion en la direccién 3' con LTBP2.

La determinacion de la capacidad de LTBP2 para unirse a o interaccionar con una molécula diana puede llevarse a
cabo por uno de los procedimientos descritos anteriormente para determinar la unién directa. En una realizacion, el
determinar la capacidad de un polipéptido de la invencion para unirse a o interaccionar con una molécula diana puede
llevarse a cabo determinando la actividad de la molécula diana. Por ejemplo, la actividad de la molécula diana puede
determinarse detectando la induccion de un segundo mensajero celular de la diana (por ejemplo, Ca®* intracelular,
diacilglicerol, IPs, etc.), detectando actividad catalitica / enzimatica de la diana sobre un sustrato apropiado, detectando
la induccién de un gen indicador (por ejemplo, un elemento regulador que es sensible a un polipéptido de la invencion
operativamente ligado a un acido nucleico que codifica un marcador detectable, por ejemplo, luciferasa), o detectando
una respuesta celular.

En diversas realizaciones de los procedimientos de ensayo anteriores de la presente invencion puede desearse
inmovilizar LTBP2 (o una molécula diana de LTBP2) para facilitar la separacién de formas complejadas de sin
complejar de una o ambas proteinas, ademas de acomodar la automatizacién del ensayo. La unién de un compuesto
de prueba a LTBP2, o interaccién de LTBP2 con una molécula diana en presencia y ausencia de un compuesto
candidato, puede llevarse a cabo en cualquier recipiente adecuado para contener los reactantes. Ejemplos de tales
recipientes incluyen placas de microtitulacion, tubos de ensayo y tubos de microcentrifuga. En una realizacién puede
proporcionarse una proteina de fusiéon que afiade un dominio que permite que una o ambas de las proteinas se unan a
una matriz. Por ejemplo, proteinas de fusidén de glutation-S-transferasa (GST) o proteinas de fusidén de glutation-S-
transferasa pueden adsorberse sobre perlas de glutation Sepharose (Sigma Chemical; St. Louis, Mo.) o placas de
microtitulacién derivatizadas con glutation, que luego se combinan con el compuesto de prueba o el compuesto de
prueba y tanto la proteina diana no adsorbida o LTBP2, y la mezcla incubada en condiciones propicias para la
formacion de complejos (por ejemplo, a condiciones fisiologicas para sal y pH). Tras la incubacion, las perlas o pocillos
de la placa de microtitulacion se lavan para eliminar cualquier componente sin unir y la formaciéon de complejos se mide
tanto directamente como indirectamente, por ejemplo, como se ha descrito anteriormente. Alternativamente, los
complejos pueden disociarse de la matriz y el nivel de union o actividad de LTBP2 puede determinarse usando técnicas
convencionales.

Otras técnicas para inmovilizar proteinas sobre matrices también pueden usarse en los ensayos de cribado de la
invencion. Por ejemplo, tanto LTBP2 como su molécula diana pueden inmovilizarse utilizando conjugacién de biotina y
estreptavidina. El polipéptido biotinilado de la invencién o moléculas diana pueden prepararse a partir de biotina-NHS
(N-hidroxi-succinimida) usando técnicas muy conocidas en la técnica (por ejemplo, kit de biotinilacion, Pierce
Chemicals; Rockford, lll.) e inmovilizarse en los pocillos de placas recubiertas de estreptavidina (Pierce Chemical).
Alternativamente, anticuerpos reactivos con LTBP2 o moléculas diana, pero que no interfieren con la unién del
polipéptido de la invencion a su molécula diana, pueden derivatizarse a los pocillos de la placa, y la diana sin unir o
polipéptido de la invencion atraparse en los pocillos por conjugacion de anticuerpo. Los procedimientos para detectar
tales complejos, ademas de aquellos descritos anteriormente para los complejos inmovilizados en GST, incluyen
inmunodeteccién de complejos usando anticuerpos reactivos con LTBP2 o molécula diana, ademas de ensayos ligados
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a enzima que se basan en detectar una actividad enzimatica asociada a LTBP2 o molécula diana.

Otra técnica para el cribado de farmacos que puede usarse proporciona cribado de alto rendimiento de compuestos
que tienen afinidad de uniéon adecuada a la proteina de interés como se describe en la solicitud publicada PCT
WO84/03564. En este procedimiento, grandes numeros de pequefios compuestos de prueba diferentes se sintetizan
sobre un sustrato solido, tal como agujas de plastico o alguna otra superficie. Los compuestos de prueba se hacen
reaccionar con LTBP2, o fragmentos de la misma, y se lavan. La LTBP2 sin unir se detecta entonces mediante
procedimientos muy conocidos en la técnica. La LTBP2 purificada también puede recubrirse directamente sobre placas
para su uso en las técnicas de cribado de farmacos anteriormente mencionadas. Alternativamente pueden usarse
anticuerpos no neutralizantes para capturar el péptido e inmovilizarlo sobre un soporte sélido.

En ofra realizacion pueden usarse ensayos de cribado de farmacos competitivos en los que anticuerpos neutralizantes
que pueden unirse especificamente a LTBP2 compiten con un compuesto de prueba para la union de LTBP2. De este
modo pueden usarse anticuerpos para detectar la presencia de cualquier péptido que comparte uno 0 mas
determinantes antigénicos con LTBP2.

El ensayo de cribado también puede implicar monitorizar la expresién de LTBP2. Por ejemplo, reguladores de la
expresion de LTBP2 pueden identificarse en un procedimiento en el que una célula se pone en contacto con un
compuesto candidato y se determina la expresion de proteina LTBP2 o ARNm en la célula. El nivel de expresion de
proteina LTBP2 o ARNm la presencia del compuesto candidato se compara con el nivel de expresion de proteina
LTBP2 o ARNm en ausencia del compuesto candidato. El compuesto candidato puede entonces identificarse como un
regulador de la expresién de LTBP2 basandose en esta comparacion. Por ejemplo, cuando la expresion de proteina
LTBP2 o proteina de ARNm es mayor (mayor estadisticamente significativamente) en presencia del compuesto
candidato que en su ausencia, el compuesto candidato se identifica como un estimulante de proteina LTBP2 o
expresion de ARNm. Alternativamente, cuando la expresién de proteina LTBP2 o ARNm es menor (estadisticamente
significativamente menor) en presencia del compuesto candidato que en su ausencia, el compuesto candidato se
identifica como un inhibidor de proteina LTBP2 o expresion de ARNm. El nivel de proteina LTBP2 o expresion de
ARNmM en las células puede determinarse mediante procedimientos descritos a continuacion.

Ensayos de union

Para ensayos de unién, el compuesto de prueba es preferentemente una molécula pequefia que se une a y ocupa €l
sitio activo del polipéptido de LTBP2, haciendo asi el sitio de unién a ligando inaccesible al sustrato de forma que se
prevenga la actividad biolégica normal. Ejemplos de tales moléculas pequefias incluyen, pero no se limitan a, péptidos
pequefios 0 moléculas similares a péptidos. Los posibles ligandos que se unen a un polipéptido de la invencién
incluyen, pero no se limitan a, ligandos naturales de proteinas LTBP2 conocidas y analogos o derivados de los mismos.

En ensayos de union, tanto el compuesto de prueba como el polipéptido de LTBP2 pueden comprender una marca
detectable, tal como una marca fluorescente, radioisotdpica, quimioluminiscente o enzimatica, tal como peroxidasa de
rabano picante, fosfatasa alcalina o luciferasa. La deteccion de un compuesto de prueba que esta unido a polipéptido
de LTBP2 puede entonces llevarse a cabo, por ejemplo, por recuento directo de radioemision, por recuento por
centelleo, o determinando la conversién de un sustrato apropiado en un producto detectable. Alternativamente, la unién
de un compuesto de prueba a un polipéptido de LTBP2 puede determinarse sin marcar ninguno de los interactuantes.
Por ejemplo, puede usarse un microfisiometro para detectar la unién de un compuesto de prueba con un polipéptido de
LTBP2. Un microfisiémetro (por ejemplo, Cytosensor™) es un instrumento analitico que mide la tasa a la que una
célula acidifica su entorno usando un sensor potenciométrico direccionable por la luz (LAPS). Los cambios en esta tasa
de acidificacion pueden usarse como indicador de la interaccién entre un compuesto de prueba y LTBP2 [Haseloff,
(1988)].

La determinacion de la capacidad de un compuesto de prueba para unirse a LTBP2 también puede llevarse a cabo
usando una tecnologia tal como analisis de interaccion biomolecular en tiempo real (BIA) [McConnell, (1992);
Sjolander, (1991)]. BIA es una tecnologia para estudiar interacciones bioespecificas en tiempo real, sin marcar ninguno
de los interactuantes (por ejemplo, BlAcore™). Los cambios en el fenémeno 6éptico resonancia de plasmones
superficiales (SPR) pueden usarse como indicacién de reacciones en tiempo real entre moléculas biolégicas.

En otro aspecto mas de la invencion, un polipéptido similar a LTBP2 puede usarse como una “proteina de cebo” en un
ensayo de dos hibridos o ensayo de tres hibridos [Szabo, (1995); documento U.S. 5.283.317] para identificar otras
proteinas que se unen a o interaccionan con LTBP2 y modulan su actividad.

El sistema de dos hibridos se basa en la naturaleza modular de la mayoria de los factores de transcripcion, que
consisten en dominios de unién de ADN y de activacion separables. Brevemente, el ensayo utiliza dos construcciones
de ADN diferentes. Por ejemplo, en una construccién, el polinucleétido que codifica LTBP2 puede fusionarse con un
polinucledtido que codifica el dominio de unién de ADN de un factor de transcripcion conocido (por ejemplo, GAL-4). En
la otra construccion, una secuencia de ADN que codifica una proteina sin identificar (“presa” o “muestra”) puede

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2443042 T3

fusionarse con un polinucleétido que codifica el dominio de activacién del factor de transcripcion conocido. Si las
proteinas “cebo” y “presa” pueden interaccionar in vivo para formar un complejo dependiente de proteina, los dominios
de union de ADN y de activacién del factor de transcripcion se ponen en estrecha proximidad. Esta proximidad permite
la transcripcién de un gen indicador (por ejemplo, LacZ), que esta operativamente ligado a un sitio regulador de la
transcripcion sensible al factor de transcripcion. La expresion del gen indicador puede detectarse, y pueden aislarse
colonias de células que contienen el factor de transcripcién funcional y usarse para obtener la secuencia de ADN que
codifica la proteina que interacciona con LTBP2.

Puede desearse inmovilizar tanto LTBP2 (o polinucleétido) como el compuesto de prueba para facilitar la separacion de
la forma unida de las formas sin unir de uno o ambos interactuantes, ademas de facilitar la automatizacion del ensayo.
Asi, cualquier polipéptido similar a LTBP2 (o polinucleétido) o el compuesto de prueba puede unirse a un soporte
solido. Soportes s6lidos adecuados incluyen, pero no se limitan a, portaobjetos de vidrio o de plastico, placas de cultivo
de tejido, pocillos de microtitulacion, tubos, chips de silicio o particulas tales como perlas (incluyendo, pero no se limitan
a, perlas de latex, poliestireno o vidrio). Puede usarse cualquier procedimiento conocido en la técnica para unir el
polipéptido similar a LTBP2 (o polinucleétido) o compuesto de prueba a un soporte sélido, que incluye el uso de
enlaces covalentes y no covalentes, absorcion pasiva, o pares de restos de unién unidos respectivamente al
polipéptido (o polinucleétido) o compuesto de prueba y el soporte sélido. Los compuestos de prueba se unen
preferentemente al soporte sélido en una matriz, de manera que pueda rastrearse la localizacién de los compuestos de
prueba individuales. La unién de un compuesto de prueba a LTBP2 (o un polinucleétido que codifica LTBP2) puede
llevarse a cabo en cualquier recipiente adecuado para contener los reactantes. Ejemplos de tales recipientes incluyen
placas de microtitulacién, tubos de ensayo y tubos de microcentrifuga.

En una realizacion, LTBP2 es una proteina de fusién que comprende un dominio que permite la unién de LTBP2 a un
soporte sélido. Por ejemplo, proteinas de fusién de glutation-S-transferasa pueden adsorberse sobre perlas de glutatién
Sepharose (Sigma Chemical, St. Louis, Mo.) o placas de microtitulacion derivatizadas con glutation, que luego se
combinan con el compuesto de prueba o el compuesto de prueba y la LTBP2 no adsorbida; la mezcla se incuba
entonces en condiciones apropiadas para la formacién de complejos (por ejemplo, a condiciones fisiolégicas para sal y
pH). Tras la incubacion, las perlas o pocillos de placas de microtitulacion se lavan para eliminar cualquier componente
sin unir. La uniéon de los interactuantes puede determinarse tanto directamente como indirectamente, como se ha
descrito anteriormente. Alternativamente, los complejos pueden disociarse del soporte solido antes de determinar la
union.

En los ensayos de cribado de la invencion también pueden usarse otras técnicas para inmovilizar proteinas o
polinucledtidos sobre un soporte sélido. Por ejemplo, tanto LTBP2 (o un polinucleétido que codifica LTBP2) como un
compuesto de prueba pueden inmovilizarse utilizando conjugacion de biotina y estreptavidina. LTBP2 biotinilada (o un
polinucledtido que codifica LTBP2 biotinilada) o compuestos de prueba pueden prepararse a partir de biotina-NHS (N-
hidroxisuccinimida) usando técnicas muy conocidas en la técnica (por ejemplo, kit de biotinilacién, Pierce Chemicals,
Rockford, Ill.) e inmovilizarse en los pocillos de placas recubiertas de estreptavidina (Pierce Chemical).
Alternativamente, los anticuerpos que se unen especificamente a LTBP2, polinucleétido, o un compuesto de prueba,
pero que no interfieren con un sitio de unién deseado, tal como el sitio activo de LTBP2, pueden derivatizarse a los
pocillos de la placa. La diana sin unir o proteina puede atraparse en los pocillos por conjugacion de anticuerpos.

Los procedimientos para detectar tales complejos, ademéas de aquellos descritos anteriormente para los complejos
inmovilizados de GST, incluyen inmunodeteccién de complejos usando anticuerpos que se unen especificamente a
polipéptido de LTBP2 o compuesto de prueba, ensayos ligados a enzima que se basan en detectar una actividad del
polipéptido de LTBP2, y electroforesis en gel de SDS bajo condiciones no reductoras.

El cribado para compuestos de prueba que se unen a un polipéptido de LTBP2 o polinucleétido también puede llevarse
a cabo en una célula intacta. Cualquier célula que comprenda un polipéptido de LTBP2 o polinucleétido puede usarse
en un sistema de ensayo basado en células. Un polinucleétido de LTBP2 puede producirse naturalmente en la célula o
puede introducirse usando técnicas tales como aquellas descritas anteriormente. La unién del compuesto de prueba a
LTBP2 o un polinucleétido que codifica LTBP2 se determina como se ha descrito anteriormente.

Ensayos funcionales

Los compuestos de prueba pueden probarse para la capacidad para aumentar o disminuir la actividad de LTBP2 de un
polipéptido de LTBP2. La actividad de LTBP2 puede medirse, por ejemplo, usando procedimientos descritos en los
ejemplos especificos, mas adelante. La actividad de LTBP2 puede medirse después de poner en contacto tanto una
LTBP2 purificada como una célula intacta con un compuesto de prueba. Un compuesto de prueba que disminuye la
actividad de LTBP2 al menos aproximadamente el 10, preferentemente aproximadamente el 50, mas preferentemente
aproximadamente el 75, 90 o el 100% se identifica como un posible agente para disminuir la actividad de LTBP2. Un
compuesto de prueba que aumenta la actividad de LTBP2 al menos aproximadamente el 10, preferentemente
aproximadamente el 50, mas preferentemente aproximadamente el 75, 90 o el 100% se identifica como un posible
agente para aumentar la actividad de LTBP2.
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Expresion génica

En otra realizacion se identifican compuestos de prueba que aumentan o disminuyen la expresion génica de LTBP2.
Como se usa en el presente documento, el término “se correlaciona con la expresion de un polinucleétido” indica que la
deteccion de la presencia de acidos nucleicos, la misma secuencia de acidos nucleicos o relacionada con una
secuencia de acidos nucleicos que codifica LTBP2, por analisis Northern o PCR en tiempo real, es indicativa de la
presencia de acidos nucleicos que codifican LTBP2 en una muestra, y asi se correlaciona con la expresion del
transcrito del polinucleétido que codifica LTBP2. El término “micromatriz”, como se usa en el presente documento, se
refiere a una matriz de distintos polinucle6tidos o oligonucleétidos dispuestos en una matriz sobre un sustrato, tal como
papel, nailon o cualquier otro tipo de membrana, filtro, chip, portaobjetos de vidrio, o cualquier otro soporte sélido
adecuado. Un polinucleétido de LTBP2 se pone en contacto con un compuesto de prueba, y se determina la expresién
de un ARN o producto de polipéptido del polinucleétido de LTBP2. El nivel de expresion de ARNm o polipéptido
apropiado en presencia del compuesto de prueba se compara con el nivel de expresion de ARNm o polipéptido en
ausencia del compuesto de prueba. El compuesto de prueba puede entonces identificarse como un regulador de la
expresion basandose en esta comparacion. Por ejemplo, cuando la expresion de ARNm o polipéptido es mayor en
presencia del compuesto de prueba que en su ausencia, el compuesto de prueba se identifica como un estimulante o
potenciador de la expresién del ARNm o polipéptido. Alternativamente, cuando la expresion del ARNm o polipéptido es
menor en presencia del compuesto de prueba que en su ausencia, el compuesto de prueba se identifica como un
inhibidor de la expresion del ARNm o polipéptido.

El nivel de expresion del ARNm de LTBP2 o polipéptido en las células puede determinarse mediante procedimientos
muy conocidos en la técnica para detectar ARNm o polipéptido. Pueden usarse procedimientos tanto cualitativos como
cuantitativos. La presencia de productos de polipéptido del polinucleétido de LTBP2 puede determinarse, por ejemplo,
usando una variedad de técnicas conocidas en la técnica, que incluyen procedimientos inmunoquimicos tales como
radioinmunoensayo, transferencia Western e inmunohistoquimica. Alternativamente, la sintesis de polipéptidos puede
determinarse in vivo, en un cultivo celular, o en un sistema de traduccion in vitro detectando la incorporacion de
aminoacidos marcados en LTBP2.

Tal cribado puede llevarse a cabo tanto en un sistema de ensayo sin células como en una célula intacta. Cualquier
célula que exprese polinucleétido de LTBP2 puede usarse en un sistema de ensayo basado en células. El
polinucleétido de LTBP2 puede producirse naturalmente en la célula o puede introducirse usando técnicas tales como
aquellas descritas anteriormente. Puede usarse tanto un cultivo primario como una linea celular establecida.

Compuestos de prueba

Compuestos de prueba adecuados para su uso en los ensayos de cribado de la invencién pueden obtenerse a partir de
cualquier fuente adecuada, por ejemplo, bibliotecas de compuestos convencionales. Los compuestos de prueba
también pueden obtenerse usando cualquiera de los numerosos enfoques en procedimientos de bibliotecas
combinatorias conocidos en la técnica, que incluyen: bibliotecas biologicas; bibliotecas de fase solida paralela
espacialmente direccionables o de fase en disolucion; procedimientos de bibliotecas sintéticas que requieren
deconvolucion; el procedimiento de bibliotecas de “una perla un compuesto”; y procedimientos de bibliotecas sintéticas
usando seleccién por cromatografia de afinidad. El enfoque de bibliotecas bioldgicas se limita a bibliotecas de péptidos,
mientras que los otros cuatro enfoques se aplican a bibliotecas de péptidos, de oligémeros de no péptido o de
moléculas pequefias de compuestos [Lam, (1997)]. Ejemplos de procedimientos para la sintesis de bibliotecas
moleculares pueden encontrarse en la materia. Las bibliotecas de compuestos pueden presentarse en disolucién o
sobre perlas, bacterias, esporas, plasmidos o fago.

Modelado de reguladores

El modelado informatico y la busqueda de tecnologias permiten la identificacion de compuestos, o la mejora de
compuestos ya identificados, que pueden modular la expresiéon o actividad de LTBP2. Habiendo identificado un
compuesto o composicion tal, se identifican los sitios activos o regiones. Tales sitios podrian normalmente ser el sitio
activo enzimatico, sitios de unién reguladores, o sitios de unién a ligando. El sitio activo puede identificarse usando
procedimientos conocidos en la técnica que incluyen, por ejemplo, de las secuencias de aminoacidos de péptidos, de
las secuencias de nucleétidos de acidos nucleicos, o del estudio de complejos del compuesto o composicion relevante
con su ligando natural. En el ultimo caso pueden usarse procedimientos quimicos o de cristalografia de rayos X para
encontrar el sitio activo encontrando en el factor en el que se encuentra el ligando complejado.

A continuacion se determina la estructura geométrica tridimensional del sitio activo. Esto puede hacerse mediante
procedimientos conocidos, que incluyen cristalografia de rayos X, que puede determinar una estructura molecular
completa. Por otra parte, puede usarse RMN en fase soélida o liquida para determinar ciertas distancias
intramoleculares. Cualquier otro procedimiento experimental de determinacion de estructura puede usarse para obtener
estructuras geométricas parciales o completas. Las estructuras geométricas pueden medirse con un ligando
complejado, natural o artificial, que puede aumentar la precisién de la estructura del sitio activo determinada.
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Si se determina una estructura incompleta o insuficientemente precisa, los procedimientos de modelado numérico
basados en ordenador pueden usarse para completar la estructura o mejorar su precision. Puede usarse cualquier
procedimiento de modelado reconocido, que incluye modelos parametrizados especificos para biopolimeros
particulares tales como proteinas o acidos nucleicos, modelos dinamicos moleculares basados en movimientos
moleculares informaticos, modelos de mecanica estadistica basados en conjuntos térmicos, o modelos combinados.
Para la mayoria de los tipos de modelos son necesarios campos de fuerzas moleculares convencionales que
representan las fuerzas entre los atomos y grupos constituyentes, y pueden seleccionarse de campos de fuerza
conocidos en la quimica fisica. Las estructuras experimentales incompletas o menos precisas pueden servir de
limitaciones a las estructuras completas y mas precisas calculadas por estos procedimientos de modelado.

Finalmente, habiendo determinado la estructura del sitio activo, tanto experimentalmente, por modelado como por una
combinacién, pueden identificarse compuestos moduladores candidatos buscando en bases de datos que contienen
compuestos junto con informacion sobre su estructura molecular. Tal busqueda busca compuestos que tienen
estructuras que coinciden con la estructura del sitio activo determinada y que interaccionan con los grupos que definen
el sitio activo. Tal busqueda puede ser manual, pero preferentemente esta asistida por ordenador. Estos compuestos
encontrados de esta busqueda son posibles compuestos moduladores de LTBP2.

Alternativamente, estos procedimientos pueden usarse para identificar compuestos moduladores mejorados a partir de
un compuesto modulador ya conocido o ligando. La composicion del compuesto conocido puede modificarse y los
efectos estructurales de modificacion pueden determinarse usando los procedimientos experimentales y de modelado
informatico descritos anteriormente aplicados a la nueva composicion. La estructura alterada se compara entonces con
la estructura de sitio activo del compuesto para determinar si resulta un ajuste mejorado o interaccion. De este modo,
variaciones sistematicas en la composicion, tales como variando grupos laterales, pueden evaluarse rapidamente para
obtener compuestos moduladores modificados o ligandos de especificidad o actividad mejorada.

Indicaciones terapéuticas y procedimientos
Se encontré por el presente solicitante que LTBP2 se expresa en diversos tejidos humanos.
Trastornos cardiovasculares

La LTBP2 humana se expresa altamente en los siguientes tejidos relacionados con cardiovascular: corazén, infarto de
miocardio del corazén, auricula del corazén (derecha), ventriculo del corazon (izquierdo), fibras de Purkinje, aorta,
valvula de la aorta, arteria coronaria, arteria coronaria, arteria pulmonar, arteria carétida, vena, valvula pulmonar, vena
(cava), células endoteliales de la arteria coronaria, células aérticas de musculo liso, células de musculo liso de la arteria
pulmonar, células endoteliales adrticas, células HUVEC, células endoteliales de la arteria pulmonar, células
endoteliales de la arteria iliaca, glandula suprarrenal, tumor hepatico, adiposo, adiposo, rifidn, tumor renal. La expresién
en los tejidos anteriormente mencionados demuestra que la LTBP2 humana o ARNm puede utilizarse para diagnosticar
enfermedades cardiovasculares. Adicionalmente, la actividad de LTBP2 humana puede modularse para tratar
enfermedades cardiovasculares.

La LTBP2 humana se expresa altamente en tejidos adiposos. La expresion en adiposo demuestra que LTBP2 humana
o ARNm puede utilizarse para diagnosticar enfermedades de dislipidemia como trastorno cardiovascular.
Adicionalmente, la actividad de LTBP2 humana puede modularse para tratar, pero no se limita a, enfermedades de
dislipidemia.

La LTBP2 humana se expresa altamente en tejidos de higado: tumor de higado. La expresién en tejidos de higado
demuestra que la LTBP2 humana o ARNm puede utilizarse para diagnosticar trastornos de dislipidemia como trastorno
cardiovascular. Adicionalmente, la actividad de la LTBP2 humana puede modularse para tratar, pero no se limita a,
trastornos de dislipidemia.

La LTBP2 humana se expresa altamente en tejidos de rifidn: riiidn, rindn, tumor de rifdn. La expresion en tejidos de
rindn demuestra que la LTBP2 humana o ARNm puede utilizarse para diagnosticar trastornos de la tensién arterial
como trastorno cardiovascular. Adicionalmente, la actividad de la LTBP2 humana puede modularse para tratar, pero no
se limita a, trastornos de la tensién arterial como hipertension o hipotensién.

La LTBP2 humana se expresa altamente en glandula suprarrenal. La expresién en tejidos de la glandula suprarrenal
demuestra que la LTBP2 humana o ARNm puede utilizarse para diagnosticar trastornos de la tension arterial como
trastorno cardiovascular. Adicionalmente, la actividad de la LTBP2 humana puede modularse para tratar, pero no se
limita a, trastornos de la tensién arterial como hipertensién o hipotension.

La insuficiencia cardiaca se define como un estado patofisiolégico en el que una anomalia de la funcién cardiaca es
responsable del fallo del corazén para bombear la sangre a una tasa proporcional al requisito del tejido metabolizante.
Incluye todas las formas de fallos de bombeo tales como alta salida y baja salida, agudo y crénico, derecho o izquierdo,
sistolico o diastélico, independientes de la causa subyacente.
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El infarto de miocardio (IM) se produce generalmente por una subita disminucion en la circulacién sanguinea coronaria
que sigue a una oclusion trombética de una arteria coronaria previamente estrechada por arteriosclerosis. Se incluye
profilaxis del IM (prevenciéon primaria y secundaria), ademas del tratamiento agudo de IM y la prevencion de
complicaciones.

Las enfermedades isquémicas son afecciones en las que el flujo coronario se limita produciendo una perfusién que es
inadecuada para cumplir el requisito miocardico para oxigeno. Este grupo de enfermedades incluye angina estable,
angina inestable e isquemia asintomatica.

Las arritmias incluyen todas las formas de taquiarritmias auriculares y ventriculares, taquicardia auricular, aleteo
auricular, fibrilacién auricular, taquicardia por reentrada auriculo-ventricular, sindrome de preexcitacién, taquicardia
ventricular, aleteo ventricular, fibrilacién ventricular, ademas de formas bradicardicas de arritmias.

Las enfermedades vasculares hipertensoras incluyen hipertension arterial primaria, ademas de todos los tipos de
hipertension arterial secundaria, renal, endocrina, neurogénica, otras. Los genes pueden usarse como dianas de
farmaco para el tratamiento de hipertension, ademas de para la prevencion de todas las complicaciones que se
producen a partir de enfermedades cardiovasculares.

Las enfermedades vasculares periféricas se definen como enfermedades vasculares en las que se reduce el flujo
arterial y/o venoso produciendo un desequilibrio entre el suministro de sangre y la demanda de oxigeno del tejido.
Incluye enfermedad oclusiva arterial periférica (EOAP) cronica, trombosis arterial aguda y embolia, trastornos
vasculares inflamatorios, fendmeno de Raynaud y trastornos venosos.

La aterosclerosis es una enfermedad cardiovascular en la que la pared del vaso es remodelada, comprometiendo la luz
del vaso. El procedimiento de remodelado aterosclerético implica la acumulacion de células, tanto células de musculo
liso como células inflamatorias de monocitos/macroéfagos, en la intima de la pared del vaso. Estas células captan lipido,
probablemente de la circulacion, para formar una lesién aterosclerética madura. Aunque la formacion de estas lesiones
es un procedimiento crénico, que se produce durante décadas de una vida del ser humano adulto, la mayoria de la
morbilidad asociada a aterosclerosis se produce cuando se rompe una lesion, liberando residuos trombogénicos que
ocluyen rapidamente la arteria. Cuando se produce un evento agudo tal en la arteria coronaria, puede resultar infarto de
miocardio, y en el peor caso, puede producir la muerte.

Puede considerarse que la formacion de la lesion aterosclerética se produce en cinco etapas que se solapan tales
como migracion, acumulacion de lipidos, reclutamiento de células inflamatorias, proliferacion de células de musculo liso
vasculares y deposicion de matriz extracelular. Puede mostrarse que cada uno de estos procesos se produce en el
hombre y en modelos animales de aterosclerosis, pero no esta clara la contribucion relativa de cada uno a la patologia
y significancia clinica de la lesién.

Asi, existe la necesidad de procedimientos y agentes terapéuticos para tratar patologias cardiovasculares tales como
aterosclerosis y otras afecciones relacionadas con enfermedad de las arterias coronarias.

Las enfermedades cardiovasculares incluyen, pero no se limitan a, trastornos del corazon y el sistema vascular como
insuficiencia cardiaca congestiva, infarto de miocardio, enfermedades isquémicas del corazén, todos los tipos de
arritmias auriculares y ventriculares, enfermedades vasculares hipertensoras, enfermedades vasculares periféricas y
aterosclerosis.

A altos o a bajos niveles de grasas en la circulacion sanguinea, especialmente colesterol, puede producir problemas a
largo plazo. El riesgo a desarrollar aterosclerosis y enfermedad de la arteria coronaria o arteria carétida (y asi el riesgo
de tener un infarto de miocardio o accidente cerebrovascular) aumenta con el nivel de colesterol total creciente. Sin
embargo, niveles de colesterol extremadamente bajos pueden no ser sanos. Ejemplos de trastornos del metabolismo
de los lipidos son hiperlipidemia (niveles anormalmente altos de grasas (colesterol, triglicéridos, o ambos) en sangre,
puede producirse por historia familiar de hiperlipidemia, obesidad, una dieta cetégena, falta de ejercicio, consumo de
alcohol de moderado a alto, tabaquismo, diabetes mal controlada y una glandula tiroidea hipoactiva), hiperlipidemias
hereditarias (hiperlipoproteinemia tipo | (hiperquilomicronemia familiar), hiperlipoproteinemia tipo Il (hipercolesterolemia
familiar), hiperlipoproteinemia tipo Ill, hiperlipoproteinemia tipo 1V, o hiperlipoproteinemia tipo V), hipolipo-proteinemia,
lipidosis (producida por anomalias en las enzimas que metabolizan las grasas), enfermedad de Gaucher, enfermedad
de Niemann Pick, enfermedad de Fabry, enfermedad de Wolman, xantomatosis cerebrotendinosa, sitosterolemia,
enfermedad de Refsum o enfermedad de Tay Sachs.

Los trastornos del rifion pueden conducir a hiper o hipotension. Ejemplos de problemas del rifidn que posiblemente
conducen a hipertension son estenosis de las arterias renales, pielonefritis, glomerulonefritis, tumores de rifidn,
enfermedad del rindn poliquistico, lesién al rifidn, o radioterapia que afecta al rifidn. La miccién excesiva puede
conducir a hipotension.

Trastornos hematoldgicos
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La LTBP2 humana se expresa altamente en los siguientes tejidos del sistema hematoldgico: células del estroma de
médula 6sea, trombocitos y leucocitos. La expresién en los tejidos anteriormente mencionados demuestra que la
LTBP2 humana o ARNm puede utilizarse para diagnosticar enfermedades hematoldgicas. Adicionalmente, la actividad
de la LTBP2 humana puede modularse para tratar trastornos hematolégicos.

Los trastornos hematolégicos comprenden enfermedades de la sangre y todos sus constituyentes, ademas de
enfermedades de 6rganos que participan en la generacion o degradacién de la sangre. Incluyen, pero no se limitan a,
1) Anemias, 2) Trastornos mieloproliferativos, 3) Trastornos hemorragicos, 4) Leucopenia, 5) Trastornos eosinofilicos,
6) Leucemias, 7) Linfomas, 8) Discrasias de células plasmaticas, 9) Trastornos del bazo en el transcurso de trastornos
hematoldgicos. Los trastornos segun 1) incluyen, pero no se limitan a, anemias debidas a sintesis de hemo defectuosa
o deficiente, eritropoyesis deficiente. Los trastornos segun 2) incluyen, pero no se limitan a, policitemia vera,
eritrocitosis asociada a tumores, mielofibrosis, trombocitemia. Los trastornos segun 3) incluyen, pero no se limitan a,
vasculitis, trombocitopenia, trombocitopenia inducida por heparina, purpura trombocitopénica trombética, sindrome
urémico hemolitico, trastornos hereditarios y adquiridos de la funcién plaquetaria, trastornos hereditarios de la
coagulacién. Los trastornos segun 4) incluyen, pero no se limitan a, neutropenia, linfocitopenia. Los trastornos segun 5)
incluyen, pero no se limitan a, hipereosinofilia, sindrome hipereosinofilico idiopatico. Los trastornos segin 6) incluyen,
pero no se limitan a, leucemia mieloide aguda, leucemia linfoblastica aguda, leucemia mielocitica crénica, leucemia
linfocitica cronica, sindrome mielodisplasico. Los trastornos segun 7) incluyen, pero no se limitan a, enfermedad de
Hodgkin, linfoma de no Hodgkin, linfoma de Burkitt, linfoma cutaneo de linfocitos T por micosis fungoide. Los trastornos
segun 8) incluyen, pero no se limitan a, mieloma mdltiple, macroglobulinemia, enfermedades de la cadena pesada. En
extensién de la purpura trombocitopénica idiopatica precedente, también se consideran que son enfermedades
hematoldgicas anemia por deficiencia de hierro, anemia megaloblastica (deficiencia de vitamina B12), anemia aplasica,
talasemia, invasion de la médula 6sea por linfomas malignos, invasion de la piel por linfomas malignos, sindrome
urémico hemolitico, enfermedad de plaquetas gigantes.

Trastornos del cancer

La LTBP2 humana se expresa altamente en los siguientes tejidos de cancer: células HUVEC, tumor de tiroides, tumor
de colon, tumor de ileon, tumor de recto, tumor de higado, tumor de pulmén, tumor de Utero, tumor de ovario, tumor de
mama, tumor de rifidn. La expresion en los tejidos anteriormente mencionados y en particular la expresion diferencial
entre tumor de tiroides de tejido enfermo vy tiroides de tejido sano, entre tumor de pulmén de tejido enfermo y pulmén de
tejido sano demuestra que la LTBP2 humana o ARNm puede utilizarse para diagnosticar cancer. Adicionalmente, la
actividad de la LTBP2 humana puede modularse para tratar cancer.

Los trastornos del cancer dentro del alcance de la invencion comprenden cualquier enfermedad de un 6rgano o tejido
en mamiferos caracterizado por multiplicacion mal controlada o incontrolada de células normales o anormales en ese
tejido y su efecto sobre el cuerpo en conjunto. Las enfermedades del cancer dentro del alcance de la invencion
comprenden neoplasias benignas, displasias, hiperplasias, ademas de neoplasias que muestran crecimiento
metastasico o cualquier otra transformacién como, por ejemplo, leucoplaquias que frecuentemente preceden a brote de
cancer. Las células y tejidos son cancerosos cuando crecen mas rapidamente que las células normales, desplazando o
extendiéndose en el tejido sano de alrededor o cualquier otro tejido del cuerpo descrito como crecimiento metastasico,
asumen formas y tamafos anormales, muestran cambios en su relacion nucleocitoplasmatica, policromasia nuclear, y
finalmente pueden detenerse. Las células y tejidos cancerosos pueden afectar el cuerpo en conjunto cuando causan
sindromes paraneoplasicos o si el cancer se produce dentro de un 6rgano o tejido vital, la funcién normal se alterara o
detendrd, con posibles resultados mortales. La participacién definitiva de un 6rgano vital por céancer, tanto primario
como metastasico, puede conducir a la muerte del mamifero afectado. El cancer tiende a diseminarse, y el grado de su
diseminacion esta normalmente relacionado con las posibilidades de un individuo para sobrevivir a la enfermedad. Se
dice generalmente que los canceres estan en uno de los tres estadios de crecimiento: temprano, o localizado, cuando
un tumor esta todavia confinado al tejido de origen, o sitio primario; extension directa, en la que las células cancerosas
del tumor han invadido tejido adyacente o se han extendido solo a ganglios linfaticos regionales; o metéastasis, en la
que las células cancerosas han migrado a partes distantes del cuerpo desde el sitio primario, mediante la sangre o
sistemas linfaticos, y han establecido sitios de infeccion secundarios. Se dice que el cancer es maligno debido a su
tendencia a producir muerte si no se trata. Los tumores benignos normalmente no producen muerte, aunque pueden si
interfieren con una funcién corporal normal debido a su localizacién, tamario o efectos secundarios paraneoplasicos.
De ahi que los tumores benignos también se clasifiquen en la definicién de cancer dentro del alcance de la invencion.
En general, las células cancerosas se dividen a una mayor tasa que las células normales, pero la distincion entre el
crecimiento de tejidos cancerosos y normales no es tanto la rapidez de la division celular en el primero, sino la pérdida
parcial o completa de la limitacion del crecimiento en células cancerosas y su fallo en diferenciar en un tejido limitado
atil del tipo que caracteriza el equilibrio funcional de crecimiento de tejido normal. Los tejidos con cancer pueden
expresar ciertos receptores moleculares y probablemente estan influidos por la susceptibilidad e inmunidad del
huésped y se sabe que ciertos canceres de mama y prostata, por ejemplo, se consideran dependientes de hormonas
especificas para su existencia. El término “cancer” bajo el alcance de la invencién no se limita a la simple neoplasia
benigna, sino que comprende cualquier otra neoplasia benigna y maligna como 1) Carcinoma, 2) Sarcoma, 3)
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Carcinosarcoma, 4) Canceres de tejidos que forman la sangre, 5) Tumores de tejidos nerviosos que incluyen el
cerebro, 6) Cancer de células de la piel. El cancer segun 1) se produce en tejidos epiteliales, que cubren el cuerpo
externo (la piel) y revisten membranas mucosas y las estructuras cavitarias internas de 6rganos, por ejemplo, tales
como la mama, pulmdn, los tubos respiratorio y gastrointestinal, las glandulas endocrinas y el aparato genitourinario.
Los elementos ductales o glandulares pueden persistir en tumores epiteliales, como en adenocarcinomas, como, por
ejemplo, adenocarcinoma de tiroides, adenocarcinoma gastrico, adenocarcinoma uterino. Los canceres del epitelio de
células del pavimento de la piel y de ciertas membranas mucosas, tales como, por ejemplo, canceres de la lengua,
labio, laringe, vejiga urinaria, cuello uterino o pene, pueden llamarse carcinoma de células epidermoides o escamosas
de los tejidos respectivos y también estan en el alcance de la definicién de cancer. El cancer segun 2) se desarrolla en
tejidos conjuntivos, que incluyen tejidos fibrosos, tejidos adiposos (grasos), musculo, vasos sanguineos, hueso y
cartilago como, por ejemplo, sarcoma osteogénico; liposarcoma, fibrosarcoma, sarcoma sinovial. El cancer segun 3) es
cancer que se desarrolla en tanto tejido epitelial como conjuntivo. La enfermedad del cancer dentro del alcance de esta
definicién puede ser primario o secundario, por lo que primario significa que el cancer se originé en el tejido en el que
se encontrd en vez de establecerse como un sitio secundario mediante metéstasis de otra lesion. Los canceres y
enfermedades tumorales dentro del alcance de esta definicion pueden ser benignos o malignos y pueden afectar todas
las estructuras anatémicas del cuerpo de un mamifero. Por ejemplo, pero no se limitan a, comprenden cénceres y
enfermedades tumorales de ) la médula ésea y células derivadas de la médula 6sea (leucemias), Il) las glandulas
endocrinas y exocrinas como, por ejemplo, tiroides, paratiroides, pituitaria, glandulas suprarrenales, glandulas salivares,
pancreas, lll) la mama, como, por ejemplo, tumores benignos o malignos en las glandulas mamarias de tanto un
hombre como una mujer, los conductos mamarios, adenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma comedo,
enfermedad de Paget del pezdn, carcinoma inflamatorio de la mujer joven, IV) el pulmén, V) el estémago, VI) el higado
y el bazo, VII) el intestino delgado, VIII) el colon, IX) el hueso y sus tejidos de soporte y conjuntivos como tumor 6seo
maligno o benigno, por ejemplo, sarcoma osteogénico maligno, osteoma benigno, tumores de cartilago; como
condrosarcoma maligno o condroma benigno; tumores de la médula ésea como mieloma maligno o granuloma
eosinofilico benigno, ademas de tumores metastasicos de tejidos 6seos en otras localizaciones del cuerpo; X) la boca,
garganta, laringe y el esofago, Xl) la vejiga urinaria y los 6rganos y estructuras internos y externos del aparato
urogenital de hombre y mujer como ovarios, Uteros, cuello del Utero, testiculos y glandula prostatica, Xll) la préstata,
XIll) el pancreas, como carcinoma ductal del pancreas; XIV) el tejido linfatico como linfomas u otros tumores de origen
linfoide, XV) la piel, XVI) canceres y enfermedades tumorales de todas las estructuras anatdmicas que pertenecen a la
respiracion y a los aparatos respiratorios que incluyen los musculos toracicos y revestimientos, XVII) cancer primario o
secundario de los nédulos linfaticos, XVIIl) la lengua y las estructuras 6seas del paladar duro o senos nasales, XIX) la
boca, mejillas, cuello y glandulas salivares, XX) los vasos sanguineos incluyendo el corazdn y sus revestimientos, XXI)
los musculos lisos 0 esqueléticos y sus ligamentos y revestimientos, XXII) el sistema nervioso periférico, autbnomo,
central incluyendo el cerebelo, XXIII) , el tejido adiposo.

Sistema endocrino y trastornos hormonales

La LTBP2 humana se expresa altamente en los siguientes tejidos del sistema endocrinolégico: glandula suprarrenal,
tiroides, tumor de tiroides, pancreas. La expresion en los tejidos anteriormente mencionados demuestra que la LTBP2
humana o ARNm puede utilizarse para diagnosticar trastornos endocrinolégicos. Adicionalmente, la actividad de la
LTBP2 humana puede modularse para tratar trastornos endocrinolégicos.

El sistema endocrino consiste en un grupo de 6rganos cuya funcién principal es producir y secretar hormonas
directamente a la circulacion sanguinea. Los érganos principales del sistema endocrino son el hipotalamo, la glandula
pituitaria, la glandula tiroides, las glandulas paratiroides, los islotes del pancreas, las glandulas suprarrenales, los
testiculos y los ovarios.

El hipotalamo secreta varias hormonas que estimulan la pituitaria: Algunas desencadenan la liberacién de hormonas
pituitarias; otras suprimen la liberacién de hormonas pituitarias.

La glandula pituitaria coordina muchas funciones de las otras glandulas endocrinas, pero algunas hormonas pituitarias
tienen efectos directos.

Las células secretoras de insulina del pancreas responden a glucosa y acidos grasos. Las células paratiroides
responden a calcio y fosfato. La médula suprarrenal (parte de la glandula suprarrenal) responde para dirigir la
estimulacion por el sistema nervioso parasimpatico.

Cuando las glandulas endocrinas funcionan mal, la hormona en sangre puede llegar a ser anormalmente alta o baja,
alterando las funciones del cuerpo. Muchos trastornos se producen por el mal funcionamiento del sistema endocrino u
hormonas endocrinas. Ejemplos de tales trastornos se presentan a continuacion.

La diabetes mellitus es un trastorno en el que los niveles de glucosa en sangre son anormalmente altos debido a que el
cuerpo no libera o usa insulina adecuadamente.
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Las personas con diabetes mellitus tipo | (diabetes dependiente de insulina) producen poca insulina o en absoluto
producen insulina. En diabetes tipo |, mas del 90 por ciento de las células productoras de insulina (células beta) del
pancreas estan permanentemente destruidas. La deficiencia de insulina resultante es grave, y para sobrevivir, una
persona con diabetes tipo | debe inyectarse regularmente insulina.

En diabetes mellitus tipo Il (diabetes no dependiente de insulina), el cuerpo desarrolla resistencia a efectos de la
insulina, produciendo una deficiencia relativa de insulina.

El pancreas tiene dos funciones principales: secretar fluido que contiene enzimas digestivas al duodeno y secretar las
hormonas insulina y glucagén. La pancreatitis cronica es una inflamacion de larga duracién del pancreas.
Eventualmente, las células secretoras de insulina del pancreas pueden destruirse, conduciendo gradualmente a
diabetes. Un insulinoma es un tipo raro de tumor pancreatico que secreta insulina. Los sintomas de un insulinoma
resultan de bajos niveles de glucosa en sangre. Un gastrinoma es un tumor pancreatico que produce excesivos niveles
de la hormona gastrina, que estimula al estémago para secretar &cido y enzimas, causando Ulceras peptidicas. El
exceso de gastrina secretada por el gastrinoma produce sintomas; llamado el sindrome de Zollinger Ellison. Un
glucagonoma es un tumor que produce la hormona glucagén, que eleva el nivel de glucosa en sangre y produce un
sarpullido distintivo.

La diabetes insipida es un trastorno en el que insuficientes niveles de hormona antidiurética producen excesiva sed
(polidipsia) y excesiva produccion de orina muy diluida (poliuria). La diabetes insipida resulta de la produccion
disminuida de hormona antidiurética (vasopresina).

El cuerpo tiene dos glandulas suprarrenales. La médula de las glandulas suprarrenales secreta hormonas tales como
adrenalina (epinefrina) que afectan la tension arterial, frecuencia cardiaca, sudoracién y otras actividades también
reguladas por el sistema nervioso simpatico. La corteza secreta muchas hormonas diferentes, que incluyen
corticosteroides (cortisona como hormonas), andrégenos (hormonas masculinas), y mineralocorticoides, que controlan
la tensién arterial y los niveles de sal y potasio en el cuerpo.

Una de las enfermedades caracterizadas por glandulas suprarrenales hipoactivas es la enfermedad de Addison
(insuficiencia corticosuprarrenal).

Varios trastornos se caracterizan por glandulas suprarrenales hiperactivas. Las causas pueden ser cambios en las
propias glandulas suprarrenales o hiperestimulacion por la glandula pituitaria. Ejemplos de estas enfermedades se
enumeran a continuacion.

La sobreproduccion de esteroides androgénicos (testosterona y hormonas similares, conduce a virilizacién), la
sobreproduccion de corticosteroides (las causas podrian ser tumores de la pituitaria o la glandula suprarrenal, produce
sindrome de Cushing), sindrome de Nelson (desarrollado por personas a las que se les han extirpado ambas glandulas
suprarrenales, caracterizado por un alargamiento de la glandula pituitaria), sobreproduccién de aldosterona
(hiperaldosteronismo), sindrome de Conn (hiperaldosteronismo producido por un tumor), feocromocitoma (un tumor
que se origina a partir de las células cromafines de la glandula suprarrenal, causando sobreproduccion de
catecolaminas),

La tiroides es una glandula pequeia localizada debajo de la nuez. Secreta hormonas tiroideas, que controlan la
velocidad metabdlica. La glandula tiroides atrapa yodo y lo procesa en las hormonas tiroideas. El sindrome del enfermo
eutiroideo se caracteriza por falta de conversion de la forma T4 de la hormona tiroidea en la forma T3. El hipertiroidismo
(glandula tiroides hiperactiva, produccién de demasiada hormona) puede tener varias causas. La tiroiditis (un
inflamacién de la glandula tiroides) normalmente conduce a una fase de hipertiroidismo. La inflamacién puede lesionar
la glandula tiroides, de manera que en etapas posteriores la enfermedad se caracteriza por hipoactividad transitoria o
permanente (hipotiroidismo). Los nddulos tiroideos téxicos (adenomas) frecuentemente producen hormona tiroidea en
grandes cantidades. El bocio multinodular toéxico (enfermedad de Plummer) es un trastorno en el que hay muchos
nédulos. La enfermedad de Graves (bocio difuso toxico) se cree que se produce por un anticuerpo que estimula la
tiroides para producir demasiada hormona tiroidea. En bocio nodular téxico, uno o0 mas nédulos en la tiroides producen
demasiada hormona tiroidea y no estan bajo el control de la hormona estimulante tiroidea. El hipertiroidismo secundario
puede producirse (raramente) por un tumor pituitario que secreta demasiada hormona estimulante tiroidea, por
resistencia de la pituitaria a hormona tiroidea, que hace que la glandula pituitaria secrete demasiada hormona
estimulante tiroidea, o por una mola hidatidiforme en mujeres. La crisis hipertiroidea es una hiperactividad extrema
repentina de la glandula tiroidea, es una urgencia potencialmente mortal que requiere tratamiento rapido.

El hipotiroidismo es una afeccion en la que la glandula tiroides es hipoactiva y produce demasiada poca hormona
tiroidea. El hipotiroidismo muy grave se llama mixedema. En tiroiditis de Hashimoto (tiroiditis autoinmune), la glandula
tiroides se alarga frecuentemente, y el hipotiroidismo se produce debido a que las areas de funcionamiento de la
glandula se destruyen gradualmente. Causas mas raras de hipotiroidismo incluyen algunos trastornos heredados que
son producidos por anomalias de las enzimas en células tiroideas. En otros trastornos raros, tanto el hipotdlamo como
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la glandula pituitaria dejan de secretar suficiente hormona necesaria para estimular la funciéon normal de la tiroides.
Otros ejemplos de tiroiditis son tiroiditis linfocitica silenciosa, tiroiditis de Hashimoto o tiroiditis granulomatosa subaguda.

El cancer de tiroides es uno cualquiera de los cuatro tipos principales de tumor maligno de la tiroides: papilar, folicular,
anaplésico o medular.

La pituitaria es una glandula del tamafio de un guisante que esta asentada sobre una estructura ésea (silla turca) en la
base del cerebro. La silla turca protege la pituitaria, pero deja muy poco espacio para la expansion. Si la pituitaria se
alarga, tiende a empujar hacia arriba, presionando frecuentemente sobre las areas del cerebro que llevan sefiales de
los ojos, produciendo posiblemente cefaleas o vista defectuosa. La glandula pituitaria tiene dos partes distintas: los
I6bulos anterior (frontal) y posterior (trasero). El I6bulo anterior produce (secreta) hormonas que por ultimo lugar
controlan la funciéon de la glandula tiroides, glandulas suprarrenales y 6rganos reproductores (ovarios y testiculos);
produccion de leche (lactancia) en las mamas; y crecimiento del cuerpo en general. También produce hormonas que
hacen que la piel se oscurezca y que inhiban sensaciones de dolor. El 16bulo posterior produce hormonas que regulan
el equilibrio del agua, estimulan la bajada de leche de las mamas en mujeres lactantes y estimulan contracciones del
utero.

Ejemplos de trastornos de la glandula pituitaria son sindrome de la silla vacia; hipopituitarismo (un glandula pituitaria
hipoactiva); acromegalia, que es crecimiento excesivo producido por la secrecion excesiva de hormona de crecimiento,
que es casi siempre producida por un tumor benigno de la pituitaria (adenoma); galactorrea, que es la produccién de
leche de la mama en hombres o en mujeres que no estan dando de mamar, en ambos sexos, la causa mas comun de
la galactorrea es un tumor que produce prolactina (prolactinoma) en la glandula pituitaria.

Trastornos neuroldgicos

La LTBP2 humana se expresa altamente en los siguientes tejidos de cerebro: ganglios de la raiz dorsal, ganglios de la
raiz dorsal, cerebelo, l6bulo occipital y médula espinal. La expresién en tejidos de cerebro demuestra que la LTBP2
humana o ARNm puede utilizarse para diagnosticar enfermedades del sistema nervioso. Adicionalmente, la actividad
de la LTBP2 humana puede modularse para tratar enfermedades del sistema nervioso.

Los trastornos del SNC incluyen trastornos del sistema nervioso central, ademds de trastornos del sistema nervioso
periférico. Los trastornos del SNC incluyen, pero no se limitan a, lesiones cerebrales, enfermedades cerebrovasculares
y sus consecuencias, enfermedad de Parkinson, degeneracion corticobasal, enfermedad de las neuronas motoras,
demencia, que incluye ELA, esclerosis multiple, lesién cerebral traumatica, accidente cerebrovascular, posaccidente
cerebrovascular, poslesion cerebral traumatica y enfermedad cerebrovascular de vasos pequerios. También se
consideran que son trastornos del SNC dentro del significado de la invencion demencias, tales como enfermedad de
Alzheimer, demencia vascular, demencia con cuerpos de Lewy, demencia frontotemporal y parkinsonismo ligada al
cromosoma 17, demencias frontotemporales, que incluyen enfermedad de Pick, pardlisis nuclear progresiva,
degeneracion corticobasal, enfermedad de Huntington, degeneraciéon talamica, demencia de Creutzfeld Jakob,
demencia por VIH, esquizofrenia con demencia y psicosis de Korsakoff.

Similarmente, también se consideran que son trastornos del SNC trastornos cognitivos relacionados, tales como
deterioro cognitivo leve, deterioro de la memoria asociado a la edad, disminucién cognitiva relacionada con la edad,
deterioro cognitivo vascular, trastornos por déficit de atencién, trastornos por déficit de atencién e hiperactividad, y
trastornos de la memoria en nifios con dificultades del aprendizaje.

El dolor, dentro del significado de la invencién, también se considera que es un trastorno del SNC. El dolor puede
asociarse a trastornos del SNC, tales como esclerosis mdltiple, lesion de la médula espinal, ciatica, sindrome de cirugia
fallida de la espalda, lesion cerebral traumatica, epilepsia, enfermedad de Parkinson, posaccidente cerebrovascular y
lesiones vasculares en el cerebro y la médula espinal (por ejemplo, infarto, hemorragia, malformacién vascular). El
dolor neuropatico no central incluye el asociado a dolor posmastectomia, sensacion fantasma, distrofia simpatica refleja
(DSR), neuralgia del trigémino, radiculopatia, dolor posquirtrgico, dolor relacionado con VIH/SIDA, dolor por cancer,
neuropatias metabdlicas (por ejemplo, neuropatia diabética, neuropatia vasculitica secundaria a enfermedad de tejido
conjuntivo), polineuropatia paraneoplasica asociada, por ejemplo, a carcinoma de pulmon, o leucemia, o linfoma, o
carcinoma de préstata, colon o estbmago, neuralgia del trigémino, neuralgias craneales y neuralgia posherpética. El
dolor asociado a lesion nerviosa periférica, dolor central (es decir, debido a isquemia cerebral) y diverso dolor crénico,
es decir, lumbago, dolor de espalda (dolor de la espalda baja), dolor inflamatorio y/o reumatico. También son trastornos
del SNC dolor por cefalea (por ejemplo, migraia con aura, migrafa sin aura, y otros trastornos de migrafa), cefalea tipo
tensién episddica y crénica, cefalea similar a tipo tensién, cefalea en brotes y hemicranea paroxistica crénica. El dolor
visceral tal como pancreatitis, cistitis intestinal, dismenorrea, sindrome del intestino irritable, enfermedad de Crohn,
colico biliar, célico ureteral, infarto de miocardio y sindromes de dolor de la cavidad pélvica, por ejemplo, vulvodinia,
orquialgia, sindrome uretral y protatodinia también son trastornos del SNC. También se consideran que son un
trastorno del sistema nervioso dolor agudo, por ejemplo, dolor posoperatorio y dolor después de traumatismo.
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Trastornos uroldgicos

La LTBP2 humana se expresa altamente en los siguientes tejidos urolégicos: ganglios de la raiz dorsal, prostata, vejiga,
rindn, tumor de rifidn. La expresion en los tejidos anteriormente mencionados demuestra que la LTBP2 humana o
ARNm puede utilizarse para diagnosticar trastornos uroldgicos. Adicionalmente, la actividad de la LTBP2 humana
puede modularse para tratar trastornos urolégicos.

La LTBP2 humana se expresa altamente en tejido de ganglio de la raiz dorsal. La expresién en ganglios de la raiz
dorsal demuestra que la LTBP2 humana o ARNm puede utilizarse para diagnosticar incontinencia como trastorno
urolégico. Los ganglios de la raiz dorsal participan en la regulacion neuronal del aparato urolégico. Adicionalmente, la
actividad de la LTBP2 humana puede modularse para tratar, pero no se limita a, incontinencia.

Los trastornos genitouroldgicos comprenden trastornos benignos y malignos de los 6rganos que constituyen el aparato
genitourologico de mujeres y hombres, enfermedades renales como insuficiencia renal aguda o cronica, enfermedades
renales inmunolégicamente mediadas como rechazo de trasplante renal, nefritis lUpica, enfermedades renales de
complejo inmune, glomerulopatias, nefritis, nefropatia toxica, uropatias obstructivas como hiperplasia prostatica
benigna (HPB), sindrome de la vejiga neurogénica, incontinencia urinaria como incontinencia imperiosa, de esfuerzo o
por rebosamiento, dolor pélvico y disfuncion eréctil.

Aplicaciones

La presente invenciéon proporciona LTBP2 para procedimientos profilacticos, terapéuticos y de diagnéstico para
enfermedades cardiovasculares, enfermedades hematoldgicas, enfermedades neurolégicas, cancer, enfermedades
endocrinoldgicas y enfermedades uroldgicas.

El procedimiento regulador de la invencién implica poner en contacto una célula con un agente que modula una 0 mas
de las actividades de LTBP2. Un agente que modula actividad puede ser un agente como se describe en el presente
documento, tal como un &cido nucleico o una proteina, un ligando relacionado que se produce naturalmente del
polipéptido, un péptido, un peptidomimético, o cualquier molécula pequefa. En una realizacion, el agente estimula una
0 mas de las actividades biologicas de LTBP2. Ejemplos de tales agentes estimulantes incluyen la LTBP2 activa y
moléculas de acidos nucleicos que codifican una parte de LTBP2. En otra realizacion, el agente inhibe una o mas de
las actividades bioldgicas de LTBP2. Ejemplos de tales agentes inhibidores incluyen moléculas de acidos nucleicos
antisentido y anticuerpos. Estos procedimientos reguladores pueden realizarse in vitro (por ejemplo, cultivando la célula
con el agente) o, alternativamente, in vivo (por ejemplo, administrando el agente a un sujeto). Como tal, la presente
invencion proporciona procedimientos para tratar un individuo aquejado de una enfermedad o trastorno caracterizado
por expresion o actividad no deseada de LTBP2 o una proteina en la ruta de sefalizacion de LTBP2. En una
realizacién, el procedimiento implica administrar un agente como cualquier agente identificado o que sea identificable
por un ensayo de cribado como se describe en el presente documento, o combinacién de tales agentes que modulan,
por ejemplo, regulan por incremento o regulan por disminucion, la expresion o actividad de LTBP2 o de cualquier
proteina en la ruta de sefnalizacion de LTBP2. En otra realizacién, el procedimiento implica administrar un regulador de
LTBP2 como terapia para compensar la expresién o actividad reducida o no deseablemente baja de LTBP2 o una
proteina en la ruta de sefalizacién de LTBP2.

Se desea la estimulacién de actividad o expresion de LTBP2 en situaciones en las que la actividad enzimatica o
expresion sea anormalmente baja y en las que sea probable que elevada actividad tenga un efecto beneficioso. En
cambio, la inhibicién de la actividad enzimatica o expresién de LTBP2 se desea en situaciones en las que la actividad o
expresion de LTBP2 sea anormalmente alta y en la que sea probable que la diminucién de su actividad tenga un efecto
beneficioso.

La presente invencion proporciona el uso de ARNm de LTBP2 como biomarcador para insuficiencia cardiaca
congestiva.

La presente invencidn se ilustra adicionalmente por los siguientes ejemplos.
Composiciones farmacéuticas

La presente invencién se refiere adicionalmente a novedosos agentes identificados por los ensayos de cribado
anteriormente descritos y a usos de los mismos para los tratamientos como se describen en el presente documento.

Las moléculas de éacidos nucleicos, polipéptidos y anticuerpos (también denominadas en el presente documento
“‘compuestos activos”) de la invencion pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas adecuadas para
administracién. Tales composiciones normalmente comprenden la molécula de acido nucleico, proteina o anticuerpo y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se usa en el presente documento, el término “vehiculo
farmacéuticamente aceptable” pretende incluir todos y cada uno de disolventes, medios de dispersién, recubrimientos,
agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y que retrasan la absorcién, y similares, compatibles con la
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administracién farmacéutica. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es muy
conocido en la técnica. Excepto en tanto que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el
compuesto activo, se contempla el uso del mismo en las composiciones. También pueden incorporarse compuestos
activos complementarios en las composiciones.

La invencion incluye composiciones farmacéuticas que comprenden un regulador de la expresion o actividad de LTBP2
(y/o un regulador de la actividad o expresion de una proteina en la ruta de sefalizacién de LTBP2), ademas de
procedimientos para preparar tales composiciones combinando uno o mas de tales reguladores y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. También estan dentro de la invenciéon composiciones farmacéuticas que comprenden un
regulador identificado usando los ensayos de cribado de la invencién envasado con instrucciones para su uso. Para
reguladores que son antagonistas de la actividad de LTBP2 o que reducen la expresion de LTBP2, las instrucciones
especificarian el uso de la composicion farmacéutica para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares,
enfermedades hematoldgicas, enfermedades neuroldgicas, cancer, enfermedades endocrinol6gicas y enfermedades
urolégicas. Para reguladores que son agonistas de la actividad de LTBP2 o aumentan la expresion de LTBP2, las
instrucciones especificarian el uso de la composicion farmacéutica para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, enfermedades hematoldgicas, enfermedades neurolégicas, cancer, enfermedades endocrinoldgicas
y enfermedades urolégicas.

Un inhibidor de LTBP2 puede producirse usando procedimientos que son generalmente conocidos en la técnica. En
particular, LTBP2 purificada puede usarse para producir anticuerpos o para cribar bibliotecas de agentes farmacéuticos
para identificar aquellos que se unen especificamente a LTBP2. Los anticuerpos para LTBP2 también pueden
generarse usando procedimientos que son muy conocidos en la técnica. Tales anticuerpos pueden incluir, pero no se
limitan a, anticuerpos policlonales, monoclonales, quiméricos, monocatenarios, fragmentos Fab y fragmentos
producidos por una biblioteca de expresion de Fab. Anticuerpos neutralizantes como aquellos que inhiben la formacién
de dimeros son especialmente preferidos para uso terapéutico.

En otra realizacién de la invencion, los polinucleétidos que codifican LTBP2, o cualquier fragmento o complemento de
los mismos, pueden usarse para fines terapéuticos. En un aspecto, el complemento del polinucleétido que codifica
LTBP2 puede usarse en situaciones en las que se desearia bloguear la transcripcién del ARNm. En particular, las
células pueden transformarse con secuencias complementarias a polinucleétidos que codifican LTBP2. Asi, pueden
usarse moléculas o fragmentos complementarios para modular la actividad de LTBP2, o para lograr la regulacién de la
funcién génica. Tal tecnologia es ahora muy conocida en la técnica, y pueden disefiarse oligonucledtidos sentido o
antisentido o fragmentos mas grandes a partir de diversas localizaciones a lo largo de las regiones codificantes o de
control de secuencias que codifican LTBP2.

Pueden usarse vectores de expresion derivados de retrovirus, adenovirus o herpes, o virus de la variolovacuna, o de
diversos plasmidos bacterianos, para la administracién de secuencias de nucleétidos al drgano, tejido o poblacion de
células elegidos como diana. Pueden usarse procedimientos que son muy conocidos para aquellos expertos en la
materia para construir vectores que expresaran secuencia de acidos nucleicos complementaria a los polinucleétidos del
gen que codifica LTBP2. Estas técnicas se describen, por ejemplo, en [Scott y Smith (1990)].

Cualquiera de los procedimientos terapéuticos descritos anteriormente puede aplicarse a cualquier sujeto en necesidad
de tal terapia, que incluye, por ejemplo, mamiferos tales como perros, gatos, vacas, caballos, conejos, monos, y lo méas
preferentemente, seres humanos.

Una realizacion adicional de la invencién se refiere a la administracion de una composicién farmacéutica que contiene
LTBP2 conjuntamente con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, para cualquiera de los efectos terapéuticos
tratados anteriormente. Tales composiciones farmacéuticas puede consistir en LTBP2, anticuerpos para LTBP2, y
miméticos, agonistas, antagonistas o inhibidores de LTBP2. Las composiciones pueden administrarse solas o en
combinacién con al menos otro agente, tal como un compuesto estabilizante, que puede administrarse en cualquier
vehiculo farmacéutico biocompatible estéril que incluye, pero no se limita a, solucién salina, solucién salina tamponada,
dextrosa y agua. Las composiciones pueden administrarse a un paciente solas, o en combinacion con otros agentes,
farmacos u hormonas.

Una composicién farmacéutica de la invencion se formula para ser compatible con su via de administracion prevista.
Ejemplos de vias de administracién incluyen parenteral, por ejemplo, administracion intravenosa, intradérmica,
subcutanea, oral (por ejemplo, inhalacién), transdérmica (tdpica), transmucosa y rectal. Disoluciones o suspensiones
usadas para administracion parenteral, intradérmica o subcutanea pueden incluir los siguientes componentes: un
diluyente estéril tal como agua para inyeccion, solucion salina, aceites no volatiles, polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metilparabenos;
antioxidantes tales como &cido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como &cido
etilendiaminatetraacético; tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos, y agentes para el ajuste de la tonicidad
tales como cloruro sédico o dextrosa. El pH puede ajustarse con acidos o bases, tales como &cido clorhidrico o
hidréxido sodico. La preparacion parenteral puede encerrarse en ampollas, jeringuillas desechables o viales de
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multiples dosis hechos de vidrio o pléstico.

Composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones acuosas estériles (siendo solubles
en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones
inyectables estériles. Para administracion intravenosa, vehiculos adecuados incluyen solucion salina fisioldgica, agua
bacteriostatica, Cremophor EM™ (BASF, Parsippany, N.J.) o solucion salina tamponada con fosfato (PBS). En todos
los casos, la composicion debe ser estéril y debe ser fluida hasta el punto de que exista facil jeringabilidad. Debe ser
estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y debe preservarse contra la accién contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersion que
contiene, por ejemplo, agua, etanol, un poliol farmacéuticamente aceptable como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol
liquido, y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada 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 por
el uso de tensioactivos. La prevencion de la accién de microorganismos puede lograrse por diversos agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal y similares. En
muchos casos sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol,
sorbitol, cloruro soédico en la composicién. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede
provocarse incluyendo en la composicion un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio
y gelatina. Pueden prepararse disoluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo (por ejemplo, un
polipéptido o anticuerpo) en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacién de
componentes enumerados anteriormente, segln se requiera, seguido de esterilizacion por filtracion. Generalmente, las
dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion
basico y los otros componentes requeridos de aquellos enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para
la preparacion de disoluciones inyectables estériles, los procedimientos preferidos de preparacién son secado a vacio y
liofilizacion que da un polvo del principio activo mas cualquier componente deseado adicional de una disolucion
previamente esterilizada por filtracion de la misma.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Pueden encerrarse en
capsulas de gelatina o comprimirse en comprimidos. Con el fin de administracion terapéutica oral, el compuesto activo
puede incorporarse con excipientes y usarse en forma de comprimidos, trociscos o capsulas. Las composiciones orales
también pueden prepararse usando un vehiculo fluido para su uso como enjuague bucal, en las que el compuesto en el
vehiculo fluido se aplica por via oral y se enjuaga y expectora o se traga.

Pueden incluirse aglutinantes farmacéuticamente compatibles y/o materiales adyuvantes como parte de la
composicion. Los comprimidos, pildoras, capsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes
componentes, 0 compuestos de una naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma
tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidon o lactosa, un agente de disgregacién tal como acido alginico,
Primogel o almidén de maiz; un lubricante tal como estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante tal como diéxido
de silicio coloidal; un edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un aromatizante tal como menta, salicilato de metilo,
0 aromatizante de naranja.

Para administracién por inhalacién, los compuestos se administran en forma de un espray de aerosol de un recipiente
presurizado o dispensador que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como diéxido de carbono, o un
nebulizador.

La administracion sistémica también puede ser por medios transmucosa o transdérmicos. Para administracion
transmucosa o transdérmica se usan penetrantes apropiados a la barrera que va a atravesarse en la formulacion. Tales
penetrantes son generalmente conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para administracién transmucosa,
detergentes, sales biliares y derivados de acido fusidico. La administracion transmucosa puede llevarse a cabo
mediante el uso de esprays nasales o supositorios. Para administracién transdérmica, los compuestos activos se
formulan en pomadas, balsamos, geles o cremas como se conoce generalmente en la técnica.

Los compuestos también pueden prepararse en forma de supositorios (por ejemplo, con bases de supositorio
convencionales tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencion para administracion rectal.

En una realizacion, los compuestos activos se preparan con vehiculos que protegeran el compuesto contra la rapida
eliminacion del cuerpo, tal como una formulacién de liberacion controlada, que incluye implantes y sistemas de
administracién microencapsulados. Pueden usarse polimeros biocompatibles biodegradables tales como etileno-
acetato de vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Los procedimientos
para la preparacion de tales formulaciones seran evidentes para aquellos expertos en la materia. Los materiales
también pueden obtenerse comercialmente de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Las suspensiones
liposémicas (que incluyen liposomas elegidos como diana para células infectadas con anticuerpos monoclonales para
antigenos virales) también pueden usarse como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estos pueden prepararse
segun procedimientos conocidos para aquellos expertos en la materia, por ejemplo, como se describe en el documento
U.S. 4.522.811.
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Es especialmente ventajoso formular composiciones orales o parenterales en forma unitaria de dosificacion para
facilitar la administracién y uniformidad de la dosificacién. Forma unitaria de dosificacion como se usa en el presente
documento se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para el sujeto que va
a tratarse; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el
efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. Las especificaciones para las formas
unitarias de dosificacion de la invencion estan dictadas por y son directamente dependientes de las caracteristicas
Unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico particular que va a lograrse, y las limitaciones inherentes en la
materia de la combinacién de un compuesto activo tal para el tratamiento de individuos.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluirse en un recipiente, envase o dispensador junto con instrucciones para
administracién. Para composiciones farmacéuticas que incluyen un antagonista de la actividad de LTBP2, un
compuesto que reduce la expresién de LTBP2 o un compuesto que reduce la expresion o actividad de una proteina en
la ruta de sefalizacion de LTBP2 o cualquier combinacién de los mismos, las instrucciones para administracion
especificaran el uso de la composicion para enfermedades cardiovasculares, enfermedades hematologicas,
enfermedades neuroldgicas, cancer, enfermedades endocrinoldgicas y enfermedades urolégicas. Para composiciones
farmacéuticas que incluyen un agonista de la actividad de LTBP2, un compuesto que aumenta la expresién de LTBP2,
0 un compuesto que aumenta la expresion o actividad de una proteina en la ruta de sefializacion de LTBP2 o cualquier
combinaciéon de los mismos, las instrucciones para administracion especificaran el uso de la composicién para
enfermedades cardiovasculares, enfermedades hematoldgicas, enfermedades neurolégicas, cancer, enfermedades
endocrinoldgicas y enfermedades uroldgicas.

Diagnéstico
Una realizacion de la invencién describe LTBP2 como biomarcador para uso diagnéstico.

El uso de LTBP2 como biomarcador en diagndstico se basa en la comparacién del nivel de LTBP2 en una muestra
biolégica de un mamifero enfermo con el nivel de LTBP2 en una muestra de control de un mamifero sano o normal. Si
el nivel de LTBP2 en el mamifero enfermo se diferencia del nivel de LTBP2 en un mamifero normal o sano, entonces el
mamifero enfermo se diagnostica con una enfermedad asociada a un nivel de LTBP2 alterado. Ademas, el comparar
niveles de LTBP2 de una muestra biolégica de un mamifero enfermo con niveles de LTBP2 de muestras de control de
mamiferos con una enfermedad asociada a LTBP2 ya diagnosticada con diferentes etapas o gravedad de dicha
enfermedad permite el diagnéstico de una enfermedad asociada a LTBP2 de dicho primer mamifero enfermo y
especificar la gravedad de la enfermedad asociada a LTBP2. La muestra biolégica se toma de tejido o fluido corporal
analogo al de la muestra de control.

Se establecen valores normales o patréon para la expresién de LTBP2 usando muestras de control de sujetos
mamiferos sanos o enfermos. Una muestra de control puede obtenerse recogiendo fluidos corporales separados o
combinados o extractos celulares tomados de sujetos mamiferos normales, preferentemente humanos, alcanzando
nuameros relevantes estadisticos. Para obtener el nivel de LTBP2 normal o patrén de las muestras de control, las
muestras se sometieron a procedimientos de deteccién adecuados para detectar polipéptido, polinucleétido o actividad
de LTBP2. La determinacién del nivel de LTBP2 en un mamifero sometido a diagnéstico se realiza andlogamente
recogiendo una muestra biolégica de dicho mamifero. Cantidades de niveles de LTBP2 en muestras biolégicas de un
mamifero sometido a diagnostico se comparan con los valores patron o normales medidos de una muestra de control.
La desviacién entre el valor patrén (determinado de muestra de control) y el valor objeto (determinado de muestra
bioldgica) establece los parametros para diagnosticar enfermedad. La cuantificacién absoluta de niveles de LTBP2
medidos a partir de muestras biolégicas o de control puede lograrse comparando aquellos valores con valores
obtenidos de un experimento en el que se usa una cantidad conocida de un polipéptido sustancialmente purificado.

Los anticuerpos que se unen especificamente a LTBP2 pueden usarse para el diagnostico de trastornos caracterizados
por la expresién del biomarcador LTBP2, o en ensayos de diagndstico para monitorizar pacientes que estan tratandose
consiguiendo orientacion para terapia para una enfermedad tal. Un tratamiento tal incluye medicacion adecuada para
tratar una enfermedad tal, y tratamiento con polipéptidos o polinucledtidos de LTBP2, o agonistas, antagonistas e
inhibidores de LTBP2. Anticuerpos utiles para fines de diagndstico pueden prepararse del mismo modo que aquellos
descritos anteriormente para terapéuticos. Los ensayos de diagndstico para LTBP2 incluyen procedimientos que
utilizan el anticuerpo y una marca para detectar LTBP2 en fluidos del cuerpo humano o en extractos de células o
tejidos. Los anticuerpos pueden usarse con o sin modificacion, y pueden marcarse por enlace covalente o no covalente
con una molécula indicadora. Una amplia variedad de moléculas indicadoras, varias de las cuales se describen
anteriormente, se conocen en la técnica y pueden usarse.

Una variedad de protocolos para medir LTBP2, que incluyen ELISA, RIA, tecnologia de guia de onda plana y FACS, se
conocen en la técnica y proporcionan una base para diagnosticar niveles alterados o anormales de la expresion de
LTBP2. Los bioensayos de tecnologia de guia de onda plana se disefian para realizar ensayos de hibridacién de acidos
nucleicos multiplexados, reacciones de inmunoafinidad y ensayos basados en receptores con alta sensibilidad y
selectividad. Los elementos de reconocimiento especificos para los analitos de interés se unen sobre la superficie en

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2443042 T3

pequenos puntos discretos; la transferencia de los elementos de reconocimiento sobre la superficie se realiza usando
una tecnologia de aplicacion de puntos adecuada que requiere solo minusculas cantidades de elementos de
reconocimiento. Una disposicién tal de diferentes elementos de reconocimiento en un formato de matriz permite la
deteccion y cuantificacion simultanea de cientos a miles de diferentes analitos por muestra, incluyendo duplicados.

Las reacciones sobre micromatrices normalmente siguen un esquema tipico:

Los elementos de reconocimiento (por ejemplo, oligonucleétidos, ADNc o anticuerpos) se aplican en puntos sobre la
superficie de guia de onda plana quimicamente modificada con didmetros de punto tipicos de 100 - 200 um. Los
restantes sitios de union libres sobre una superficie estan siendo posteriormente bloqueados para reducir o eliminar la
unién no especifica. En una siguiente etapa, la muestra (por ejemplo, ADNc fluorescentemente marcado o complejo de
analito pre-incubado / anticuerpo fluorescentemente marcado) se transfiere sobre la superficie para incubacion. El
tiempo de incubacién en el que se produce un reconocimiento selectivo y unién entre elementos de reconocimiento y
moléculas diana correspondientes (por ejemplo, hibridacién de ADN - ADN o interaccién antigeno - anticuerpo)
depende de la afinidad entre los analitos y los elementos de reconocimiento inmovilizados. Los puntos fluorescentes
resultantes pueden entonces detectarse durante la ultralectura.

Debido a la obtencion de imagenes lateralmente resueltas de las sefiales de fluorescencia de las manchas individuales
por una camara de CCD, simultdneamente puede cuantificarse una gran variedad de diferentes analitos, que
normalmente requieren volimenes de muestra en el intervalo de 15 pl. La calibracion y los puntos de referencia
permiten la precisa cuantificacion de analitos usando solo un chip y permiten el establecimiento de respuesta a dosis y
de actividad dependiente del tiempo [Pawlak (2002), Duveneck (2002)].

Valores normales o patrén para la expresion de LTBP2 se establecen usando muestras de control de sujetos
mamiferos sanos o enfermos. Una muestra de control puede obtenerse recogiendo fluidos corporales separados o
combinados o extractos celulares tomados de sujetos mamiferos normales, preferentemente humanos, alcanzando
numeros relevantes estadisticos. Para obtener valores normales o patrén, las muestras de control se combinan con un
anticuerpo para LTBP2 en condiciones adecuadas para la formacién de complejos. La cantidad de formacién de
complejos patréon puede cuantificarse por diversos procedimientos, preferentemente por medios fotométricos. La
determinacion del nivel de LTBP2 en un mamifero sometido a diagndstico se realiza analogamente recogiendo una
muestra biolégica de dicho mamifero, combinando dicha muestra con un anticuerpo para LTBP2 y determinando la
formacion de complejos. Las cantidades de LTBP2 expresadas en muestras bioldgicas de un mamifero sometido a
diagnostico se comparan con los valores patron o normales medidos de una muestra de control. La desviacién entre el
valor patron (determinado de muestra de control) y el valor objeto (determinado de muestra biol6gica) establece los
parametros para diagnosticar enfermedad. La cuantificacién absoluta de niveles de LTBP2 medidos a partir de
muestras biolégicas o de control puede lograrse comparando aquellos valores con valores obtenidos de un
experimento en el que se usa una cantidad conocida de un polipéptido sustancialmente purificado.

En otra realizacion de la invencion, los polinucleétidos que codifican LTBP2 pueden usarse para fines de diagnéstico.
Los polinucleétidos que pueden usarse incluyen secuencias de oligonucledtidos, ARN complementario y moléculas de
ADN, y PNA. Los polinuclettidos pueden usarse para detectar y cuantificar la expresién génica en muestras de control
y bioldgicas en las que la expresion del biomarcador LTBP2 puede correlacionarse con enfermedad. El ensayo de
diagnostico puede usarse para distinguir entre ausencia, presencia y exceso de expresion de LTBP2, y para monitorizar
la regulacién de niveles de LTBP2 durante la intervencién terapéutica.

Las secuencias de polinucleétidos que codifican LTBP2 pueden usarse para el diagnéstico de enfermedades
cardiovasculares, enfermedades hematoldgicas, enfermedades neurolégicas, cancer, enfermedades endocrinolégicas
y enfermedades uroldgicas asociadas a expresion de LTBP2. Las secuencias de polinucleétidos que codifican LTBP2
puede usarse en analisis Southern, Northern o de transferencia por puntos, u otras tecnologias basadas en membrana;
en tecnologias de PCR; en varilla de medicidn, aguja y ensayos de ELISA; bDNA (tecnologia de ADN ramificado) y
tecnologia de guias de onda plana; y en micromatrices que utilizan una muestra biolégica de mamiferos enfermos para
detectar la expresion de LTBP2 alterada. Tales procedimientos cualitativos o cuantitativos son muy conocidos en la
técnica.

En un aspecto particular, las secuencias de nucleétidos que codifican LTBP2 pueden ser utiles en ensayos que
detectan la presencia de trastornos asociados, particularmente aquellos mencionados anteriormente. Las secuencias
de nucledtidos que codifican LTBP2 pueden marcarse mediante procedimientos convencionales y afadirse a una
muestra biolégica de mamiferos enfermos en condiciones adecuadas para la formacién de complejos de hibridacion.
Después de un periodo de incubacion adecuado, la muestra se lava y la sefal se cuantifica y se compara con un valor
patrén. Si la cantidad de sefial en la muestra de paciente esta alterada de la de una muestra de control comparable, las
secuencias de nucleétidos se han hibridado con secuencias de nucleétidos en la muestra, y la presencia de niveles
alterados de secuencias de nucleétidos que codifican LTBP2 en la muestra indica la presencia del trastorno asociado.
Tales ensayos también pueden usarse para evaluar la eficacia de una pauta de tratamiento terapéutico particular en
estudios animales, en ensayos clinicos, o en monitorizar el tratamiento de un paciente individual.
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Con el fin de proporcionar una base para el diagnéstico de enfermedades cardiovasculares, enfermedades
hematoldgicas, enfermedades neuroldgicas, cancer, enfermedades endocrinologicas y enfermedades uroldgicas
asociadas a expresion de LTBP2, se establece un perfil normal o patrén para la expresion. Esto puede llevarse a cabo
combinando fluidos corporales o extractos celulares tomados de sujetos normales, tanto animales como humanos, con
una secuencia, o un fragmento de la misma, que codifica LTBP2, en condiciones adecuadas para hibridacién o
amplificacion. La cuantificacion de niveles de LTBP2 medida a partir de muestras bioldgicas o de control puede
lograrse comparando aquellos valores con valores obtenidos de un experimento en el que se usa una cantidad
conocida de un polinucleétido sustancialmente purificado. Valor patron obtenidos de muestras normales pueden
compararse con valores obtenidos de muestras de pacientes que son sintomaticos para un trastorno. La desviacién de
valores patrén se usa para establecer la presencia de un trastorno.

Biomarcador
Uso de LTBP2 como biomarcador

Un experto habitual en la materia conoce varios procedimientos y dispositivos para la deteccién y andlisis de los
marcadores de la presente invencion. Con respecto a polipéptidos o proteinas en muestras de prueba de pacientes,
frecuentemente se usan dispositivos y procedimientos de inmunoensayo. Estos dispositivos y procedimientos pueden
utilizar moléculas marcadas en diversos formatos de ensayo de sandwich, competitivos o0 no competitivos, para generar
una senal que estd relacionada con la presencia o cantidad de un analito de interés. Adicionalmente, ciertos
procedimientos y dispositivos, tales como biosensores e inmunoensayos 6pticos, pueden emplearse para determinar la
presencia o cantidad de analitos sin la necesidad de una molécula marcada.

Preferentemente, los marcadores se analizan usando un inmunoensayo, aunque otros procedimientos son muy
conocidos para aquellos expertos en la materia (por ejemplo, la medicién de niveles de ARN marcador). La presencia o
cantidad de un marcador se determina generalmente usando anticuerpos especificos para cada marcador y detectando
unién especifica. Puede utilizarse cualquier inmunoensayo adecuado, por ejemplo, inmunoensayos ligados a enzima
(ELISA), radioinmunoensayo (RIA), ensayos de unién competitiva, tecnologia de guia de onda plana, y similares. La
unién inmunolégica especifica del anticuerpo al marcador puede detectarse directamente o indirectamente. Marcas
directas incluyen marcas fluorescentes o luminiscentes, metales, colorantes, radioniclidos y similares, unidos al
anticuerpo. Las marcas indirectas incluyen diversas enzimas muy conocidas en la técnica, tales como fosfatasa
alcalina, peroxidasa de rdbano picante y similares. Para un ejemplo de como este procedimiento se lleva a cabo en una
maquina puede usarse el dispositivo de RAMP Biomedical llamado Clinical Reader sup™, que usa el procedimiento de
marca fluorescente, aunque el experto conocera muchas maquinas diferentes y protocolos manuales para realizar el
mismo ensayo. Se aplica sangre completa diluida al pocillo de muestra. Los glébulos rojos son retenidos en la
almohadilla de muestra, y el plasma separado migra a lo largo de la tira. Particulas de latex tefidas de fluorescente se
unen al analito y se inmovilizan en la zona de deteccién. Particulas adicionales se inmovilizan en la zona de control
interno. La fluorescencia de las zonas de deteccion y control interno se miden en el Reader sup™ de RAMP Clinical, y
la relacion entre estos valores se calcula. Esta relacion se usa para determinar la concentracién de analito por
interpolacién de una curva patron especifica del lote suministrada por el fabricante en cada kit de prueba para cada
ensayo.

El uso de anticuerpos inmovilizados especificos para los marcadores también se contempla por la presente invencion y
es muy conocido por un experto habitual en la materia. Los anticuerpos podrian inmovilizarse sobre una variedad de
soportes sélidos, tales como particulas de matriz magnética o cromatografica, la superficie de un sitio de ensayo (tal
como pocillos de microtitulacién), trozos de un material de sustrato sélido (tal como plastico, nailon, papel), y similares.
Una tira de ensayo podria prepararse recubriendo el anticuerpo o una pluralidad de anticuerpos en una matriz sobre
soporte sdlido. Esta tira podria entonces sumergirse en la muestra de prueba y luego procesarse rapidamente
mediante lavados y etapas de deteccién para generar una sefal medible, tal como un punto coloreado.

El analisis de una pluralidad de marcadores puede llevarse a cabo por separado o simultdaneamente con una muestra
de prueba. Varios marcadores pueden combinarse en una prueba para el eficiente procesamiento de multiples
muestras. Ademas, un experto en la materia reconoceria el valor de probar maltiples muestras (por ejemplo, en
momentos de tiempo sucesivos) del mismo individuo. Tal prueba de muestras en serie permitira la identificacion de
cambios en niveles de marcador con el tiempo. El aumento o disminucién en niveles de marcador, ademas de la
ausencia de cambio en niveles de marcador, proporcionaria informacion util sobre el estado de enfermedad que
incluye, pero no se limita a, identificar el momento aproximado de la apariciéon del evento, la presencia y cantidad de
tejido salvable, la idoneidad de terapias de farmaco, la eficacia de diversas terapias, identificacion de la gravedad del
evento, identificacion de la gravedad de la enfermedad e identificacion del desenlace del paciente, que incluye riesgo
de futuros eventos.

Un ensayo que consiste en una combinacién de los marcadores referenciados en la presente invencion puede
construirse para proporcionar informacion relevante relacionada con diagnéstico diferencial. Un panel tal puede
construirse usando 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 0 mas o marcadores individuales. El andlisis de un Unico
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marcador o subconjuntos de marcadores que comprenden un mayor panel de marcadores podria llevarse a cabo por
procedimientos descritos dentro de la presente invenciéon para optimizar la sensibilidad o especificidad clinica en
diversos entornos clinicos.

El analisis de marcadores también podria llevarse a cabo en una variedad de formatos fisicos. Por ejemplo, el uso de
placas de microtitulaciéon o automatizacion podria usarse para facilitar el procesamiento de grandes numeros de
muestras de prueba. Alternativamente, podrian desarrollarse formatos de muestras individuales para facilitar el
tratamiento y diagndstico inmediato de un modo preciso, por ejemplo, en entornos de transporte ambulatorio o de sala
de urgencias. Formatos fisicos particularmente Utiles comprenden superficies que tienen una pluralidad de
localizaciones direccionables discretas para la deteccion de una pluralidad de diferentes analitos. Tales formatos
incluyen micromatrices de proteinas, o “chips de proteinas” y dispositivos capilares.

Los marcadores cardiacos sirven de funcion importante en la deteccion temprana y monitorizacién de enfermedad
cardiovascular. Los marcadores de enfermedad son normalmente sustancias encontradas en una muestra corporal que
pueden medirse faciimente. La cantidad medida puede correlacionarse con patofisiologia de enfermedad subyacente,
presencia o ausencia de un evento cardiaco actual o inminente, probabilidad de un evento cardiaco en el futuro. En
pacientes que reciben tratamiento para su afeccion, la cantidad medida también se correlacionara con sensibilidad a
terapia. Los marcadores pueden incluir niveles elevados de tension arterial, colesterol, aztcar en sangre, homocisteina
y proteina C reactiva (CRP). Sin embargo, los presentes marcadores, incluso en combinacién con otras mediciones o
factores de riesgo, no identifican adecuadamente pacientes en riesgo, con exactitud detectan eventos (es decir, infartos
de miocardio), o se correlacionan con terapia. Por ejemplo, la mitad de los pacientes no tienen elevado colesterol en
suero u otros factores de riesgo tradicionales.

El uso de marcadores en el diagnéstico de afecciones cardiacas se describe en, por ejemplo, Alpert y col. (2000);
Newby y col. (2001); de Lemos y col.(2002); Boersma y col. (2002); Christenson y col. (2001).

Biomarcador cardiovascular

BNP (como ejemplo de biomarcadores cardiovasculares)

El péptido natriurético tipo B (BNP), también llamado péptido natriurético tipo cerebro, es un péptido de 4 kDa de 32
aminodcidos que participa en el sistema de natriuresis para regular la tension arterial y el equilibrio de fluidos. El
precursor para BNP se sintetiza como una molécula de 108 aminoacidos, denominada “pre pro BNP”, que se procesa
proteoliticamente en un péptido del extremo N de 76 aminoacidos (amino&cidos 1-76), denominado “NT pro BNP”, y la
hormona madura de 32 aminoacidos, denominada BNP o BNP 32 (aminoacidos 77-108). Se ha sugerido que cada una
de estas especies --NT pro-BNP, BNP-32 y pre pro BNP-- puede circular en plasma humano. Las 2 formas, pre pro
BNP y NT pro BNP, y péptidos que se derivan de BNP, pre pro BNP y NT pro BNP y que estan presentes en la sangre
como resultado de la protedlisis de BNP, NT pro BNP y pre pro BNP, se describen conjuntamente como marcadores
relacionados con o asociados a BNP. La degradacion proteolitica de BNP y de péptidos relacionados con BNP también
se ha descrito en la bibliografia y estos fragmentos proteoliticos también estan englobados por el término “péptidos
relacionados con BNP”. Los péptidos relacionados con BNP y BNP se encuentran predominantemente en los granulos
secretores de los ventriculos cardiacos, y son liberados del corazon en respuesta a tanto expansion del volumen
ventricular como sobrecarga de presion. Las elevaciones de BNP estan asociadas a elevadas presiones de
enclavamiento auriculares y pulmonares, reducida funcién sistélica y diastolica ventricular, hipertrofia ventricular
izquierda e infarto de miocardio [Sagnella, (1998)]. Ademas, hay numerosos informes de elevada concentracion de
BNP asociada a insuficiencia cardiaca congestiva e insuficiencia renal. Aunque es probable que los péptidos
relacionados con BNP y BNP no sean especificos para ACS, pueden ser marcadores sensibles de ACS debido a que
pueden indicar no solo lesién celular debida a isquemia, sino también una perturbacion del sistema natriurético
asociada a ACS. El término “BNP” como se usa en el presente documento se refiere a la propia molécula de BNP
madura de 32 aminodcidos. Sin embargo, como reconocera el experto, otros marcadores relacionados con BNP
también pueden servir de indicadores de diagnostico o prondstico en pacientes con ACS. Por ejemplo, BNP se sintetiza
como una molécula pre pro-BNP de 108 aminoacidos que se procesa proteoliticamente en una molécula de “NT pro
BNP” de 76 aminoéacidos y de BNP de 32 aminoacidos. Debido a su relacién con BNP, la concentracion de la molécula
de NT pro-BNP también puede proporcionar informacion de diagnostico o prondstico en pacientes. El término
“marcador relacionado con BNP o péptido relacionado con BNP” se refiere a cualquier polipéptido que se origine a
partir de la molécula de pre pro-BNP, distinto de la propia molécula de BNP de 32 aminoécidos. Asi, un marcador
relacionado con o asociados a BNP incluye la molécula de NT pro-BNP, el dominio pro, un fragmento de BNP que es
mas pequefio que la secuencia entera de 32 aminoacidos, un fragmento de pre pro-BNP distinto de BNP y un
fragmento del dominio pro.

Clases de biomarcadores
LTBP2 podria usarse como biomarcador para enfermedades cardiovasculares, enfermedades hematoldgicas,

enfermedades neurolégicas, cancer, enfermedades endocrinoldgicas y enfermedades uroldgicas en diferentes clases:
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Biomarcador de enfermedad: un biomarcador que se refiere a un desenlace clinico o medida de enfermedad.
Biomarcador de eficacia: un biomarcador que refleja el efecto beneficioso de un tratamiento dado.
Biomarcador de estadificacion: un biomarcador que distingue entre diferentes etapas de un trastorno crénico.

Biomarcador sustituto: un biomarcador que se considera un sustituto valido para una medida de desenlace
clinico.

Biomarcador de toxicidad: un biomarcador que informa de un efecto toxicoldgico de un farmaco en un sistema
in vitro o in vivo.

Biomarcador de mecanismo: un biomarcador que informa de un efecto aguas abajo de un farmaco.
Biomarcador diana: un biomarcador que informa de la interaccion del farmaco con su diana.

Una realizacion de la descripcion es un procedimiento de uso de LTBP2 como biomarcador para una enfermedad que
comprende:

(a) obtener una muestra biolégica de un mamifero,

(b) medir el nivel de LTBP2 en la muestra bioldgica,

(c) obtener una muestra de control de un mamifero,

(d) medir el nivel de LTBP2 en la muestra de control,

(e) comparar el nivel de LTBP2 en la muestra biolégica con el nivel de LTBP2 en una muestra de control, y

(f) diagnosticar una enfermedad basada en el nivel de LTBP2 de la muestra biolégica en comparacion con la
muestra de control.

La muestra biolégica en la etapa (a) de los procedimientos es en una realizacién preferida una muestra biolégica que
comprende un grupo de muestras que consiste en una muestra de sangre, una muestra de plasma, una muestra de
suero, una muestra de tejido, una muestra de mucosa oral, una muestra de saliva, una muestra de fluido intersticial o
una muestra de orina. La muestra de sangre es, por ejemplo, una muestra de sangre completa, una muestra de sangre
fraccionada, una muestra de plaquetas, una muestra de neutréfilos, una muestra de leucocitos, una muestra de
glébulos blancos, una muestra de monocitos, una muestra de globulos rojos, una muestra de granulocitos y una
muestra de eritrocitos. Una muestra de tejido es, por ejemplo, una muestra recogida de musculo, adiposo, corazén o
piel.

En una realizacion preferida, LTBP2 se usa como biomarcador que diagnostica una enfermedad que esta asociada a
niveles de LTBP2 alterados. Otra realizacion preferida, LTBP2 se usa como biomarcador para identificar un riesgo
individual de desarrollar una enfermedad, o para predecir un desenlace adverso en un paciente diagnosticado con una
enfermedad.

El uso de LTBP2 como biomarcador de enfermedad en diagndstico se basa en la comparacion del nivel de LTBP2 en
una muestra biolégica de un mamifero enfermo con el nivel de LTBP2 en una muestra de control de un mamifero sano
o normal o un grupo de mamiferos sanos o normales. Si el nivel de LTBP2 en el mamifero enfermo se diferencia del
nivel de LTBP2 en un mamifero normal o sano, entonces el mamifero enfermo se diagnostica con una enfermedad
asociada a nivel de LTBP2 alterado.

Ademas, usando LTBP2 como biomarcador de estadificacion, los niveles de LTBP2 de un mamifero enfermo se
comparan con niveles de LTBP2 de un mamifero con una enfermedad asociada a LTBP2 ya diagnosticada con
diferentes estados de gravedad de dicha enfermedad, permite el diagnoéstico de dicho primer mamifero enfermo
especificando la gravedad de la enfermedad asociada a LTBP2.

Una muestra de control puede ser una muestra tomada de un mamifero. Una muestra de control puede ser una
muestra previamente tomada de un mamifero, ya que un nivel de LTBP2 en una muestra de control puede ser un nivel
de LTBP2 predeterminado medido en una muestra previamente tomada. El nivel de LTBP2 en una muestra de control
0 en una muestra biolégica puede determinarse, por ejemplo, como un valor relativo y como un valor absoluto. Un nivel
de LTBP2 previamente medido de una muestra de control puede guardarse, por ejemplo, en una base de datos, en una
publicacion de internet, en una forma electronicamente accesible, en una publicacion. Comparando el nivel de LTBP2
de una muestra biolégica con una muestra de control pueden compararse valores relativos o valores cuantificados
absolutos.

Otra realizacién es un procedimiento de uso de LTBP2 como biomarcador para guiar una terapia de una enfermedad
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que comprende:
(a) obtener un nivel inicial de LTBP2 en muestra bioloégica de un mamifero enfermo,
(b) administrar al mamifero enfermo un tratamiento para la enfermedad,
(c) obtener una 0 mas muestras biologicas posteriores del mamifero enfermo
(d) medir el nivel de LTBP2 en la una o mas muestras biol6gicas posteriores,
(e) comparar el nivel de LTBP2 en la una o mas muestras bioldgicas posteriores con la muestra inicial, y

(f) determinar si dosificaciones elevadas, tratamientos adicionales o alternativos son necesarios 0 no
basandose en niveles de LTBP2 obtenidos de una o mas muestras bioldgicas posteriores con respecto al
nivel de LTBP2 inicial.

En una realizacién preferida, LTBP2 se usa como biomarcador para guiar una terapia en una enfermedad que esta
asociada a niveles de LTBP2 alterados.

El uso de LTBP2 como biomarcador del criterio de valoracién de enfermedad, eficacia o sustituto en diagnéstico se
basa en la comparacion del nivel de LTBP2 en una muestra biolégica de un mamifero enfermo antes del tratamiento (el
nivel de muestra inicial) con el nivel de LTBP2 en muestras posteriores de dicho mamifero que recibe un tratamiento
para la enfermedad. Si el nivel de LTBP2 en la muestra inicial se diferencia del nivel de LTBP2 en las posteriores
muestras, entonces la terapia puede considerarse satisfactoria. Si el nivel de LTBP2 en la muestra inicial no se
diferencia o se diferencia solo ligeramente del nivel de LTBP2 en las posteriores muestras, entonces la terapia puede
considerarse no satisfactoria. Si la terapia se considera no satisfactoria, pueden considerarse elevadas dosificaciones
de la misma terapia, repeticién de la misma terapia o un tratamiento alternativo que sea diferente de la primera terapia.

La muestra bioldgica en la etapa (a) de los procedimientos es en una realizacién preferida una muestra biolégica que
comprende un grupo de muestras que consiste en una muestra de sangre, una muestra de plasma, una muestra de
suero, una muestra de tejido, una muestra de mucosa oral, una muestra de saliva, una muestra de fluido intersticial o
una muestra de orina. La muestra de sangre es, por ejemplo, una muestra de sangre completa, una muestra de sangre
fraccionada, una muestra de plaquetas, una muestra de neutréfilos, una muestra de leucocitos, una muestra de
glébulos blancos, una muestra de monocitos, una muestra de globulos rojos, una muestra de granulocitos y una
muestra de eritrocitos. Una muestra de tejido es, por ejemplo, una muestra recogida de musculo, adiposo, corazén o
piel.

En una realizacién preferida, el nivel de LTBP2 se determina determinando el nivel de polinucleétido de LTBP2.
En otra realizacion preferida, el nivel de LTBP2 se determina determinando el nivel de polipéptido de LTBP2.
En otra realizacion preferida, el nivel de LTBP2 se determina determinando el nivel de actividad de LTBP2.

En una realizacion preferida, la enfermedad asociada a LTBP2 comprende un grupo de enfermedades que consiste en
enfermedades cardiovasculares, enfermedades hematologicas, enfermedades neuroldgicas, enfermedades
respiratorias, enfermedades gastroenterolégicas y enfermedades urolégicas. En una realizacion mas preferida, la
enfermedad cardiovascular asociada a LTBP2 comprende un grupo de enfermedades que consiste en insuficiencia
cardiaca congestiva, hipertension pulmonar, disfuncion ventricular izquierda y disfuncion ventricular derecha, infarto de
miocardio, oclusién coronaria, enfermedad, enfermedad cardiaca isquémica, trastorno por hipertrofia cardiaca,
trastornos por fibrosis cardiaca.

En una realizacién preferida de la invencion, el mamifero es un ser humano.

En una realizacion preferida de la invencion, el nivel de LTBP2 de la muestra biol6gica es elevado en comparacion con
la muestra de control.

Otra realizacion de la presente invencion prefiere el uso de LTBP2 en combinacién con el uso de uno o mas
biomarcadores, méas preferentemente con biomarcadores usados en el diagnéstico de enfermedades asociadas a
LTBP2.

En una realizacion preferida de la invencion, el uso de LTBP2 se combina con el uso de uno o méas biomarcadores que
comprenden un grupo de biomarcadores que consiste en CRTAC, PRSS23, FN1, TGFB2, NPR3, CTGF, BNP, ANP,
troponina, CRP, mioglobina, CK-MB y metabolitos.

En otra realizacién preferida, el uso de LTBP2 se combina con el uso de uno o méas biomarcadores clinicos que
comprenden un grupo de biomarcadores que consiste en tension arterial, frecuencia cardiaca, tension arterial pulmonar
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o resistencia vascular sistémica.

En otra realizacion preferida, el uso de LTBP2 se combina con el uso de uno o mas procedimientos de obtencion de
imagenes de diagnostico que comprenden un grupo de procedimientos que consiste en TEP (tomografia de emision de
positrones), TC (tomografia computerizada), ultrasénico, SPECT (tomografia computerizada por emisién de fotdn
Unico), ecocardiografia o cardiografia por impedancia.

En otra realizacion preferida, el uso de LTBP2 se combina con el uso de uno o mas procedimientos de obtencion de
imagenes de diagnostico que comprenden un grupo de procedimientos que consiste en TEP (tomografia de emision de
positrones), TC (tomografia computerizada), ultrasénico, SPECT (tomografia computerizada por emisién de fotdn
Unico), ecocardiografia, cardiografia por impedancia, tension arterial, frecuencia cardiaca, tension arterial pulmonar,
resistencia vascular sistémica, CRTAC, PRSS23, FN1, TGFB2, NPR3, CTGF, BNP, ANP, troponina, CRP, mioglobina,
CK-MB y metabolitos.

En ofra realizacion preferida es un kit para identificar un riesgo individual de desarrollar una enfermedad, para predecir
una enfermedad o un desenlace adverso en un paciente diagnosticado con una enfermedad, o para guiar una terapia
en un paciente con una enfermedad, comprendiendo el kit uno 0 mas anticuerpos que se unen especificamente a
LTBP2, medios de deteccion, uno o mas recipientes para recoger y o contener la muestra bioldgica, y una instruccion
para su uso.

Otra realizacién preferida es un kit para identificar un riesgo individual para desarrollar una enfermedad, para predecir
una enfermedad o un desenlace adverso en un paciente diagnosticado con una enfermedad, o para guiar una terapia
en un paciente con una enfermedad, comprendiendo el kit una o mas sondas o cebadores para detectar ARNm de
LTBP2, medios de deteccion, uno o mas recipientes para recoger y o contener la muestra bioldgica, y una instruccion
para su uso.

Otra realizacién preferida es un kit para identificar un riesgo individual para desarrollar una enfermedad, para predecir
una enfermedad o un desenlace adverso en un paciente diagnosticado con una enfermedad, o para guiar una terapia
en un paciente con una enfermedad, comprendiendo el kit uno o mas sustratos para detectar actividad de LTBP2,
medios de deteccion, uno o mas recipientes para recoger y o contener la muestra biolégica, y una instruccion para su
uso.

Determinacion de una dosis terapéuticamente eficaz

La determinacién de una dosis terapéuticamente eficaz estd perfectamente dentro de la capacidad de aquellos
expertos en la materia. Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a esa cantidad de principio activo que aumenta o
disminuye la actividad de LTBP2 con respecto a la actividad de LTBP2 que se produce en ausencia de la dosis
terapéuticamente eficaz. Para cualquier compuesto, la dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente
tanto en ensayos de cultivo celular como en modelos animales, normalmente ratones, conejos; perros, o cerdos. El
modelo animal también puede usarse para determinar el intervalo de concentracion apropiado y la via de
administracién. Tal informacién pueden entonces usarse para determinar dosis Utiles y vias para administracion en
seres humanos.

La eficacia y toxicidad terapéutica, por ejemplo, DEsg (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacion) y la
DLsy (la dosis letal para el 50% de la poblacién) puede determinarse mediante procedimientos farmacéuticos
convencionales en cultivos celulares o animales experimentales. La relacion de dosis de efectos toxicos con respecto a
terapéuticos es el indice terapéutico, y puede expresarse como la relacién, DLso/DEso. Se prefieren composiciones
farmacéuticas que presenten grandes indices terapéuticos. Los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular y
estudios animales se usan en la formulacién de un intervalo de dosificacion para uso humano. La dosificacion
contenida en tales composiciones esta preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones en circulacién que
incluye la DEsp con poca o ninguna toxicidad. La dosificacién varia dentro de este intervalo dependiendo de la forma de
dosificacién empleada, sensibilidad del paciente y la via de administracién. La dosificacién exacta se determinara por el
médico, en vista de factores relacionados con el sujeto que requiere tratamiento. La dosificacion y administracion se
ajustan para proporcionar niveles suficientes del principio activo o para mantener el efecto deseado. Factores que
puede tenerse en cuenta incluyen la gravedad del estado de enfermedad, salud general del sujeto, edad, peso y sexo
del sujeto, dieta, tiempo y frecuencia de administracién, combinacion (combinaciones) de farmaco, sensibilidades a la
reaccién y tolerancia/respuesta a terapia. Las composiciones farmacéuticas de acciéon prolongada pueden
administrarse cada 3 a 4 dias, cada semana, 0 una vez cada dos semanas dependiendo de la semivida y tasa de
eliminacion de la formulacion particular.

Las cantidades de dosificacién normal pueden variar de 0,1 microgramos a 100.000 microgramos, hasta una dosis total
de aproximadamente 1 g, dependiendo de la via de administraciéon. La orientacién en cuanto a dosificaciones y
procedimientos particulares de administracion se proporciona en la bibliografia y generalmente esta disponible para
médicos en la materia. Aquellos expertos en la materia emplearan formulaciones diferentes para nucleétidos que para
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proteinas o sus inhibidores. Similarmente, la administracion de polinucleétidos o polipéptidos sera especifica para
células particulares, condiciones, localizaciones, etc. Si el reactivo es un anticuerpo monocatenario, los polinucleétidos
que codifican el anticuerpo pueden construirse e introducirse en una célula tanto ex vivo como in vivo usando técnicas
bien establecidas que incluyen, pero no se limitan a, transferencia de ADN mediada por policatién de transferrina,
transfeccion con acidos nucleicos desnudos o encapsulados, fusion celular mediada por liposomas, transporte
intracelular de perlas de latex recubiertas por ADN, fusion de protoplastos, infeccién viral, electroporacion, “pistola de
genes” y transfeccion mediada por DEAE o fosfato de calcio.

Si el producto de expresion es ARNm, el reactivo es preferentemente un oligonucleétido antisentido o una ribozima.
Los polinucleétidos que expresan oligonucleétidos o ribozimas antisentido pueden introducirse en células mediante una
variedad de procedimientos, como se ha descrito anteriormente. Preferentemente, un reactivo reduce la expresion del
gen LTBP2 o la actividad de LTBP2 al menos aproximadamente el 10, preferentemente aproximadamente el 50, mas
preferentemente aproximadamente el 75, 90 o el 100% con respecto a la ausencia del reactivo. La eficacia del
mecanismo elegido para reducir el nivel de expresion del gen LTBP2 o la actividad de LTBP2 puede evaluarse usando
procedimientos muy conocidos en la técnica, tales como hibridaciéon de sondas de nucle6tido con ARNm especifico de
LTBP2, RT-PCR cuantitativa, deteccion inmunoldgica de LTBP2, o medicion de la actividad de LTBP2.

En cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente, cualquiera de las composiciones farmacéuticas de la
invencion puede administrarse en combinacion con otros agentes terapéuticos apropiados. La seleccion de los agentes
apropiados para su uso en terapia de combinacion puede hacerse por un experto habitual en la materia, segun
principios farmacéuticos convencionales. La combinacién de agentes terapéuticos puede actuar sinérgicamente para
efectuar el tratamiento o la prevencion de los diversos trastornos descritos anteriormente. Usando este enfoque, uno
puede ser capaz de alcanzar eficacia terapéutica con menores dosificaciones de cada agente, reduciendo asi las
posibilidades de efectos secundarios adversos. Cualquiera de los procedimientos terapéuticos descritos anteriormente
puede aplicarse a cualquier sujeto en necesidad de tal terapia, que incluye, por ejemplo, mamiferos tales como perros,
gatos, vacas, caballos, conejos, monos, y lo mas preferentemente, seres humanos.

Moléculas de acidos nucleicos de la invencion son aquellas moléculas de acidos nucleicos que estan contenidas en un
grupo de moléculas de acidos nucleicos que consiste en (i) moléculas de acidos nucleicos que codifican un polipéptido
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N%: 3 o SEC ID N2 4, (ii) moléculas de acidos nucleicos que
comprenden la secuencia de SEC ID N2 1 o SEC ID N¢: 2, (iii) moléculas de acidos nucleicos que tienen la secuencia
de SEC ID N%: 1 o SEC ID N% 2, (iv) moléculas de acidos nucleicos cuya hebra complementaria se hibrida bajo
condiciones rigurosas con una molécula de acido nucleico de (i), (ii) o (iii), (v) moléculas de acidos nucleicos cuya
secuencia se diferencia de la secuencia de una molécula de acido nucleico de (iii) debido a la degeneracion del codigo
genético, (vi) moléculas de acidos nucleicos que tienen una identidad de secuencias de al menos el 80%, 85%, 90%,
95%, 98% 0 el 99%; y (vii) en las que el polipéptido codificado por dichas moléculas de acidos nucleicos de (i)-(vi) tiene
actividad de LTBP2.

Los polipéptidos de la invencion son aquellos polipéptidos que estan contenidos en un grupo de polipéptidos que
consiste en (i) polipéptidos que tienen la secuencia de SEC ID N%: 3 6 4, (ii) polipéptidos que comprenden la secuencia
de SEC ID N2: 3 6 4, {iii) polipéptidos codificados por moléculas de acidos nucleicos de la invencién y (iv) polipéptidos
que muestran al menos el 99%, 98%, 95%, 90% o el 80% de identidad con un polipéptido de (i), (ii) o (iii).

Se describe un procedimiento de cribado de agentes terapéuticos Util en el tratamiento de una enfermedad
comprendida en un grupo de enfermedades que consiste en enfermedades cardiovasculares, enfermedades
hematoldgicas, enfermedades neuroldgicas, cancer, enfermedades endocrinoldgicas y enfermedades uroldgicas en un
mamifero que comprende las etapas de (i) poner en contacto un compuesto de prueba con un polipéptido de LTBP2,
(i) detectar la unién de dicho compuesto de prueba a dicho polipéptido de LTBP2. Por ejemplo, compuestos que se
unen al polipéptido de LTBP2 son posibles agentes terapéuticos identificados para una enfermedad tal.

Se describe un procedimiento de cribado de agentes terapéuticos Util en el tratamiento de una enfermedad
comprendida en un grupo de enfermedades que consiste en enfermedades cardiovasculares, enfermedades
hematoldgicas, enfermedades neuroldgicas, cancer, enfermedades endocrinoldgicas y enfermedades uroldgicas en un
mamifero que comprende las etapas de (i) determinar la actividad de un polipéptido de LTBP2 a una cierta
concentracién de un compuesto de prueba o en ausencia de dicho compuesto de prueba, (ii) determinar la actividad de
dicho polipéptido a una concentracion diferente de dicho compuesto de prueba. Por ejemplo, compuestos que
conducen a una diferencia en la actividad del polipéptido de LTBP2 en (i) y (ii) son posibles agentes terapéuticos
identificados para una enfermedad tal.

Se describe un procedimiento de cribado de agentes terapéuticos Util en el tratamiento de una enfermedad
comprendida en un grupo de enfermedades que consiste en enfermedades cardiovasculares, enfermedades
hematoldgicas, enfermedades neuroldgicas, cancer, enfermedades endocrinoldgicas y enfermedades uroldgicas en un
mamifero que comprende las etapas de (i) determinar la actividad de un polipéptido de LTBP2 a una cierta
concentracién de un compuesto de prueba, (i) determinar la actividad de un polipéptido de LTBP2 en presencia de un
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compuesto conocido por ser un regulador de un polipéptido de LTBP2. Por ejemplo, compuestos que muestran efectos
similares sobre la actividad del polipéptido de LTBP2 en (i) con respecto a compuestos usados en (ii) son posibles
agentes terapéuticos identificados para una enfermedad tal.

Se describen procedimientos de lo que antecede, en los que la etapa de poner en contacto es en, o sobre, la superficie
de una célula.

Se describen procedimientos de lo que antecede, en los que la célula esta in vitro.

Se describen procedimientos de lo que antecede, en los que la etapa de poner en contacto es en un sistema sin
células.

Se describen procedimientos de lo que antecede, en los que el polipéptido se acopla a una marca detectable.
Se describen procedimientos de lo que antecede, en los que el compuesto se acopla a una marca detectable.

Se describen procedimientos de lo que antecede, en los que el compuesto de prueba desplaza un ligando que se une
primero al polipéptido.

Se describen procedimientos de lo que antecede, en los que el polipéptido esté unido a un soporte sélido.
Se describen procedimientos de lo que antecede, en los que el compuesto esta unido a un soporte sélido.

Se describe un procedimiento de cribado de agentes terapéuticos Util en el tratamiento de una enfermedad
comprendida en un grupo de enfermedades que consiste en enfermedades cardiovasculares, enfermedades
hematoldgicas, enfermedades neuroldgicas, cancer, enfermedades endocrinoldgicas y enfermedades uroldgicas en un
mamifero que comprende las etapas de (i) poner en contacto un compuesto de prueba con un polinucleétido de
LTBP2, (ii) detectar la unién de dicho compuesto de prueba a dicho polinucleétido de LTBP2. Los compuestos que, por
ejemplo, se unen al polinucleétido de LTBP2 son posibles agentes terapéuticos para el tratamiento de tales
enfermedades.

Se describe el procedimiento de lo que antecede, en el que la molécula de acido nucleico es ARN.

Se describe un procedimiento de lo que antecede, en el que la etapa de puesta en contacto es en o sobre la superficie
de una célula.

Se describe un procedimiento de lo que antecede, en el que la etapa de puesta en contacto es en un sistema sin
células.

Se describe un procedimiento de lo que antecede, en el que el polinucleétido se acopla a una marca detectable.

Se describe un procedimiento de lo que antecede, en el que el compuesto de prueba se acopla a una marca
detectable.

Se describe un procedimiento de diagnostico de una enfermedad comprendida en un grupo de enfermedades que
consiste en enfermedades cardiovasculares, enfermedades hematoldgicas, enfermedades neurolégicas, cancer,
enfermedades endocrinolégicas y enfermedades urolégicas en un mamifero que comprende las etapas de (i)
determinar la cantidad de un polinucledtido de LTBP2 en una muestra tomada de dicho mamifero, (ii) determinar la
cantidad de polinucleétido de LTBP2 en mamifero sano y/o enfermo. Una enfermedad se diagnostica, por ejemplo, si
hay una similitud sustancial en la cantidad de polinucleétido de LTBP2 en dicho mamifero de prueba con respecto a un
mamifero enfermo.

Se describe una composicion farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad comprendida en un grupo de
enfermedades que consiste en enfermedades cardiovasculares, enfermedades hematologicas, enfermedades
neuroldgicas, cancer, enfermedades endocrinoldgicas y enfermedades uroldgicas en un mamifero que comprende un
agente terapéutico que se une a un polipéptido de LTBP2.

Se describe una composicion farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad comprendida en un grupo de
enfermedades que consiste en enfermedades cardiovasculares, enfermedades hematologicas, enfermedades
neuroldgicas, cancer, enfermedades endocrinoldgicas y enfermedades uroldgicas en un mamifero que comprende un
agente terapéutico que regula la actividad de un polipéptido de LTBP2.

Se describe una composicion farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad comprendida en un grupo de
enfermedades que consiste en enfermedades cardiovasculares, enfermedades hematologicas, enfermedades
neuroldgicas, cancer, enfermedades endocrinoldgicas y enfermedades uroldgicas en un mamifero que comprende un
agente terapéutico que regula la actividad de un polipéptido de LTBP2, en la que dicho agente terapéutico es (i) una
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molécula pequefia, (ii) una molécula de ARN, (iii) un oligonucleétido antisentido, (iv) un polipéptido, (v) un anticuerpo, o
(vi) una ribozima.

Se describe una composicion farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad comprendida en un grupo de
enfermedades que consiste en enfermedades cardiovasculares, enfermedades hematoldgicas, enfermedades
neuroldgicas, cancer, enfermedades endocrinolégicas y enfermedades uroldégicas en un mamifero que comprende un
polinucledtido de LTBP2.

Se describe una composicion farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad comprendida en un grupo de
enfermedades que consiste en enfermedades cardiovasculares, enfermedades hematoldgicas, enfermedades
neuroldgicas, cancer, enfermedades endocrinoldgicas y enfermedades uroldégicas en un mamifero que comprende un
polipéptido de LTBP2.

Se describe el uso de reguladores de una LTBP2 para la preparacion de una composicién farmacéutica para el
tratamiento de una enfermedad comprendida en un grupo de enfermedades que consiste en enfermedades
cardiovasculares, enfermedades hematoldgicas, enfermedades neurolégicas, cancer, enfermedades endocrinolégicas
y enfermedades uroldgicas en un mamifero.

Se describe un procedimiento para la preparacién de una composicion farmacéutica Util para el tratamiento de una
enfermedad comprendida en un grupo de enfermedades que consiste en enfermedades cardiovasculares,
enfermedades hematolégicas, enfermedades neurolégicas, cancer, enfermedades endocrinolégicas y enfermedades
urolégicas en un mamifero que comprende las etapas de (i) identificar un regulador de LTBP2, (ii) determinar si dicho
regulador mejora o no los sintomas de una enfermedad comprendida en un grupo de enfermedades que consiste en
enfermedades cardiovasculares, enfermedades hematoldgicas, enfermedades neurolégicas, cancer, enfermedades
endocrinoldgicas y enfermedades urolégicas en un mamifero; y (iii) combinar de dicho regulador con un vehiculo
farmacéutico aceptable.

Se describe el uso de un regulador de LTBP2 para la regulacién de actividad de LTBP2 en un mamifero que tiene una
enfermedad comprendida en un grupo de enfermedades que consiste en enfermedades cardiovasculares,
enfermedades hematoldgicas, enfermedades neurolégicas, cancer, enfermedades endocrinolégicas y enfermedades
urolégicas.

Los usos, procedimientos o composiciones descritos son Utiles para cada enfermedad individual comprendida en un
grupo de enfermedades que consiste en enfermedades cardiovasculares, enfermedades hematoldgicas, enfermedades
neuroldgicas, cancer, enfermedades endocrinolégicas y enfermedades urolégicas.

Los ejemplos dados a continuacién se proporcionan para ilustrar la invencion objeto. Estos ejemplos se proporcionan a
modo de ilustracion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Busqueda de secuencias homélogas en bases de datos de secuencia publicas

El grado de homologia puede calcularse faciimente mediante procedimientos conocidos. Procedimientos preferidos
para determinar la homologia se disefian para dar la mayor coincidencia entre las secuencias probadas. Los
procedimientos para determinar homologia se codifican en programas informaticos publicamente disponibles tales
como BestFit, BLASTP, BLASTN y FASTA. Los programas BLAST estan publicamente disponibles de NCBI y otras
fuentes en internet.

Para LTBP2 se identificaron los siguientes resultados para secuencias conocidas usando el algoritmo BLAST [Altschul
SF, Madden TL, Schaffer AA, Zhang J, Zhang Z, Miller W, Lipman DJ; Nucleic Acids Res 1997 Sep 1; 25(17): 3389-
402] y el siguiente conjunto de pardmetros: matriz = BLOSUMG2 y filtro de baja complejidad. Se busco en las siguientes
bases de datos: NCBI (base de datos no redundante) y base de datos de patentes DERWENT (Geneseq).

Se encontraron los siguientes resultados:

>dbj|DD288037.1| GENES ENDOTELIALES LINFATICOS, Longitud = 7017, Puntuacién = 1,391e+04 bits
(7017), Esperado = 0,0, Identidades = 7017/7017 (100%)

>gb|S82451.1| Proteina 2 de unién a factor de crecimiento beta transformante latente [linea celular de
fibroblastos humanos CC102, ARNm, 7017 nt], Longitud = 7017, Puntuacién = 1,391e+04 bits (7017), Esperado
= 0,0, Identidades = 7017/7017 (100%)

>ref[NM_000428.2| Proteina 2 de unién a factor de crecimiento beta transformante latente de Homo sapiens
(LTBP2), ARNm, Longitud = 8568, Puntuacion = 1,384e+04 bits (6982), Esperado = 0,0, Identidades =
6982/6982 (100%)
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>dbj|DD018049.1] Un marcador de insuficiencia cardiaca y su uso, Longitud = 8657, Puntuacion = 1,376e+04
bits (6940), Esperado = 0,0, Identidades = 6967/6972 (99%), Huecos = 3/6972 (0%)

>emb|CQ874661.1| Secuencia 21 de la patente W0O2004075835, Longitud = 7000, Puntuacion = 1,369e+04 bits
(6906), Esperado = 0,0, Identidades = 6954/6966 (99%), Huecos = 3/6966 (0%)

>emb|Z37976.1|HSLTBP2MR ARNm de H. sapiens para proteina de unién a factor de crecimiento beta
transformante latente (LTBP-2), Longitud = 7000, Puntuacién = 1,369e+04 bits (6906), Esperado = 0,0,
Identidades = 6954/6966 (99%), Huecos = 3/6966 (0%)

>gb|BC078659.1| Proteina 2 de unién a factor de crecimiento beta transformante latente de Homo sapiens,
ARNm (clon de ADNc MGC:87426 IMAGEN:30343778), CD completas, Longitud = 6901, Puntuacién =
1,361e+04 bits (6867), Esperado = 0,0, Identidades = 6897/6905 (99%), Huecos = 4/6905 (0%)

>dbj|AB209865.1| Proteina de variante de la proteina 2 de uni6n a factor de crecimiento beta transformante
latente de Homo sapiens, Longitud = 7803, Puntuacion = 1,232e+04 bits (6216), Esperado = 0,0, Identidades =
6228/6232 (99%)

Ejemplo 2: Perfilado de expresion

Se aislé ARN celular total de células por uno de dos procedimientos convencionales: 1) centrifugaciéon en gradiente de
densidad de isocianato de guanidina/cloruro de cesio [Kellogg, (1990)]; o con el protocolo Tri-reagent segun las
especificaciones del fabricante (Molecular Research Center, Inc., Cincinatti, Ohio). EI ARN total preparado por el
protocolo Tri-reagent se traté con DNAsa | para eliminar contaminacién de ADN gendmico.

Para la cuantificacion relativa de la distribucion de ARNm de LTBP2, ARN total de cada fuente de célula o tejido se
transcribié primero de forma inversa. 85 pg de ARN total se transcribieron de forma inversa usando 1 pmol de
cebadores hexameros al azar, 0,5 mM cada uno de dATP, dCTP, dGTP y dTTP (Qiagen, Hilden, Alemania), 3000 U de
RnaseQut (Invitrogen, Groningen, Los Paises Bajos) en un volumen final de 680 ul. El tampdn de sintesis de la primera
hebra y la transcriptasa inversa Omniscript (2 u/ul) fueron de (Qiagen, Hilden, Alemania). La reaccién se incub6 a 37 °C
durante 90 minutos y se enfrié sobre hielo. El volumen se ajusté a 6800 pl con agua, dando una concentracion final de
12,5 ng/ul de ARN de partida.

Para la cuantificacion relativa de la distribucién de ARNm de LTBP2 en células y tejidos se usé el sistema de deteccion
de secuencias 7900HT de Applied Bioscience segln las especificaciones y protocolos del fabricante. Las reacciones
de PCR se configuraron para cuantificar LTBP2 y los genes de mantenimiento HPRT (hipoxantina
fosforibosiltransferasa), GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), B-actina, y otros. Se disefiaron cebadores
directos e inversos y sondas para LTBP2 usando el software ABI Primer Express™ de Applied Bioscience y se
sintetizaron por Eurogentec (Bélgica). La secuencia del cebador directo de LTBP2 fue: Cebador1 (SEC ID N2 8). La
secuencia del cebador inverso de LTBP2 fue Cebador2 (SEC ID N: 10). La Sonda1 (SEC ID N¢: 9), marcada con FAM
(éster succinimidilico de carboxifluoresceina) como colorante indicador y TAMRA (carboxitetrametilrodamina) como
extintor, se usa como sonda para LTBP2. Los siguientes reactivos se prepararon en un total de 20 pl : 1x gPCR-
MasterMix (Eurogentec; Bélgica) y Sondal (SEC ID N¢: 9), los cebadores directos e inversos de LTBP2 cada uno a 200
nM, sonda marcada con FAM/TAMRA de LTBP2 200 nM y 5 ul de ADNc de molde. Los parametros del ciclo térmico
fueron 2 min a 50 °C, seguido de 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de fusién a 95 °C durante 15 s e
hibridacion/extension a 60 °C durante 1 min.

Calculo de valores de CU corregidos

El valor de CU (ciclo umbral) se calcula como se describe en la seccion “Determinacion cuantitativa de acidos
nucleicos”. El valor de CU (factor para correccion del ciclo umbral) se calcula del siguiente modo:

1. Se configuraron reacciones de PCR para cuantificar los genes de mantenimiento (HKG) para cada muestra
de ADNc.

2. Los valores de CUnka (ciclo umbral para gen de mantenimiento) se calcularon como se describe en la
seccién “Determinacién cuantitativa de acidos nucleicos”..

3. Se calculan los valores medios de CUnka (valor medio de CU de todos los HKG probados en un ADNc) de
todos los HKG para cada ADNc (n = nimero de HKG):

Valor medio de CUhke-n = (Valor de CUnke1 + Valor de CUnka2 + -.. + Valor de CUxkgn) / N
4. Valor medio de CUpanel (valor medio de CU de todos los HKG en todos los ADNc probados) =

(Valor medio de CUnka1 + Valor medio de CUnka2 + ... + Valor medio de CUnkag.y) / Y
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(y = numero de ADNc)
5. CUnbnen (factor de correccion para ADNc n) = Valor medio de Cugpanel - Valor medio de CUnkan

6. CUnapnen (valor de CU del gen probado para el ADNc n) + CFapnen (factor de correccion para ADNc n) =
CTeor-aDNen (valor de CU corregido para un gen en ADNc n)

Calculo de expresion relativa

Definicion: mayor CUcor-apnen # 40 se define como CUcor-apnc [alto]
Expresion relativa = 2(CteorAPNalte-CUcor-ADNen)

Tejidos

La expresion de LTBP2 se investigo en los tejidos en la Tabla 1.
Perfil de expresion

Los resultados de la cuantificacién de ARNm (perfilado de expresién) se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Expresion relativa de LTBP2 en diversos tejidos humanos.

Tejido Expresion relativa
linfocitos T CD4+ de sangre periférica 2
monocitos 20
monocitos infectados por el VIH-1 20
corazon fetal 193
corazon 8306
corazon 6252
corazon 6517
infarto de miocardio de corazén 1924
infarto de miocardio de corazon 2106
pericardio 399
auricula del corazoén (derecha) 1160
auricula del corazén (derecha) 350
auricula del corazén (izquierda) 290
auricula del corazén (izquierda) 635
ventriculo del corazdn (izquierdo) 1370
ventriculo del corazdn (izquierdo) 1235
ventriculo del corazén (derecho) 29
ventriculo del corazén (derecho) 365
punta del corazén 118
fibras de Purkinje 1209
septo interventricular 265
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(continuacion)

Tejido Expresion relativa
aorta fetal 352
aorta 2385
aorta 832
aorta 549
arco aértico 976
valvula de la aorta 3902
arteria 108
arteria coronaria 12766
arteria coronaria 2721
arteria pulmonar 2557
arteria carétida 1563
arteria mesentérica 176
arteria radial 143
vena 3281
valvula pulmonar 3848
vena (safena magna) 52
vena (cava) 1261
células endoteliales de la arteria coronaria 3040
células primarias de musculo liso de la arteria coronaria 1144
células de musculo liso aértico 4360
células de musculo liso de la arteria pulmonar 3822
células endoteliales adrticas 5595
células HUVEC 5078
células endoteliales de la arteria pulmonar 2684
células endoteliales de la arteria iliaca 3956
piel 340
glandula suprarrenal 976
tiroides 56267
tumor tiroideo 1951
pancreas 1510
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(continuacion)

Tejido Expresion relativa
esofago 1160
tumor de eséfago 347
estébmago 261
tumor de estémago 1053
colon 27
tumor de colon 1563
intestino delgado 61
ileon 1675
tumor de ileon 181
inflamacién crénica del ileon 56
células Caco-2 33
recto 220
tumor de recto 338
higado fetal 33
higado 26
higado 0
higado 3
cirrosis hepatica 474
tumor de higado 193
células HuH-7 15
leucocitos (sangre periférica) 177
Jurkat (linfocitos T) 3
Raji (linfocitos B) 0
médula ésea 54
HL-60 (células promieloblasto) 1
THP-1 (monocitos de sangre periférica) 3
CD56+ de sangre periférica (linfocitos citoliticos espontaneos) 27
eritrocitos 0
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(continuacion)

Tejido Expresion relativa
nodo linfatico 102
timo 51
trombocitos 120
células del estroma de médula 6sea 3956
células CD71+ de médula 6sea 7
células CD33+ de médula 6sea 3
células CD34+ de médula 6sea 38
células CD15+ de médula 6sea 39
células CD71+ de sangre del cordén umbilical 12
células CD34+ de sangre del cordén umbilical 16
neutréfilos de sangre del cordén umbilical 27
linfocitos T CD8+ de sangre periférica 37
monocitos CD14+ de sangre periférica 2
linfocitos B CD19+ de sangre periférica 46
neutréfilos de sangre periférica 25
bazo 31
musculo esquelético 187
cartilago 1563
adiposo 4040
adiposo 576
adiposo 1017
adiposo fetal 1409
cerebro 755
cerebelo 982
corteza cerebral 50
I6bulo frontal 996
I6bulo occipital 1938
I6bulo parietal 94
l6bulo temporal 25
sustancia negra 7
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(continuacion)

Tejido Expresion relativa
caudado 24
hipocampo 14
talamo 0
talamo posteroventral 218
talamo dorsomedial 55
hipotalamo 147
ganglios de la raiz dorsal 76863
médula espinal 288
médula espinal (asta ventral) 74
médula espinal (asta dorsal) 104
células H4 de tumor de la glia 24
retina 141
pulmon fetal 1342
células IMR-90 de fibroblastos de pulmon fetal 2180
células MRC-5 de fibroblastos de pulmon fetal 1031
pulmén 19349
pulmén 21921
tumor de pulmén 12944
EPOC de pulmén 1305
traquea 340
bronquios primarios 580
bronquios secundarios 744
células bronquiales de musculo liso 1795
células epiteliales de las vias respiratorias pequefnas 292
células epiteliales de las vias respiratorias pequenas 338

Ejemplo 3: Andlisis antisentido

El conocimiento de la correcta secuencia de ADNc completa que codifica LTBP2 permite su uso como herramienta
para tecnologia antisentido en la investigacion de la funcién génica. Oligonucle6tidos, ADNc o fragmentos gendmicos
que comprenden la hebra no codificante de un polinucleétido que codifica LTBP2 se usan tanto in vitro como in vivo
para inhibir la traduccién del ARNm. Tal tecnologia es ahora muy conocida en la técnica, y pueden disefiarse moléculas
antisentido en diversas localizaciones a lo largo de las secuencias de nucleétidos. Por tratamiento de células o
animales de prueba completos con tales secuencias antisentido, el gen de interés se apaga eficazmente.
Frecuentemente, la funcion del gen se determina observando el comportamiento al nivel intracelular, celular, de tejido u
organismo (por ejemplo, letalidad, pérdida de funcién diferenciada, cambios en morfologia, etc.).
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Ademas de usar secuencias construidas para interrumpir la transcripcion de un marco de lectura abierto particular, se
obtienen modificaciones de la expresion génica disefiando secuencias antisentido para regiones de intron, elementos
promotores/potenciadores, o incluso para genes reguladores de accién en trans.

Ejemplo 4: Expresion de LTBP2

La expresion de LTBP2 se lleva a cabo subclonando el ADNc en vectores de expresion apropiados y transfectando los
vectores en huéspedes de expresion tales como, por ejemplo, E. coli. En un caso particular, el vector se manipula de
forma que contenga un promotor para (-galactosidasa, en la direccion 5' del sitio de clonacién, seguido de la secuencia
que contiene la metionina del extremo amino y los siete residuos posteriores de B-galactosidasa. Inmediatamente
siguiendo a estos ocho residuos esta un promotor de bacteriéfago manipulado Util para cebado y transcripcion artificial
y para proporcionar varios sitios de restriccién de endonucleasa Unicos para la clonacion.

La induccion de la cepa bacteriana transfectada aislada con isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG) usando
procedimientos convencionales produce una proteina de fusiéon correspondiente a los siete primeros residuos de -
galactosidasa, aproximadamente 15 residuos de “ligador”, y el péptido codificado dentro del ADNc. Como los insertos
del clon de ADNc se generan por un procedimiento esencialmente al azar, hay una probabilidad del 33% de que el
ADNCc incluido se encuentre en el correcto marco de lectura para la apropiada traduccion. Si el ADNc no esta en el
marco de lectura adecuado, se obtiene por delecién o insercion del nimero apropiado de bases usando
procedimientos muy conocidos que incluyen mutagénesis in vitro, digestion con exonucleasa Ill o nucleasa de frijol
mungo, o la inclusién de un oligonucleétido ligador de longitud apropiada.

El ADNc de LTBP2 se traslada a otros vectores conocidos por ser Utiles para la expresion de proteinas en huéspedes
especificos. Cebadores de oligonucleétidos que contienen sitios de clonacion, ademéas de un segmento de ADN
(aproximadamente 25 bases) suficiente para hibridarse con estiramientos en ambos extremos del ADNc diana, se
sintetizan quimicamente mediante procedimientos convencionales. Estos cebadores se usan entonces para amplificar
el segmento de gen deseado por PCR. El segmento de gen resultante se digiere con enzimas de restriccion apropiadas
bajo condiciones estandar y se aisla por electroforesis en gel. Alternativamente, segmentos de genes similares se
producen por digestion del ADNc con enzimas de restriccion apropiadas. Usando cebadores apropiados, los
segmentos de secuencia codificante de méas de un gen se ligan juntos y se clonan en vectores apropiados. Es posible
optimizar la expresion por construccion de tales secuencias quiméricas.

Huéspedes de expresién adecuados para tales moléculas quiméricas incluyen, pero no se limitan a, células de
mamifero tales como células de ovario de hamster chino (CHO) y 293 humanas, células de insecto tales como células
Sf9, células de levadura tales como Saccharomyces cerevisiae y células bacterianas tales como E. coli. Para cada uno
de estos sistemas de células, un vector de expresion Util también incluye un origen de replicacién para permitir la
propagacion en bacterias, y un marcador de seleccién tal como el gen de resistencia al antibiético -lactamasa para
permitir la seleccion de plasmidos en bacterias. Ademas, el vector puede incluir un segundo marcador de seleccion tal
como el gen neomicina fosfotransferasa para permitir la seleccion en células huésped eucariotas transfectadas.
Vectores para su uso en huéspedes de expresion eucariotas requieren elementos de procesamiento de ARN tales
como secuencias de poliadenilacion de 3' si tales no son parte del ADNc de interés.

Adicionalmente, el vector contiene promotores o potenciadores que aumentan la expresion génica. Tales promotores
son especificos para huésped e incluyen MMTV, SV40, y promotores de metalotioneina para células CHO; promotores
trp, lac, tac y T7 para huéspedes bacterianos; y promotores factor alfa, alcohol oxidasa y PGH para levadura. Los
potenciadores de la transcripcion, tales como el potenciador del virus del sarcoma de Rous, se usan en células
huésped de mamifero. Una vez se obtienen cultivos homogéneos de células recombinantes mediante procedimientos
de cultivo convencionales, grandes cantidades de LTBP2 recombinantemente producido se recuperan del medio
acondicionado y se analizan usando procedimientos cromatograficos conocidos en la técnica. Por ejemplo, LTBP2
puede clonarse en el vector de expresion pcDNAS3, como se ejemplifica en el presente documento. Este producto
puede usarse para transformar, por ejemplo, HEK293 o COS por metodologia convencional en la materia.
Especificamente, por ejemplo, usando transferencia génica mediada por Lipofectamine (n® de catalogo de Gibco BRL
18324-020).

Ejemplo 5: Aislamiento de LTBP2 recombinante

LTBP2 se expresa como una proteina quimérica con uno o mas dominios de polipéptido adicionales anadidos para
facilitar la purificacion de proteinas. Tales dominios que facilitan la purificacién incluyen, pero no se limitan a, péptidos
quelantes de metal tales como modulos de histidina-triptéfano que permiten la purificacion sobre metales inmovilizados
[Appa Rao, (1997)] y el dominio utilizado en el sistema de purificacion por extensién/afinidad de FLAGS (Inmunex
Corp., Seattle, Washington). La inclusién de una secuencia de ligador escindible tal como factor Xa o enterocinasa
(Invitrogen, Groningen, Los Paises Bajos) entre el dominio de purificacién y la secuencia de LTBP2 es util para facilitar
la expresion de LTBP2.
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El siguiente ejemplo proporciona un procedimiento para purificar LTBP2.

LTBP2 se genera usando el sistema de expresion de baculovirus BAC-TO-BAC (GIBCO BRL) basado en la infeccion
por el virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) de células de insecto de Spodoptera frugiperda
(células Sf9).

Las proteinas que codifican ADNc se clonaron en tanto el plasmido donante pFASTBAC1 como pFASTBAC-HT que
contienen un elemento de transposicién mini-Tn7. El plasmido recombinante se transforma en células competentes
DH10BAC que contienen el bacmido parental bMON14272 (ADN infeccioso de AcNPV) y un plasmido auxiliar. El
elemento de mini-Tn7 en el pFASTBAC donante puede transponerse al sitio de union de attTn7 en el bacmido
introduciendo asi el gen en el genoma viral. Las colonias que contienen bacmidos recombinantes se identifican por
alteracién del gen lacZ. La construccién de bacmido pueden entonces aislarse e infectarse en células de insecto
(células Sf9) produciendo la produccion de particulas de baculovirus recombinantes infecciosas y expresion de tanto
enzima recombinante sin fusionar (pFastbac1) como proteina de fusiéon de LTBP2-His (pFastbacHT).

Las células se recogen y los extractos se preparan 24, 48 y 72 horas después de la transfeccién. La expresion de
LTBP2 se confirma por tincién con Coomassie después de la electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-
poliacrilamida (SDS-PAGE) y transferencia Western sobre una membrana de PVDF de un SDS-PAGE sin tefiir. La
proteina de fusién de proteina-His se detecta debido a la interaccién entre el conjugado de Ni-NTA HRP y la marca His
que esta fusionada con LTBP2.

Ejemplo 6: Produccion de anticuerpos especificos para LTBP2

Se utilizan dos enfoques para producir anticuerpos para LTBP2, y cada enfoque es Util para generar tanto anticuerpos
policlonales como monoclonales. En un enfoque, proteina desnaturalizada de la separacion de HPLC de fase inversa
se obtiene en cantidades de hasta 75 mg. Esta proteina desnaturalizada se usa para inmunizar ratones o conejos
usando protocolos convencionales; aproximadamente 100 pg son adecuados para la inmunizacién de un ratén,
mientras que podria usarse hasta 1 mg para inmunizar un conejo. Para identificar hibridomas de ratén, la proteina
desnaturalizada se radioyoda y usa para cribar posibles hibridomas de linfocitos B murinos para aquellos que producen
anticuerpo. Este procedimiento requiere solo pequefas cantidades de proteina, tal que 20 mg es suficiente para el
marcado y cribado de varios miles de clones.

En el segundo enfoque, la secuencia de aminoacidos de un dominio de LTBP2 apropiado, como se deduce de la
traduccion del ADNc, se analiza para determinar regiones de alta antigenicidad. Los oligopéptidos que comprenden
regiones hidréfilas apropiadas se sintetizan y se usan en protocolos de inmunizacién adecuados para producir
anticuerpos. Las secuencias de aminoacidos éptimas para inmunizacién estan normalmente en el extremo C, el
extremo N y aquellas regiones hidrofilas intervinientes del polipéptido que es probable que se expongan al entorno
externo cuando la proteina esta en su conformacién natural.

Normalmente, péptidos seleccionados, aproximadamente 15 residuos de longitud, se sintetizan usando un sintetizador
de péptidos de Applied Biosystems modelo 431 A usando quimica de fmoc y se acoplan a hemocianina de lapa
californiana (KLH; Sigma, St. Louis, MO) mediante reaccion con éster de M-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida,
MBS. Si fuera necesario, una cisteina se introduce en el extremo N del péptido para permitir el acoplamiento a KLH. Se
inmunizan conejos con el complejo de péptido-KLH en adyuvante completo de Freund. Los antisueros resultantes se
prueban para actividad antipéptido uniendo el péptido a plastico, bloqueando con 1% de albumina de suero bovino,
haciendo reaccionar con antisuero, lavando y haciendo reaccionar con IgG de cabra anti-conejo especifica purificada
por afinidad marcada (radiactiva o fluorescente).

Se preparan hibridomas y se criban usando técnicas convencionales. Los hibridomas de interés se detectan por
cribado con LTBP2 marcada para identificar aquellas fusiones que producen el anticuerpo monoclonal con la
especificidad deseada. En un protocolo tipico, pocillos de placas (FAST; Becton-Dickinson, Palo Alto, CA) se cubren
durante la incubacién con anticuerpos de conejo anti-ratén especificos purificados por afinidad (o 1 g de anti-especie
adecuada) a 10 mg/ml. Los pocillos recubiertos se bloquean con 1% de albumina de suero bovino (BSA), se lavan y se
incuban con sobrenadantes de hibridomas. Después de lavar los pocillos se incuban con LTBP2 marcada a 1 mg/ml.
Los sobrenadantes con anticuerpos especificos se unen mas a LTBP2 marcada que es detectable en el fondo.
Entonces, los anticuerpos especificos productores de clones se expanden y se someten a dos ciclos de clonacion a
dilucion limitante. Los hibridomas clonados se inyectan en ratones tratados con pristano para producir ascitis, y el
anticuerpo monoclonal se purifica a partir de fluido ascitico de raton por cromatografia de afinidad sobre proteina A. Los
anticuerpos monoclonales con afinidades de al menos 10® M, preferentemente 10° a 10" M" o mas fuerte, se
preparan normalmente mediante procedimientos convencionales.

Ejemplo 7: Prueba de diagnéstico usando anticuerpos especificos para LTBP2

Anticuerpos para LTBP2 particulares son utiles para investigar la transduccion de sefiales y el diagnostico de
afecciones infecciosas o hereditarias que se caracterizan por diferencias en la cantidad o distribucion de LTBP2 o
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productos aguas debajo de una cascada de sefializacién activa.

Las pruebas de diagnéstico para LTBP2 incluyen procedimientos que utilizan anticuerpo y una marca para detectar
LTBP2 en fluidos del cuerpo humano, membranas, células, tejidos o extractos de tales. Los polipéptidos y anticuerpos
de la presente invencion se usan con o sin modificacion. Frecuentemente, los polipéptidos y anticuerpos se marcan
uniéndolos, tanto covalentemente como no covalentemente, con una sustancia que proporciona una sefal detectable.
Se conoce una amplia variedad de marcas y técnicas de conjugacién y se ha informado ampliamente en tanto la
bibliografia cientifica como de patente. Marcas adecuadas incluyen radionuclidos, enzimas, sustratos, cofactores,
inhibidores, agentes fluorescentes, agentes quimioluminiscentes, agentes cromogénicos, particulas magnéticas y
similares.

En la técnica se conocen una variedad de protocolos para medir LTBP2 soluble o unida a membrana, usando tanto
anticuerpos policlonales como monoclonales especificos para la proteina. Ejemplos incluyen enzimoinmunoanalisis de
adsorcién (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) y citometria de flujo activada por fluorescencia (FACS). Se prefiere un
inmunoensayo basado en monoclonal de dos sitios que utiliza anticuerpos monoclonales reactivos para dos epitopes
no interferentes sobre LTBP2, pero puede emplearse un ensayo de uniéon competitiva.

Ejemplo 8: Purificacién de LTBP2 nativa usando anticuerpos especificos

Se purifica LTBP2 nativa o recombinante por cromatografia de inmunoafinidad usando anticuerpos especificos para
LTBP2. En general, se construye una columna de inmunoafinidad acoplando covalentemente el anticuerpo anti-TRH a
una resina cromatografica activada.

Se preparan inmunoglobulinas policlonales a partir de sueros inmunes tanto mediante precipitacion con sulfato de
amonio como por purificacién sobre proteina A inmovilizada (Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway N.J.).
Asimismo, se preparan anticuerpos monoclonales a partir de fluido ascitico de ratén por precipitacién con sulfato de
amonio o cromatografia sobre proteina A inmovilizada. La inmunoglobulina parcialmente purificada se une
covalentemente a una resina cromatogréfica tal como Sepharose activada con CnBr (Pharmacia LKB Biotechnology).
El anticuerpo se acopla a la resina, la resina se bloquea y la resina derivada se lava segun las instrucciones del
fabricante.

Tales columnas de inmunoafinidad se utilizan en la purificacion de LTBP2 preparando una fraccion de células que
contienen LTBP2 en forma soluble. Esta preparacion se deriva por solubilizacion de células completas o de una
fraccion subcelular obtenida mediante centrifugacion diferencial (con o sin adicion de detergente) o por otros
procedimientos muy conocidos en la técnica. Alternativamente, la LTBP2 soluble que contiene una secuencia senal se
secreta en cantidad util en el medio en que las células se cultivan.

Una preparacién que contiene LTBP2 soluble se pasa sobre la columna de inmunoafinidad, y la columna se lava en
condiciones que permiten la absorbancia preferencial de LTBP2 (por ejemplo, tampones de alta fuerza idnica en
presencia de detergente). Entonces, la columna se eluye en condiciones que alteran la union anticuerpo/proteina (por
ejemplo, un tampoén de pH 2-3 o una alta concentraciéon de un cadtropo tal como urea o ion tiocianato), y se recoge
LTBP2.

Ejemplo 9: Cribado de farmacos

La presente invencién es particularmente Util para cribar compuestos terapéuticos usando LTBP2 o fragmentos de la
misma en cualquiera de una variedad de técnicas de cribado de farmacos.

El siguiente ejemplo proporciona un sistema para medir el cribado de farmacos de LTBP2.

La proteina de fusion de proteina-His recombinante puede purificarse a partir del lisado en bruto por cromatografia de
afinidad por metal usando Ni-NTA agarosa. Esto permite la retencion especifica del material recombinante (ya que éste
se fusiona con la marca de His), mientras que las proteinas de insecto enddgenas se eliminan por lavado. Entonces, el
material recombinante se eluye por competicion con imidazol.

La expresion de proteinas LTBP2 en tejidos, homogenizados de tejido y fluidos corporales que incluyen plasma y suero
puede medirse por estrategias basadas en anticuerpo, por ejemplo, por tecnologia de ELISA o transferencia Western /
inmunofluorescencia. Un anticuerpo policlonal generado contra la LTBP2 de longitud completa se ha descrito en la
bibliografia [Vehvilainen y col. (2003)].

Ejemplo 10: Disefio racional de farmacos

El objetivo del disefio racional de farmacos es producir analogos estructurales de polipéptidos biolégicamente activos
de interés o de moléculas pequenas con las que interaccionan, agonistas, antagonistas o inhibidores. Cualquiera de
estos ejemplos se usa para fabricar farmacos que son formas mas activas o estables del polipéptido o que potencian o
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interfieren con la funcién de un polipéptido in vivo.

En un enfoque, la estructura tridimensional de una proteina de interés, o de un complejo de proteina-inhibidor, se
determina por cristalografia de rayos X, por modelado informatico o, lo mas normalmente, por una combinacién de los
dos enfoques. Tanto la forma como las cargas del polipéptido deben determinarse para esclarecer la estructura y para
determinar sitio(s) activo(s) de la molécula. Menos frecuentemente se obtiene informacion util referente a la estructura
de un polipéptido modelando basandose en la estructura de proteinas homologas. En ambos casos se usa informacion
estructural relevante para disefar inhibidores eficaces. Ejemplos Utiles de disefio racional de farmacos incluyen
moléculas que tienen actividad o estabilidad mejorada, o que actian de inhibidores, agonistas o antagonistas de
péptidos nativos.

También es posible aislar un anticuerpo especifico de diana, seleccionado por ensayo funcional, como se ha descrito
anteriormente, y luego resolver su estructura cristalina. Este enfoque, en principio, da un nucleo de farmaco en el que
se basa el posterior disefio de farmacos. Es posible evitar completamente la cristalografia de proteinas generando
anticuerpos antiidiotipicos (antiids) para un anticuerpo farmacolégicamente activo funcional. Como imagen especular
de una imagen especular se espera que el sitio de unién de los antiids sea un analogo del receptor original. El antiid se
usa entonces para identificar y aislar péptidos de bancos de péptidos quimicamente o biolégicamente producidos. Los
péptidos aislados actiian entonces de nicleo de farmaco.

Debido a la presente invencion se proporciona suficiente cantidad de polipéptido para realizar tales estudios analiticos
como cristalografia de rayos X. Ademas, el conocimiento de la secuencia de aminoacidos de LTBP2 proporcionada en
el presente documento proporciona orientaciéon a aquellos que emplean técnicas de modelado informatico en lugar de
0 ademas de cristalografia de rayos X.

Ejemplo 11: Identificacion de otros miembros del complejo de transduccion de senales

LTBP2 marcada es Util como reactivo para la purificacién de moléculas con las que interacciona. En una realizacion de
purificacién por afinidad, LTBP2 se acopla covalentemente a una columna de cromatografia. El extracto sin células
derivado de células sinoviales o células diana putativas se pasa por la columna, y moléculas con afinidad apropiada se
unen a LTBP2. El complejo de LTBP2 se recupera de la columna, y el ligando de union a LTBP2 se disocia y se
somete a secuenciacion de proteinas del extremo N. La informaciéon de secuencia de aminoacidos se usa entonces
para identificar la molécula capturada o para disefiar sondas de oligonucledtidos degeneradas para clonar el gen
relevante a partir de una biblioteca de ADNc apropiada.

En un procedimiento alternativo, los anticuerpos se producen contra LTBP2, especificamente anticuerpos
monoclonales. Los anticuerpos monoclonales se criban para identificar aquellos que inhiben la unién de LTBP2
marcada. Estos anticuerpos monoclonales se usan entonces terapéuticamente.

Ejemplo 12: Uso y administracion de anticuerpos, inhibidores o antagonistas

Anticuerpos, inhibidores o antagonistas de LTBP2 u otros tratamientos y compuestos que son limitadores de la
transduccion de seiales (LST) proporcionan diferentes efectos cuando se administran terapéuticamente. Los LST se
formulan en un medio de vehiculo acuoso farmacéuticamente aceptable inerte no téxico, preferentemente a un pH de
aproximadamente 5 a 8, mas preferentemente 6 a 8, aunque el pH puede variar segun las caracteristicas del
anticuerpo, inhibidor o antagonista que se formule y la afeccion que vaya a tratarse. Las caracteristicas de LST incluyen
solubilidad de la molécula, su semivida y antigenicidad/inmunogenicidad. Estas y otras caracteristicas ayudan en la
definicién de un vehiculo eficaz. Se prefieren proteinas humanas nativas como LST, pero moléculas organicas o
sintéticas resultantes de cribados de farmacos son igualmente eficaces en situaciones particulares.

Los LST se administran por vias conocidas de administraciéon que incluyen, pero no se limitan a, cremas y geles
topicos; espray y aerosol transmucosa; parche y venda transdérmica; formulaciones inyectables, intravenosas y de
lavado; y liquidos y pildoras administrados por via oral formulados particularmente para resistir el acido y las enzimas
del estdbmago. La formulacién particular, dosificacion exacta y via de administracion se determina por el médico adjunto
y varia segun cada situacion especifica.

Tales determinaciones se hacen considerando multiples variables tales como la afeccién que va a tratarse, el LST que
va a administrarse y el perfil farmacocinético de un LST particular. Factores adicionales que se tienen en cuenta
incluyen gravedad del estado de enfermedad, edad del paciente, peso, sexo y dieta, tiempo y frecuencia de
administracién de LST, combinacion posible con otros farmacos, sensibilidades de reaccion y tolerancia/respuesta a
terapia. Las formulaciones de LST de accion prolongada podrian administrarse cada 3 a 4 dias, cada semana, o una
vez cada dos semanas dependiendo de la semivida y tasa de eliminacién del LST particular.

Cantidades de dosificacién normales varian de 0,1 a 10° ug, hasta una dosis total de aproximadamente 1 g,
dependiendo de la via de administracion. Orientacion en cuanto a dosificaciones particulares y procedimientos de
administracién se proporciona en la bibliografia; véanse las patentes de EE.UU. n® 4.657.760; 5.206.344; 0 5.225.212.
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Aquellos expertos en la materia emplean diferentes formulaciones para diferentes LST. La administracion a células
tales como células nerviosas necesita administracién de un modo diferente al de otras células tales como células
endoteliales vasculares.

Se contempla que la transduccion de sefiales anormal, traumatismo o enfermedades que desencadenan actividad de
LTBP2 son tratables con LST. Estas afecciones o enfermedades se diagnostican especificamente por las pruebas
tratadas anteriormente, y tales pruebas deben realizarse en casos de sospecha de infecciones virales, bacterianas o
flngicas, respuestas alérgicas, lesibn mecanica asociada a traumatismo, enfermedades hereditarias, linfoma o
carcinoma, u otras afecciones que activan los genes de tejidos linfoides o neuronales.

Ejemplo 13: Produccién de animales transgénicos no humanos

Los sistemas de modelo animal que elucidan las funciones fisiolégicas y de comportamiento de la LTBP2 se producen
creando animales transgénicos no humanos en los que la actividad de la LTBP2 sea tanto elevada como disminuida, o
la secuencia de aminodcidos de la LTBP2 expresada esté alterada, mediante una variedad de técnicas. Ejemplos de
estas técnicas incluyen, pero no se limitan a: 1) Insercion de versiones normales o mutantes de ADN que codifican una
LTBP2, por microinyeccién, electroporacién, transfeccion retroviral u otros medios muy conocidos para aquellos
expertos en la materia, en embriones apropiadamente fecundados con el fin de producir un animal transgénico o 2)
recombinacion homologa de versiones mutantes o normales, humanas o animales, de estos genes con el sitio del gen
nativo en animales transgénicos para alterar la regulacion de la expresion o la estructura de estas secuencias de
LTBP2. La técnica de recombinacion homologa es muy conocida en la técnica. Sustituye el gen nativo con el gen
insertado y de ahi que sea Util para producir un animal que no puede expresar LTBP2 nativas, pero expresa, por
ejemplo, una LTBP2 mutante insertada, que ha sustituido la LTBP2 nativa en el genoma del animal por recombinacion,
produciendo expresion por disminucion del transportador. La microinyeccién afiade genes al genoma, pero no los
elimina, y la técnica es util para producir un animal que expresa su propia LTBP2 y LTBP2 afnadida, produciendo
expresion en exceso de la LTBP2.

Un medio disponible para producir un animal transgénico, con un ratén como ejemplo, es del siguiente modo: ratones
hembra se aparean, y los évulos fecundados resultantes se diseccionan de sus oviductos. Los 6vulos se almacenan en
un medio apropiado tal como medio de cloruro de cesio M2. EI ADN o ADNc que codifica LTBP2 se purifica a partir de
un vector mediante procedimientos muy conocidos para el experto en la materia. Los promotores inducibles pueden
fusionarse con la regién codificante del ADN para proporcionar un medio experimental para regular la expresiéon del
transgén. Alternativamente o ademas, elementos reguladores especificos de tejido pueden fusionarse con la region
codificante para permitir la expresion especifica de tejido del transgén. EI ADN, en una disolucién apropiadamente
tamponada, se pone en una aguja de microinyeccién (que puede prepararse a partir de tubo capilar usando un tensor
de tubos) y el 6vulo a inyectar se pone en un portaobjetos en depresién. La aguja se inserta en el pronuacleo del évulo, y
se inyecta la disolucion de ADN. El 6vulo inyectado se transfiere entonces dentro del oviducto de un ratén
pseudoprefiado que es un ratén estimulado con las hormonas apropiadas con el fin de mantener el falso embarazo,
avanzando al Utero, se implanta y se desarrolla a término. Como se observa anteriormente, la microinyeccién no es el
unico procedimiento para insertar ADN en el 6vulo, pero se usa aqui solo para fines a modo de ejemplo.

Ejemplo 14: Uso de LTBP2 como biomarcador, diana terapéutica y diagndstica en enfermedad cardiovascular (DOCA)
El modelo de rata hipertensa por sal DOCA es un modelo bien establecido de hipertrofia ventricular izquierda.

Ratas Sprague-Dawley macho uninefrectomizadas que pesaban 300-350 g se administraron con 1% de NaCl en agua
potable e inyecciones subcutaneas de acetato de desoxicorticosterona (DOCA, 30 mg/kg una vez a la semana) durante
cuatro semanas. Ratas sin tratar sin uninefrectomia sirvieron de ratas de control.

Después de cuatro semanas, las ratas con sal DOCA mostraron un aumento significativo en la masa ventricular
izquierda corregida con la longitud de la tibia (sal DOCA: 25,87 + 0,84 mg/mm frente a control: 21,03 + 0,60 mg/mm).
En este momento de tiempo se tomaron muestras del corazén y de plasma en Li-heparina para el andlisis de
expresion.

Se aisl6 ARN celular total con el protocolo Trizol-Reagent segun las especificaciones del fabricante (Invitrogen;
EE.UU.). EI ARN total preparado por el protocolo Trizol-Reagent se traté con DNAsa | para eliminar contaminacion de
ADN genoémico.

Para la cuantificacion relativa de la distribucion de ARNm de LTBP2, ARN total de cada muestra se transcribié primero
de forma inversa. 1 ug de ARN total se transcribié de forma inversa usando el sistema de transcripcion inversa ImProm-
Il (Promega, EE.UU.) segun el protocolo del fabricante. El volumen final se ajusté a 200 pl con agua.

Para la cuantificacion relativa de la distribucién de ARNm de LTBP2 se usé el sistema de deteccién de secuencias ABI
7900HT de Applied Bioscience segun las especificaciones y protocolos del fabricante. Las reacciones de PCR se
configuraron para cuantificar LTBP2 y el gen de mantenimiento L32. Se disefiaron cebadores directos e inversos y las
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sondas para LTBP2 usando el software ABI Primer Express™ de Applied Bioscience y se sintetizaron por Eurogentec
(Bélgica). La secuencia del cebador directo de LTBP2 fue: Cebador1 (SEC ID N%: 5). La secuencia del cebador inverso
de LTBP2 fue Cebador2 (SEC ID N% 7). La Sondail (SEC ID N 6), marcada con FAM (éster succinimidilico de
carboxifluoresceina) como colorante indicador y TAMRA (carboxitetrametilrodamina) como extintor, se usa como sonda
para LTBP2. Los siguientes reactivos se prepararon en un total de 20 pl : 1x gPCR-MasterMix (Eurogentec; Bélgica) y
Sondal (SEC ID N2 6), los cebadores directos e inversos de LTBP2 cada uno a 200 nM, sonda marcada con
FAM/TAMRA de LTBP2 200 nM y 5 pl de ADNc de molde. Los pardmetros del ciclo térmico fueron 2 min a 50 °C,
seguido de 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de fusion a 95 °C durante 15 s e hibridacién/extension a 60 °C durante
1 min.

Célculo de expresion relativa

El valor de CU (ciclo umbral) se calcula como se describe en la seccién “Determinaciéon cuantitativa de acidos
nucleicos”.

delta CU = CTLTBP2 — CUI32
Expresion relativa = 24(15-deltaCU)
Los resultados del perfil de cuantificacién de ARNm (perfilado de expresion) se muestran en la Figura 11.

Ejemplo 14: Uso de LTBP2 como biomarcador, diana terapéutica y diagndstica en enfermedad cardiovascular
(oclusion)

En el modelo de infarto de miocardio cronico en rata [Pfeffer y col., (1979)] se realiza ligaciéon de la arteria coronaria
izquierda bajo anestesia de isoflurano. Tras una toracotomia izquierda en el cuarto espacio intercostal, el pericardio se
abre y el corazon se exterioriza brevemente. La arteria coronaria izquierda (LAD) se liga cronicamente. En animales
con operacion de referencia la LAD permanece abierta. El pecho se cierra y los animales se desenganchan del
ventilador y se colocan en jaulas con acceso libre a alimento y agua. Una semana después de la oclusion de LAD se
inicia la administracion de compuestos de prueba. Se analizan tejido de corazén y muestras de plasma 9 semanas
después de la induccion del infarto hacia marcadores de plasma y perfiles de expresion.

Se aisl6 ARN celular total con el protocolo Trizol-Reagent segun las especificaciones del fabricante (Invitrogen;
EE.UU.). ElI ARN total preparado por el protocolo Trizol-Reagent se tratd con DNAsa | para eliminar contaminacién de
ADN genémico.

Para la cuantificacion relativa de la distribucién de ARNm de LTBP2, el ARN total de cada muestra se transcribid
primero de forma inversa . 1 ug de ARN total se transcribié de forma inversa usando el sistema de transcripcion inversa
ImProm-Il (Promega, EE.UU.) segun el protocolo del fabricante. El volumen final se ajustd a 200 pl con agua.

Para la cuantificacion relativa de la distribucion de ARNm de LTBP2 se us6 el sistema de deteccion de secuencias ABI
7900HT de Applied Bioscience segun las especificaciones y protocolos del fabricante. Las reacciones de PCR se
configuraron para cuantificar LTBP2 y el gen de mantenimiento L32. Se disefiaron cebadores directos e inversos y las
sondas para LTBP2 usando el software ABI Primer Express™ de Applied Bioscience y se sintetizaron por Eurogentec
(Bélgica). La secuencia del cebador directo de LTBP2 fue: Cebador1 (SEC ID N 5). La secuencia del cebador inverso
de LTBP2 fue Cebador2 (SEC ID N®% 7). La Sondail (SEC ID N 6), marcada con FAM (éster succinimidilico de
carboxifluoresceina) como colorante indicador y TAMRA (carboxitetrametilrodamina) como extintor, se usa como sonda
para LTBP2. Los siguientes reactivos se prepararon en un total de 20 pl : 1x gPCR-MasterMix (Eurogentec; Bélgica) y
Sondal (SEC ID N2 6), los cebadores directos e inversos de LTBP2 cada uno a 200 nM, sonda marcada con
FAM/TAMRA de LTBP2 200 nM y 5 ul de ADNc de molde. Los parametros del ciclo térmico fueron 2 min a 50 °C,
seguido de 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de fusion a 95 °C durante 15 s e hibridacién/extension a 60 °C durante
1 min.

Calculo de expresion relativa

El valor de CU (ciclo umbral) se calcula como se describe en la seccion “Determinacion cuantitativa de acidos
nucleicos”.

delta CU = CTLTBP2 — CUI32
Expresion relativa = 24(15-deltaCU)
Los resultados del perfil de cuantificacién de ARNm (perfilado de expresion) se muestran en la Figura 12.

Ejemplo 15: Uso de LTBP2 como biomarcador, diana terapéutica y diagnéstica en enfermedad cardiovascular
(monocrotalina)
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Ratas Sprague-Dawley macho adultas que pesaban 250 a 300 g se administraron con una Unica inyeccion subcutanea
de tanto 60 mg/kg de monocrotalina como vehiculo.

La rata tratada con monocrotalina (MCT) es un modelo animal ampliamente usado para hipertensién arterial pulmonar.
Después de la inyeccién subcutanea, el alcaloide de pirrolizidina MCT se activa por el higado al pirrol de MCT téxico,
que produce lesion endotelial en la vasculatura pulmonar en el plazo de algunos dias con posterior remodelado de
arterias pulmonares pequefias (muscularizacién de novo e hipertrofia de la media). En el presente estudio, MCT indujo
hipertension pulmonar progresiva grave en todos los animales.

Cuatro semanas después de una Unica inyeccién de MCT, las ratas mostraron tensién sistélica ventricular derecha tres
veces elevada (MCT de placebo: 77,62 + 4,17 mm de Hg frente a control: 26,4 + 1,12 mm de Hg; media £ eem),
acompafado de una reduccion de la tension arterial sistémica, indice cardiaco, oxigenacion arterial y saturacion de
oxigeno venosa central. Segun estos resultados, se observd una impresionante hipertrofia cardiaca derecha (MCT
placebo de relacion de ventriculo derecho/ventriculo izquierdo + septo: 0,62 + 0,03 frente a control: 0,26 + 0,01).

Se tomaron muestras del corazén y de plasma en Li-Heparina para el andlisis de expresién cuatro semanas después
de la inyeccién de MCT.

Se aisl6 ARN celular total con el protocolo Trizol-Reagent segun las especificaciones del fabricante (Invitrogen;
EE.UU.). EI ARN total preparado por el protocolo Trizol-Reagent se traté con DNAsa | para eliminar contaminacion de
ADN genomico.

Para la cuantificacion relativa de la distribucion de ARNm de LTBP2, ARN total de cada muestra se transcribié primero
de forma inversa. 1 ug de ARN total se transcribié de forma inversa usando el sistema de transcripcion inversa ImProm-
Il (Promega, USA) segun el protocolo del fabricante. El volumen final se ajust6 a 200 pl con agua.

Para la cuantificacion relativa de la distribucién de ARNm de LTBP2 se usé el sistema de deteccién de secuencias ABI
7900HT de Applied Bioscience segun las especificaciones y protocolos del fabricante. Las reacciones de PCR se
configuraron para cuantificar LTBP2 y el gen de mantenimiento L32. Se disefiaron cebadores directos e inversos y las
sondas para LTBP2 usando el software ABI Primer Express™ de Applied Bioscience y se sintetizaron por Eurogentec
(Bélgica). La secuencia del cebador directo de LTBP2 fue: Cebador1 (SEC ID N 5). La secuencia del cebador inverso
de LTBP2 fue Cebador2 (SEC ID N% 7). La Sondail (SEC ID N 6), marcada con FAM (éster succinimidilico de
carboxifluoresceina) como colorante indicador y TAMRA (carboxitetrametilrodamina) como extintor, se usa como sonda
para LTBP2. Los siguientes reactivos se prepararon en un total de 20 pl : 1x gPCR-MasterMix (Eurogentec; Bélgica) y
Sondal (SEC ID N2 6), los cebadores directos e inversos de LTBP2 cada uno a 200 nM, sonda marcada con
FAM/TAMRA de LTBP2 200 nM y 5 pl de ADNc de molde. Los pardmetros del ciclo térmico fueron 2 min a 50 °C,
seguido de 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de fusion a 95 °C durante 15 s e hibridacién/extension a 60 °C durante
1 min.

Célculo de expresion relativa

El valor de CU (ciclo umbral) se calcula como se describe en la seccién “Determinaciéon cuantitativa de acidos
nucleicos”.

delta CU = CTLTBP2 — CUI32
Expresion relativa = 24(15-deltaCU)
Los resultados del perfil de cuantificacién de ARNm (perfilado de expresién) se muestran en la Figura 13.
Ejemplo 16: Experimentos en micromatriz

Se extrajo ARN total de tejido cardiaco y se purificd usando una columna de resina de afinidad (RNeasy; Qiagen,
Hilden, Alemania), se cuantific6 mediante espectrofotometria (absorbancia 260 nm) y la calidad del ARN se evalu6 por
separacion electroforética microfluidica con un bionanalizador (Agilent Technologies, Palo Alto, EE.UU.). EI ARN total
purificado (1 pg) se convirti6 en ADNc usando el kit de sintesis de ADNc Superscript Choice (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EE.UU.), incorporando un cebador de T7-(dT)24. Entonces se purific6 ADNc bicatenario por columna de resina de
afinidad (Clean up Kit, Qiagen, Hilden, Alemania) con extraccion con etanol. Se us6 ADNc purificado como molde para
la reaccion de transcripcion in vitro para la sintesis de ARNc biotinilado usando un kit de marcado de la transcripcion de
ARN de alto rendimiento Enzo BioArray (Affymetrix, Santa Clara, CA) y se purificd adicionalmente usando una columna
de resina de afinidad (Clean up Kit, Qiagen, Hilden, Alemania). Después de la purificacién, el ARNc in vitro se
fragment6 en tampén que contenia magnesio a 95 °C durante 35 min. EI ARNc fragmentado se hibrid6 sobre la matriz
Affymetrix GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0. Brevemente, 15 ug de ARNc fragmentado se afiadieron junto con
ARNCc de control (BioB, BioC y BioD), ADN de esperma de arenque (10 mg/ml), 10% de DMSO y BSA acetilada (50
mg/ml) al tampon de hibridacion. La mezcla de hibridacion se calenté a 99 °C durante 5 min, se incubd a 45 °C durante
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5 min, se centrifugd durante 5 min a 13.000 rpm y se inyectd en la micromatriz. Después de la hibridacion a 45 °C
durante 16 h girando a 60 rpm, la matriz se lavd y se tind con protocolos de Affymetrix Fluidics- Amplificacion de
anticuerpos para dianas eucariotas, y se barrié usando un escaner de micromatrices de Affymetrix (sistema GeneChip
Scanner 3000 7G) a 570 nm.

Ejemplo 17: Datos de expresion de micromatrices de corazén humano de pacientes con CHF con los dispositivos de
asistencia ventricular izquierda

La implantacion de dispositivos de asistencia ventricular izquierda (DAVI) es frecuentemente el nico medio posible de
ayuda a pacientes con insuficiencia cardiaca terminal en la forma de puente para el trasplante (véase [Clegg y col.
(2005)] para una revision). Al igual que el corazon, el DAVI es una bomba. Un extremo se conecta al ventriculo
izquierdo — que es la camara del corazén que bombea sangre fuera de los pulmones y al cuerpo. El otro extremo se
conecta a la aorta, la principal arteria del cuerpo. Un tubo pasa del dispositivo a través de la piel. El exterior del tubo
esta cubierto de un material especial para ayudar en la curaciéon y permite que la piel vuelva a crecer. El DAVI se
implanta durante cirugia a corazén abierto. Informes recientes demuestran que la ayuda de DAVI puede asociarse a
remodelacion adaptiva del miocardio ventricular, que incluye masa del VI, espesor de pared y diametro de miocitos,
cambios en las relaciones de presion-volumen del VI e inversion de la dilatacion de la cavidad del VI reducida [Li y col.
(2001)].

Se recogieron muestras de miocardio del ventriculo izquierdo durante la cirugia cardiaca de 32 pacientes con
insuficiencia cardiaca en el momento del trasplante cardiaco o insercién de un dispositivo de asistencia mecanica. Se
disefian especimenes de miocardio correspondientes como muestras de pre- y post-DAVI. Todos los procedimientos
que implican el uso de tejido humano fueron autorizados por el comité de ética médica del Centro de Corazén y
Diabetes de Renania del Norte-Westfalia, Bad Oeynhausen, Alemania. Se obtuvo el consentimiento de los pacientes
antes de la recogida de tejido. Las muestras se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se pulverizaron
usando pistilo y mortero. EI ARN total se aislé segiin procedimientos convencionales.

Ejemplo 18: Analisis de datos de experimentos en micromatrices

Los analisis de datos sin procesar y el escalado se realizaron en el software Microarray Suite 5.0 (Affymetrix), y la
normalizacién y andlisis adicionales en expressionist Pro 3.0 (Genedata). Los resultados para matrices HG-U133 Plus
2.0 se sometieron a escalado global con una intensidad diana de 100.

Se calcularon logaritmos en base 2 para todos los valores de expresion y se tomaron para el posterior andlisis
estadistico. Para analizar la expresion diferencial entre los dos grupos, corazones que no fallaban (N) y corazones pre-
operacion (P), se aplicé una prueba de Student bilateral a los valores de expresiéon bajo la suposicion de varianzas
iguales. Se tomd un valor de la p resultante de menos de o igual a 0,05 como indicador para expresién diferencial
significativa.
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ceotegeteee
tggataaaag
tccagacgge
tggagtagga
gococcagte
cgggagaaca
cgcaccacte
cgecgecctge
gegggteatg
cgactgcggce
ttcecgggage
tgggggagec
tcgeggegtg
£cagcaccee
ggggetgege
cagktgctgee
gagcegecgt
ggtttccgty
tccaggctgg
gckggagagg
cagtcgecae
gtggggttgt
tccaacgecc
cctotggage
aagatcgtct
agctgtgaga
aagtctggct
ggcagggacg
ccgoageegg
ccactgaage
tcceotggtga
gcccaggkge
ccgeectgge
cggtctggag

tctccggtaa
agacgaaaaa
tgcaggcaca
gecgeggacte
ggcegeoettca
goccocgeggge
tccageegee
ggaacceetg
cccaaadgga
gccctggggg
aggacgcgcc
ccagygaggcec
tccagccacc
ggacccgggc
cceccaacece
caggatggac
gccagaacey
gagcccgetyg
cacctcgacg
gcaccttggc
cagectgggac
ccocgeactgt
tgceccocoggy
acccctecate
tcactcccac
ggggcgacac
tcecgoatcta
aatgctggtg
acagggagec
agtccacttt
aggtgcacat
ggggcggggt
tgecctgecag
agececcctcg
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tgagggggct gagctgtccoe
gocgggggag gtttcoccaaaa
gaggaggagyge gegaaggtge
gaggctcggg gegcegeagee
gggcoccocta gactcagaga
gtccagegtg cocgaccacaa
ccgegcecatg aggecegogga
gagaggcttc ctgecegcetca
ceccgtagygyg agatacgagc
cagctacccqg gcagcggctg
tgtcgcggge ttgcageceg
caccgaggcg gaggccagga
tgcgcagacc cggagaagea
cgcygecgget ckcccacgec
gccgcgaggg cggctcacgy
aacagcaaac agcaccaacc
gggctoetygce agcecgeeege
cgaggaggtc atteccgatyg
ctgggccgag cgttcaccca
cagagcacag ccgccagcac
cctgagtggc ctcagccaga
ccgacttecac ccgactgecca
accaggcctt gagcagagag
cccckggggg ctgaacctca
catctgcaag cagacctgtg
caccaccctg tacagccagg
tctctgocag atcccctgec
ccccgccaac/tccaccggga
tccagggagg gggtcccgcce
cacactgceg ctotccaace
tcaccaccca cccgaggcect
ggaggaggcc ctagtggaga
cectggecac agecctctgag
gCccactgecoc ¢cagragcac

60

tcecgaggagyg
ataaaaccgt
agcagccgtg
ctcgerecge
agctggecoge
agctcttecge
cCaaageceg
cecctggetect
cggctggtyg
cagccaaggt
tggagcgggce
ggccgtoeccg
cteeccctgayg
tggggaceccc
ggaggaacgt
actgtatcaa
agetectgtgt
aggaatttga
acctgegeag
cacagtcgecc
cceacceotte
cggccagtag
atggcaccca
cggagaaaat
cecgtyggaca
gceggeccatgg
tgaacggagg
agttctgcca
ccagggcctt
agctggecte
cagtgcagat
acagcgtgga
acagcaacaa
ccaggecteg

gggcctggtyg
ccgggtececce
cgagedcage
cgagagecgd
€gggcgggge
ggtgccocgey
cagcecgyggy
cttcgtggge
agacgegaat
gtacagtctg
ccageccggge
tgcgcagcag
ccagcagcaa
acagcggtcet
crgcggggga
acccgtttge
ctgeegetet
coececagaac
gagcagtgcg
gcccgcacca
ccagcageac
ccagctetot
acaggcggta
caagaagatc
ctgtgccaac
gcacgatccec
ccgectgeatco
cectgectate
getggaagoc
cgtgaacccc
ccaccaggtg
gaccagacce
catccectgct
aggactgetg

60
120
180
2440
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
so0
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
192¢
1980
2040



ggeeggtgtt
acccaggagg
tgceccaceca
tacaagagac
tgcaaggacyg
ctcatactygg
ggactgtgct
accaagcaga
tgcececotge
tacgegaget
cccecaagygg
cccetececggg
tctcaggctyg
gccacaaccc
cectecaceyg
gccaccaacg
tgcagccctyg
ctgagggacc
ttctgctacc
aatgagtgtyg
taccactgcg
aacgaatgec
tacacttgte
aatgagtgtc
ttcagatgcect
gtggatgagt
teccttegeet
gaagacctag
gctggetoct
tcctgtgaag
aagaacactyg
accgtgtgtyg
tgcctcaaca
gggggcacca
cactgtgtea
ccagagageg
ggcacetgyga
ggcttccaca
atgtgtggca
cagggctecg
atgctggcgg
tgtgccageg
ggaggtcaga
gactgetact
acacaggctg
cegtetgagyg
gtgagaaggayg
ttcgggeeteyg
ctgtgcaate
tgccaggacc

tteotgeageoe
agcacggagyg

agctgaacac
actgctgtagg
gaccagcckte
tgaacctcac
cggagkgtgke
atccatcgeg
accggtcgekh
tatgctgcectg
ctggcacaga
cegacatcoog
agcaagggeca
tcgtcacgga
geccaggteac
caccaatgeg
atgtgctggt
tctgtggece
gctaccagct
cetgcaagygy
ctggctacac
agcagccagg
agtgtgatca
gtcacececgyg
tggcctgtga
tgactcecegg
cttgtgagea
gtgccageocg
gectctgectyg
atgagtgtgc
tctcctgcaa
atgtggatga
tgggcerecta
aggatgtgaa
gccacgggte
gctgccagga
acaccgaggg
gagagtgtge
agtgtgaaaa
tggccccgaa
gccacggcﬁt
agatctctcc
tatgtggggc
acetggagga
gtatgtctga
¢cgggcagaa
aatgctgetg
actcagctga
cctggacgtt
gtctetgeee
ccggetteea
tggcctgtga
[ofedelels (o] of oF-To]

acctecctga
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tgtgaacgga
cagtgtggga
ccocggtgatt
rcactgccaa
gaataccagg
gagccgeotgt
ggggcccgge
cagccgegeg
ggcctrcaga
cetgtecaty
gaggagcage
cacctggett
gaccagtgte
tgaacagggy
gaccctgage
tggaacctgc
gcaccceage
aaasagggega
ktctggcecace
ggtgtgcage
gggctacate
tacctgeeck
ggagggctac
ggtctgtgcee
gggctatgag
ggectcatge
tgagaacggg
cttcoccggga
ggactgcgat
atgtgaagac
ccagtgecte
tgagtgcatg
tttcttctgt
tgtggacgag
ctccttcaac
ggatattgac
cagecctgge
cggagactgc
ctgtgacaac
ctcaggctgyg
cgcgetectgt
gtacgatgees
ggccccaacy
gggecatgey
cacccaggge
attcagcgag
tggacagace
gaacggccgg
ctacgatgct
gaatggcgag
cctggaccte
ccacgacatc

cagtgtgceca
gecttctggg
gagaatggcc
gatatcaacg
ggcagetaceo
gtgteggaca
acctgcaccc
ggcaaagcat
gagatctgee
aggaaageeyg
ggggcactgc
gaggecggga
actecatgeac
attgcagaga
accccaggea
gtgaacctce
caggecctact
tgecatcaace
tcaggggcga
ggggggcagt
atggtcagga
gatgggagat
cggggccaga
catggaaagt
gtcacctcag
cacacaggee
tactgggtga
gtctgoccct
gggggctace
ccccagagca
tgteccecagy
ggggaggagc
ctgtgcgege
tgtgecacca
tgtctatgtg
gagtgtgagg
tectacaeget
attgacatag
actgatgget
gactgtgtgg
gagaacgtgg
caggaggagce
ggggaccatg
ceetgeteca
gctagctggg
atctgcececta
atgtacacag
tgcctcaaca
tcccacaaga
tgcgtcaaca
agccagcage

cacatggaca

61

accctctget
gggtgacttt
agctggagtg
agtgcttgac
tgtgcacatg
aggcaatete
tgcettigge
ggggcagcga
ctgcecggeca
aggaggagga
ccgggccage
ccatcectga
ctgectgggt
tacaggaaga
ttgacagatyg
ccgatggata
gcacagatga
gecgtggggtce
cacaggagtg
gcaccaacac
aaggacactyg
gcgtcaattce
gtgggagctyg
gcaccaacct
atgagaaggg
tctgecteaa
atgaagacgg
ccggagtcetg
ggeccagece
gckgectggg
gettecaget
actgcgcacc
ctggecttcgt
cagaccegtyg
agactggctt
actatggaga
gtgttcbggg
acgagtgcge
ccttecgety
atgtgaacga
agggctecectt
actgeecgeee
coccgagccco
gtgteckggyg
gagatgcectg
gtggaaaagg
atgeggatga
ccgtgectgg
agtgtgagga
cggagggctc
goctgeatgaa
tctgctggaa

ggagctgact
gtgtgccecca
tcetcagggg
ccegggectg
cagacctggc
catgctgcag
arageggate
gtgtgagaaa
cggctacacce
actggcaagy

agagaggcag

caagggtgac
cacagggaat
acaagtgace
cgetgetgga
cagatgtgtc
caacgagtgt
¢tactectge
tcaagatatc
cgagggctcg
ccaagatatc
cecctggetec
tgtagatgtg
agaaggctce
ctgeccaagat
cacggaggqc
cactgectgt
caccaacacy
cetgggtgac
aggcgagtge
ggeccaatggce
coacggcgag
cagcgcagayg
tgtgggagog
ccagccctce
ceceggtgtgt
ctgcecageet
caacgacacec
acktctgtgac
gtgtgagctt
cetgtgecte
acggggggct
caccegcatg
ccggaacace
tgacctetge
ctacatteoet
gtgtgtgata
tcatgtctge
tcacgatgag
cttcecactge
cagcaacage

aaaagtcacce

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2450
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
49890
5040
5100
5160



adatgatgtgt
caggacggcg
tatgctcage
cggccaggct
gatggggcce
cccaacacag
tcagaactcc
cttcaggcgyg
cgggagggct
tgegtagatg
tactgcgaga
gcagggeece
tggaaatggc
ccgtgacate
geetetgget
atcgctttaa
atgggatgct
gccecatgge
atcccacaac
caagaaagga
ccaccactca
ctetetgace
gettgttgaa
ggacatgatg
aagaaaatat
ctgccatggg
aggaaacaaa
aaaagtctat
cccectecact
agtttacaag
ataaagaaat

<210> 2
<211> 6442

<212> ADN

gcagcgaacc
aggcctggag
tgtgcaacgt
atgagtatog
ccttctacaa
ceggtcacte
agccccacta
aggagtgcgg
acacctgtga
tgaatgagtg
acacagaggg
cccactgeac
ctccagtcac
aggccagagyg
gtaagcttcyg
tgcttcageco
taccaaagga
ctcacactgce
tgggacagag
tttggggaag
gccaatcbgt
ccaaggagtg
tgtaagagac
aaaaatacgt
tcagtagetg
atacagcacc
cctecttetgyg
tttccagtgt
cagaaaccec
cagagactca
gtgcatctagg

<213> Rattus norvegicus

<400> 2
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cctgegtgyg
ceagecagtgt
ggctegeatt
ccecgggcece
ctacctgggce
agcggaccgce
cgtggccage
catcctgaac
ctgttttgag
tgatgacttg
cteccraccge
tgccaaggag
aggcagggygc
tttccaatca
gtcattgect
accgeatgag
tggccctcat
agacacccct
getacatetg
cttggggact
cetgggecct
gcagaagatce
acaaatgaag
ggagttgatg
aatccgccca
catctacaaa
gatcteottt
ggtcttgtte
tgeecectetee
ctccaaccca
tccaaaaaaa

caccgcacea
gctetgtgee
gaggcagagc
gatgacctge
ccecygaggaca
acaccecatce
catccagage
ggctgtgaga
ggcttcecage
aacgggcctg
tgccaccget
tagcagtcag
cttgaggatg
gecttgootyg
ccatgcccte
gccctgteca
ccaccctecce
ttccagccac
ccctagggag
gactccagag
gattttgcca
cectbeactea
aagaacaaag
agaaagggga
gtgatagcct
gacctctatt
tgtgaaaacc
agaagcagcc
cttcagaaaa
aactagctgg
aaaaaaaaaa

62

cctacacgga
cceegaggag
gggaggccgy
actacagcat
cggtcocetga
ttgagtctece
ccccageegg
atggccgectg
tggatgcgge
ctgtgctctyg
cccegggata
gggtcagtgt
atttcctage
ctttcatcte
gcttggcetea
ccaccttteeo
aagctgtgeg
aatccaccat
gtecttecaga
cccecctecta
caccrceccatce
gagaagcaag
agcctgagaa
geccaaggett
gtgggcacca
acataaacac
agtttgatgt
agatttccaa
cgatggcagg
gagttcagaa
aaaaaaaaaa

atgcrgeorge
ctectgaggte
ggtccactee
ctatggccca
geetgectte
tttgcagecece
cttcgaaggg
tgtgcgegtg
cecacatgged
tgtccatggt
tgrtggctgag
ggcaactace
tgggaagaca
ccccagetta
agcaccacca
tggeccttgeot
agcatgcaag
catcctgacg
atctgtggag
agaaccatca
ctgtagccea
getgatatta
agcagcaaga
tatacgtcka
gcagcaaggg
tgcttcottac
gctaaaagta
tgtigetett
cattcetetg
ccatggtgga
aaaaaaa

5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
65480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900

' 6960

7017



agaggtccct
agcacctcece
gegoogacca
ccacttgtec
tacgaaccag
gcggetgcag
tcgcectetg
gccaggagac
agaagcaatc
ctggcgacee
tgcgggggac
cctgtgtate
tgccgttcetg
cctcagaatg
agcagegagg

agacgggaag
tgcgaggtet
ccgtcecgetg
tggctectett
ctagccoggga
ccaaggtgta
agtggaatca
cgtcccgage
cccgaggcca
ctcagcgace
agtgeorgece
agectecectg
gcttcogtagg
ccaggcctgt
ccagaggaag
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gggcacgccg
ceggtgeeca
ctccggacgc
gatggggaca
tgccaategg
cagtetatic
gecegggecay
ccagcagctg
gcagccacca
cgcggctgea
tggatggacy
tcagaaccygyg
ggcacgctge
gccecagacgc
tctagtgacc

ccaggcggyga
cagctcLgea
atccaaaggg
agtcatgecce
ttgtggegee
cgagagceccg
gggatccctyg
cgtcgagtee
gecagcecgga
cgccgaggge
acatcgaaca
ggctectgea
gaggaggtca
tcagtggagg
agaatacagc

63

ctgtggagct
gccactcotyy
cgcghtggag
aaagggattc
cegtgggeaa
acgecgeeggt
ggaggctcge
agtcacctgt
ccgcacattc
ggctcaccgg
gcaccaacca
gaeggeceea
tccectgagga
gagcacctgg
cgctgctacc

aacgatggag
cgccatgagg
gggcttcctg
cgtggggaga
ccaccccgea
ccecggcttg
agaggccgay
ccagactcgg
cgtcgtgcgce
gagaaatgtc
ctgtatcaaa
getctgeate
ggagtttgac
cccteacagg
accactacca

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



ccacctccat
agaacagkttc
¢cttcaggac
ctcteacace
acrteccacca
ggtgacacca
cgtatctatt
tgctggtgte
agggagecte
tccaccttca
gtacaaatge
ggtgaggtgg
catggcagcet
geceectegge
agcacggtga
tgtagcagtyg
gctttccccg
ctcagccatt
tgtgtgaaca
tcaaggagcc
tcaatygtgl
tgttgcagee
acagaagcct
atccgectgt
agacageaga
actgecacet
attacaacca
acgecatcat
tecagtgatg
tccaacaece
agccoctggte
aggaacecct
tgctacccag
gagtgtgagc
cactgcegagt
gaatgecgte
acttgtctgg
gagtgtctga
agatgctett
gacgagtgtg
ttcacctget
gacctggatg
ggcteoottot
tgtgaagatyg
aacacagatg
gtgtgtgagg
ctcaacagccoc
ggcaccagat
tgtgtcaaca
gacagtggag
ggcttctgtg
tcaccctecag

ctaggaccct
gtegttatee
caggacctga
cetggggget
tctgeaagea
ccaccctgta
tctgecaaat
cagcceaactc
caggacgagg
cgctgootct
agcacoegee
accctgtgee
caggccacag
caccaccagt
atggacagtg
tggggactte
tgattgaaaa
gccaagacat
ccaggggcag
gctgtgtate
ctggeacctg
gtgtgggcaa
tcagggagat
ctatgaggaa
gcagtggacc
ggattgagge
gtgetoccceca
tgeetggaca
tcoctggtgac
gtggcccoigg
accagcraca
gtgaaggaag
gctacacact
agccgggggt
gtgatcaggg
accctggrac
cctgtgagga
cccceogggat
grgagccagyg
ceagecgage
cagcctgtea
aatgtgceet
cctgcaagga
tggatgagtyg
gttectacea
atgrggacga
cggggbcctt
gccaggatgt
ccgagggetce
agtgtgtgga
acaakacgga
gctgggagty

ES 2443042 T3

cagccagace
ggceactggt
gctgagagac
gaaccteace
gacctgtgec
cagtcaggge
ccecetgacty
tacagggaag
ctecccageac
ctccaaccag
tgaggcctcoce
agaggacaac
ccactgggec
gecogtocagy
tgctaaccec
ttggggggtyg
cggccagcetyg
caatgagtge
ctacctgtge
ggacaaggcet
cdaccctgoct
agcctgggge
ctgocctgot
agctgaggaa
cocacctggg
tgagaceceote
cctacctgec
gggcattcca
geacggteae
gacctgegty
coccagecayg
agggcgchtgt
agccacecta
gtgcagcggt
ctacgtecatyg
ctgcccrgat
gggctacata
atgtgccocat
ctatgagete
cteatgeece
gagtgggtac
cceccggagte
ctgcgacagg
tgaaggtcce
gtgectetgt
atgtgrtggy
cttcrgtctce
tgatgaatgt
cttcaactgt
catagatgaa
tggctecette
tgttgatgtg

cgtegectge
accaatggec
agcagccaac
gagaaaateca
cggggccget
ggccatggge
aatggaggcc
ttctgccate
agagcecctge
ctggectcotg
gtgcagatce
agtgtggaga
agcaacagca
cattatggac
ctaggggage
acttcctgtg
gagtgtceec
ctgaccctgg
acctgecaggc
gtctccatga
ttggtacaac
agcaaargtg
ggccatgget
gaggaactygg
gcagcagaaa
cctgacaaag
cgggtaccag
gagggtccay
ccaggetttg
aageteccaa
gactactgta
gtcaacagtg
ggagacacac
ggacgatgea
gtcagaagag
gggagatgceg
gggcagageg
ggaaggtgea
accocagaca
aceggectet
tgggtgaacy
tgccccacag
ggcttecgge
cagaacagcht
cccoccaggget
gaagaacact
tgtgcacceg
gcaaccacag
ctgtgtgaga
tgtgcaaatg
cgctgoctgt
aacgagtgtyg

64

agcagcatge
aactgatgtc
aggcagcaca
agaagattaa
gtgccaacac
atgaccccaa
getgcattgg
tgcctgtecc
tggaagggcc
tgaacccetco
accaggtggce
ccagagectce
taccegeteg
toeotgggcca
tgacttctca
ccccatgeee
aagggtataa
gcctgtgcaa
ccggectcat
aacagggact
ggatcaccaa
aacactgeaca
acgectacte
ctagcceogt
ggcageceact
gtgactctcg
gggatgccac
cagaagagca
atecatgttt
atrggatacag
ctgatgacaa
tgggctecta
aggagtgeca
gcaacactga
gacactgcca
tcaactceeee
ggaactgtgt
tcaacatygga
agaagggctg
gcctcaacac
dagatyggcac
gcgtetgeac
ccagecceeect
gectgggagyg
tecagetgge
gcgeteoctea
gceeegotag
ageegtgtet
ctggeLtecca
atacecgtgtyg
gtgaceaggg
agctcatgct

aggactgtcc
caacgcictg
catgaaccat
ggtegtette
gtgtgagaag
gectggcttc
ccgggacgag
acagccagac
attgaagcaa
getggraaag
ccgggtoegyg
tcatcgccecce
ggctggagag
gtgttacceg
ggaagactgc
acccagacca
gagactaaac
ggattcagag
gectggateca
ctgttaccygg
gecagatatgg
cetgectgae
aagoctcagac
aagggaacag
ccgggeagec
ggetattecag
tggaagacca
ggtgatccct
cgetggagee
atgtgtetge
cgagtgtoty
ctcckgecte
agatgtggat
gggctegtac
agatatcaac
tggctectac
agatatgaat
aggcotecttt
ccgagatgtyg
ggagggctce
tgcotgtgaa
caacactgtg
gggcaacagce
cgagtgcaag
caatggcaca
tggcgaatgc
tgctgagggg
gggaggacac
gccegecoca
tgggaaccat
cttegagace
ggcagtgtgt

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
17490
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
1000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
35490
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020



10

ggggatgecac
gaggagtatg
ccagagagtcc
cacaatggtg
tgctegacee
gttgaattca
acatttggac
tgccagaatg
taccactatg
tgtgagaacyg
ctecatectag
cectgaccatg
cageocttge
tggagccagc
aatgtggecte
tatggccectg
tataactacc
catttgggag
ccagccattc
ctgaatggcet
tttgaagget
gacctgaacg
tatcgetgce
aaggagtagg
ctggggactt
catcaggcca
gcttaactet
caaatatttt
ccacacttta
ctgraggcac
cagtggctac
ggagtagcete
ttgctactce
cctcagagga
acgagtctga
gaggagacaa
tagagcttet
cctttattag
aaggcagage
ccttgcttce
gggaatzaaa

<210>3
<211> 1821
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Met Arg Pro Arg Thr Lys Ala Arg Ser Pro Gly Arg Ala Leu Arg Asn
5

1

Pro Trp Arg Gly Phe Leu Pro Leu Thr Leu Ala Leu Phe val Gly Ala

tctgcgagaa
atgcagaaga
caacagagga
gtcctccatyg
agggtgccag
gtgagctgtg
aagccatgta
gcegatgeck
atgccgteag
gegagtgtge
acctcagegy
acatccacat
gtgggecacca
agtgtgctct
ggattgagge
gccoccagatga
tgggccoctga
acaacacacc
agaaccccct
gtgagaatgg
teccagetgga
gegetgegeyg
actgttccce
agtgagagat
aaggttgett
gggctctgga
gggtgtgaat
aatgectttag
gagcgecccat
ccecttecat
atccacetgyg
caatgecacc
tccatcccat
tgaagacgtaa
gaaagtgtgg
gagttagaca
gtgtgectge
gctcatcegt
aagccagatt
tcttaacaca
tgttecatetg

20
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cgtggaaggce
aggacactgce
gcaggctgca
ctctcaaatc
atggggggaa
coceccagrggt
tacagatgcc
caacacagtyg
caggaagtge
gaacacagaa
acagcgetgt
ggacatctge
tactacctat
gtgceececce
agagagggaa
tctacctgaa
ggacactgtt
catccttgag
ggcttcette
ccgetgtgty
tacagcecte
actctgtgcg
tggttacgtyg
catggtgggc
ccctagettgyg
gcccagttce
tccgtcactg
ccactggeeg
cagaagagtc
ctgtgatcta
ggatggeect
tctecagaacce
agacagttct
tactaacttg
caagagagtg
aaacacgaag
agggaggcte
tccccacagg
tttcaaagtt
tgcacttcca
cc

tecctteoetgt
cgtcctegygg
ggccttacey
ttggygccaga
acctgtgatc
caaggttaca
gacgagtgca
cctggctaca
caggatcaca
ggctccttee
gtgaacagta
tggaaaaaag
acagagtget
aggagctctg
gcagggatcc
accctctacg
cctgagoctds
ccteoecectge
gaaggectte
cgtgtgageg
atggecetgtg
catggtcact
gcagagcccg
agcetatgtgg
gaagacgtga
gccageccteg
cctctatgeoe
tgagacacag
ctocgtgcact
cacatcatct
tcacagtgaa
accaccagca
geggeeecga
ctgagtgtaa
atacggaaaa
tecgetttggg
gccacaagcet
aaaacctaaa
gtttetctee

caccagctag

10

25

65

gecttegtgc
tggctggagc
geatggagty
actccacaca
cctgeccate
tcccagtgga
tactgtttgy
tttgecetgtog
acgaatgcca
actgettctg
ccagcagctce
tcaccaatga
gctgecaaga
aggtctatge
acttceggec
gcccagatgg
eccttctcecaa
agccctctga
aggctgagga
agggctacac
tggatgtgaa
gcgagaacac
ggcccoecaca
aaatggctat
ctgggaagac
cctcettttt
actgcttggc
ceccacagtcet
cctcttagge
cgatggttct
tggagcagga
ctgggtggcyg
gaagggacca
gaaacgaaag
catgggagte
caaatcagtc
ctggcgecca
tagatggcct
tecactteag
ctgggagttc

cagtgacctt
tcagagaate
ctatgctgaa
ggctgagtgc
tgaggactca
aggggcctgyg
geetgetecto
caaccetgge
ggacttggec
cagtcceceec
agaggacttc
cgtgtgcagce
cgggygaggce
tcagctgtge
aggatatgag
agcccctttc
cacagccagt
acttcagcce
atgtggcatc
ttgtgactge
tgagtgtgaa
agagggttcce
ctgtgcagce
cagecatagg
cccgtgatge
atctettceyg
tcagacacca
gtcctcgggg
tgtgecagaca
gtaacgggga
gagggtcetag
tgagttcttt
gttteceectea
aagaggaata
catatgaaag
caagcectect
tctgcaaaca
taacaatata
aagcacttge
aggagegrgg

15

30

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
45290
49890
5049
5100
5160
5220
280
5340
5400
5460

. 5520

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6442



Gly

Asp

Ala

65

Gly

Arg

Arg

Gln

Leu

145

Gly

Trp

Pro

Cys

Glu

225

Glu

Leu

Ser

Gln

His

Ala

50

Ala

Leu

Pro

Arg

Gln

130

Gly

Arg

Thx

Pro

Arg

210

Glu

Arg

Ala

‘Pro

Gln
290

Ala

35

Asn

Lys

Gln

Thr

val

115

Gln

Thr

Leu

Thr

Cys

195

Ser

Fhe

Ser

Arg

Pro

275

His

Gln

Arg

val

Pro

Glu

100

Gln

Pro

Pro

Thr

aAla

1890

Gln

Gly

Asp

Pro

Ala

260

Ala

val

Leu

Tyr

Val

85

Ala

Pro

Ala

Gln

Gly

165

Asn

Asn

Phe

Fro

Asn

245

Gln

Gly

Cly
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Asp

Arg

Ser

70

Glu

Glu

Pro

Pro

Arg

150

Arg

Ser

Arg

Arg

Gln

230

Leu

Pro

Thr

Leu

Pro

Arg

55

Leu

Ala

Ala

Arg

135

Ser

Asn

Thr

Gly

Gly

215

Asn

Arg

Pro

Leu

Ser
295

val

40

Pro

Phe

Ala

Arg

Gln

120

Thr

Gly

val

Asn

Ser

200

Ala

Ser

aArg

Ala

Ser

280

Arg

Gly

Gly

Arg

Gln

Arg

105

Thr

Arg

Ala

Cys

His

185

Cys

Arg

Arg

Ser

Pro

265

Gly

Thr

66

Gly

Glu

Pro

90

Pro

Arg

Ala

Ala

Gly

170

Cys

Ser

Cys

Leu

Ser

250

Gln

Leu

val

Tyx

Ser

Gln

78

Gly

Ser

Arg

Ala

Pro

155

Gly

Ile

Arg

Glu

Ala

235

Ala

Ser

Ser

Arg

Glu

Tvr

60

Asp

Trp

Arg

Ser

Pro

140

Pro

Gln

Lys

Pro

Glu

220

Pro

Ala

Pro

Gln

Leu
300

Pro

45

Pro

Ala

Gly

Ala

Thr

125

Ala

Thr

Cys

Pro

Gln

205

Val

Arg

Gly

Pro

Thr

285

His

Ala

Ala

Pro

Ser

Gln

110

Pro

Leu

Fro

Cys

Val

190

Leu

Ile

Arg

Glu

Ala

270

His

Pro

Gly

Ala

val

Pro

95

Gln

Leu

Pro

Pro

Pro

175

Cys

Cys

Pro

TYp

Gly

255

Pro

Pro

Thr

Gly

Ala

Ala

80

Arg

Ser

Gly

Arg

Arg

160

Gly

Glu

val

Asp

Ala

240

Thr

Gln

Ser

aAla



Thx

305

Leu

Ser

Ile

Cys

Gly

385

Gln

Trp

Gln

Leu

Gln

465

Pro

Gly

Pro

Ile

Pro

545

Gly

Cys

Ala

Glu

Ser

val

Ala

370

Gly

Ile

Cys

Pro

Glu

450

Leu

Pro

Val

Trp

Pro

530

Arg

Gln

Gly

Ser

Gln

Pro

Fhe

3585

Asn

Pro

Pro

Asp

435

Ala

Ala

Glu

Glu

Leu

515

Ala

Bro

Cys

Ser

Ser

Arg

Trp

340

Thr

Ser

Gly

Cys

Ala

420

Arg

Pro

Ser

Ala

Glu

500

Pro

Arg

Arg

Ala

val

Gln

Asp

325

Gly

Pro

Cys

His

Leu

405

Asn

Glu

Leu

val

Ser

485

Ala

Ala

Ser

Gly

Asn

565

Gly

ES 2443042 T3

Leu

310

Gly

Leu

Thr

Glu

Asp

350

Asn

Ser

Pro

Lys

Asn

470

val

Leu

Ser

Gly

Leu

550

Fro

ala

Ser

Thr

Asn

Ile

Arg

375

Pro

Gly

Thr

Pro

Gln

455

Pro

Gln

Val

Pro

Glu

535

Leu

Leu

Phe

Ser

Gln

Leu

Cys

360

Gly

Lys

Gly

Gly

Gly

440

Ser

Ser

Ile

Glu

Gly

520

Pro

Gly

Leu

Trp

Asn

Gln

Thr

345

Lys

Asp

Ser

Arg

Lys

425

Arg

Thr

Leu

His

Asn

505

His

Pro

Arg

Glu

Gly

67

Ala

Ala

330

Glu

Gln

Thr

Gly

Cys

410

Phe

Gly

Phe

val

Gln

490

Ser

Ser

Arg

Cys

Leu

570

Val

Leu

3158

val

Lys

Thrx

Thr

Phe

39S

Ile

Cys

Ser

Thr

Lys

475

val

val

Leu

Pro

Tyr

585

Thr

Thr

Pro

Pro

Ile

Cys

Thr

380

Arg

Gly

Arg

Leu

460

Val

Ala

Glu

Trp

Leu

%490

Leu

Thr

Leu

Pro

Leu

Lys

Ala

365

Leu

Ile

Arg

Leu

Pro

445

Pro

His

Gln

Thr

Asp

525

Pro

Asn

Gln

Cys

Gly

Glu

Lys

350

Arg

Tyx

TYr

Asp

Pro

430

Arg

Leu

Ile

val

Arg

510

Ser

Pro

Thr

Glu

Ala

Pro

His

335

Ile

Gly

Ser

Phe

Glu

415

Ile

aAla

Ser

His

Arg

435

Pre

Asn

Ala

val

Asp

57%

Pro

Gly

20

Pro

Lys

His

Gln

Cys

400

Cys

Pro

Leu

Asn

His

480

Gly

Pro

Asn

Ala

Asn

560

Cys

Cys



Pro

fro

Glu

625

Arg

Ser

Leu

Gln

Trp

705

Arg

Ile

Pro

Glu

Thr

785

val

Met

Ser

Ala

Pro

Gln

610

Cys

Gly

Arg

Cys

Arg

6§90

Gly

Glu

Arg

Arg

Arg

770

Ile

Thr

Pro

Thr

Ala
B50

Arg

595

Gly

Leu

Ser

Ser

YT

675

Ile

Ser

Ile

Leu

Glu

755

Gln

Pro

Glu

Asp
835

Gly

580

Pro

Arg

660

Arg

Thr

Glu

Cys

Ser

740

Gln

Pro

Asp

Ala

Gln

820

Val

Ala

Ala

Lys

Leu

Leu

645

Cys

Ser

Lys

Cys

Pro

725

Met

Gly

Leu

Lys

Pro

805

Gly

Leu

Thr
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Ser

Arg

Gly

630

Cys

val

Leu

Gln

Glu

710

Ala

Arg

Gln

Arg

Gly

790

Ala

Ile

val

Asn

Pro

Leu

615

Leu

Thr

Ser

Gly

Ile

695

Lys

Gly

Liys

Arg

Val

715

Asp

Trp

Ala

Thr

val
455

val

600

Asn

Cys

Cys

Asp

Prao

6890

Cys

Cys

His

Ala

Ser

7160

Val

Ser

Val

Glu

Leu

840

Cys

585

Ila

Leu

Lys

Arg

Lys

665

Gly

Cys

PYo

Gly

Glu

745

Ser

Thr

Gln

Thr

Ile

825

Ser

Gly

68

Glu

Thr

Asp

Pro

650

ala

Thr

Cys

Leu

Pa's

730

Glu

Gly

Asp

Ala

Gly

810

Gln

Thr

Fro

Asn

Ala

B35

Gly

Ile

Cys

Ser

Pre

715

Thr

Glu

Ala

Thr

Gly

795

Asn

Glu

Pro

Gly

Gly

Cys

520

Glu

Leu

Ser

Thr

Arg

700

Gly

TvY

Glu

Leu

Trp

780

Gln

Ala

Glu

Gly

Thr
860

Gln

€05

Gln

Cys

Met

Met

Leu

685

val

Thr

Ala

Leu

Pro

765

Leu

Val

Thr

Gln

Ile

845

Cys

590

Leu

Asp

val

Leu

Leu

6570

Pro

Gly

Glu

Ser

Ala

750

Gly

Glu

Thr

Thr

val

830

Asp

val

Glu

Ile

Asn

Asp

655

Gln

Leu

Lys

Ala

Ser

735

Arg

Pro

Ala

Thr

Pro

815

Thr

Arg

Asn

Cys
Asn
640
Pre
Gly
Ala
Ala
Phe
720
Asp
Pro
Ala
Gly
Ser
800
Pro
Pro

Cys

Leu
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Pro Asp Gly Tyr Arg Cys Val Cys Ser Pro Gly Tyr Gln Leu His Pro
B6S 870 875 880

Ser Gln Ala Tyr Cys Thr Asp Asp Asn Glu Cys Leu Arg Asp Pro Cys
8BS 890 895

Lys Gly Lys Gly Arg Cys Ile Asn Arg Val Gly Ser Tyr Ser Cys Fhe
900 805 910

Cys Tyr Pro Gly Tyr Thr Leu Ala Thr Ser Gly Ala Thr Gln Glu Cys
915 920 925

Gln Asp Ile Asn Glu Cys Glu Gln Pro Gly Val Cys Ser Gly Gly Gln
930 935 940

Cys Thr Asn Thr Glu Gly Ser Tyr His Cys Glu Cys asp Gln Gly Tyr
945 8s0 955 960

Ile Met Val Arg Lys Gly His Cys Gln Asp Ile Asn Glu Cys Arg His
965 970 975

Pro Gly Thr Cys Pro Asp Gly Arg Cys Val Asn Ser Pro Gly Ser Tyr
980 985 930

Thr Cys Leu Ala Cys Glu Glu Gly Tyr Arg Gly Gln Ser Gly Ser Cys
995 1000 1005

Val Asp Val Asn Glu Cys Leu Thr Pro Gly Val Cys Ala His Gly
1010 1015 1020

Lys Cys Thr Asn Leu Glu Gly Ser Phe Arg Cys Ser C(ys Glu Gln
1025 1030 1035 )

Gly Tyr Glu Val Thr Ser Asp Glu Lys Gly Cys Gln Asp Val Asp
1040 1045 1050

Glu Cys Ala Ser Arg Ala Ser Cys Pro Thr Gly Leu Cys Leu Asn
1055 1060 1065

Thr Glu Gly Ser Phe Ala Cys Ser Ala Cys Glu Asn Gly Tyr Trp
1070 1075 1080

val Asn Glu Asp Gly Thr Ala Cys Glu Asp Leu Asp Glu Cys Ala
1685 1090 1095

Phe Pro Gly Val Cys Pro Ser i:ly Val Cys Thr Asn Thr Ala Gly
1100 1105 1110

Ser Phe Ser Cys Lys Asp Cys Asp Gly Gly Tyr Arg Pro Ser Pro
1115 1120 1125

69



Leu

Ser

Gln

Cys

His

Ala

val

val

Gln

Glu

Ser

His

Asn

Gly

Ser

Ala

Leu

Gly

Gly
1130

Sexr
1145

Cys
1160

Glu
1175

Gly
1190

Pro
1205

Asp
1220

Asn
1235

Pro
1250

ASD
1265

Pro
1280

Met
1295

Asp
1310

Ser
1325

Gly
1340

val
1355

Cys
1370

His

asp

Cys

Leu

AsSp

Glu

Gly

Glu

Thr

Serx

Tyr

Gly

Ala

Thr

Fhe

Trp

Cys

Leu

Cys

Ser

Leu

Cys

Val

Cys

phe

Cys

Glu

Pro

Gly

Ser

Pro

Mel

Arg

AsSp

Gly

Cys

Arg
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Cys

Gly

Fro

Asn

Leu

val

Ala

Gly

Glu

Asp

TYyr

Asn

Cys

Cys

Cys

Ala

Ala

Pro

Glu

Cly

Gln

Glu

Asn

Ser

Thr

Ser

Ser

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu

Val

Ala

Sexr

Arg

ASD
1135

Glu
1150

Gly
L165

Cys
L180

Ser
1195

Ala
1210

Thr
1225

Phe
1240

Gly
1255

Val
1270

Cys
1285

Asp
1300

Ser
1315

Cys
1330

Asp
1345

Leu
1360

Asp
1375

Gly

val

Cys

Phe

Met

tHis

Glu

Asp

Asn

Glu

Cys

val

Cys

His

Asp

Val

Cys

Leu

Ala

70

Asp

Lys

Gln

Gly

Cly

Gly

Pro

Cys

Cys

Gly

Leu

Ile

Gly

Gln

Asn

Glu

Glu

Gly

Glu

Asn

Leu

Glu

Ser

Gly

Cys

Leu

val

Thr

Gly

Asp

Phe

Gly

Glu

Asn

Clu

cly

Cys

Thr

Ala

Glu

Phe

Thr

Val

Cys

Asp

Trp

Cys

Ile

Cys

Phe

Cys

val

Tyr

Gln

Glu
1140

val
1155

Asn
1170

His
118%

Phe
1200

Ser
1215

Gly
1230

Glu
1245

Ile
1260

Lys
1275

Gln
1290

Asp
1305

Asp
1320

Glu
1335

Glu
1350

Glu
13635

Asp
1389

Ser

Asp

Gly

Gly

Cys

Qys

Cys

Gly

Thr

Asp

Cys

Pro

Glu

Asn

Ile

Leu

Gly

Ala

Met

Pro

Ser

Thr

Ala

Len

Gln

His

Gly

Glu

Glu

Gly

Cys

Thx

Ser

Met

Ser

Gln

Ser

Gln

val

Pro

Cys

Asp

Cys

FPhe

Cys

Asn

Phe

Ala

Asp

Pro

Leu

Phe

Glu

Glu



Ala

Tyr

Arg

Trp

rhe

Gly

Cys

Asn

Tyr

Asp

Phe

Gln

His

val

Cys

Cys

Ala

1385

Pro
1400

Ser
1415

Asn
1430

Gly
1445

Ser
1460

Ala
1475

val
14390

Thr
1505

AsSp
1520

Leu
1535

His
1550

Arg
1565

Asp
1580

Cys
1595

Cys
1610

Pro
1625

Arg
1640

Thr

Gly

Thr

Asp

Glu

Trp

Ile

val

Ala

Ala

Cys

Cys

Ile

Ser

Cys

Pro

Ile

Gly

Gln

Thr

Ala

Ile

Thr

Phe

Pro

Ser

Cys

Phe

Met

His

Glu

Gln

Arg

Glu
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Asp

Lys

Gln

Cys

Cys

phe

Gly

Gly

His

Glu

Cys

Asn

Met

Pro

Asp

Ser

Ala

His

Gly

Ala

Asp

Pro

Gly

Pro

Tyr

Lys

Asn

Ser

Ser

Asp

Leu

Gly

Ser

Glu

1390

Ala
1405

His
1420

Glu
1435

Leu
1450

Ser
1465

Gln
1450

Gly
1495

val
1510

Lys
1525

Gly
154¢

Pro
1558

Thr
1570

Ile
1585

Arg
1600

Glu
1615

Glu
1630

Arg
1645

Pro

Ala

Cys

Cys

Gly

Thr

Leu

Cys

Cys

Glu

Pro

Ser

Cye

Gly

Ala

Val

Glu

71

Ala
Pro
Cys
Pro
Lys
Met
éys
Leu
Glu
Cys
Leu
Ser
Trp
His
Trp
Tyr

Ala

Pro

Cys

Cys

Ser

Gly

Tyr

Pra

Cys

Asp

val

Thr

Thr

Lys

Arg

Ser

Ala

Gly

Thx

Ser

Thr

Glu

Tyr

Thr

Asn

Asn

His

Asn

Leu

Glu

Lys

Thr

Gln

Gln

val

1395

Arg
1410

Ser
1425

Gln
1440

Asp
1455

Ile
1470

Asp
1485

Gly
1500

Pro
1515

Asp
1530

Thr
1545

Asp
1560

Asp
1575

val
1590

Thr
1605

Gln
1620

Leu
1635

His
1650

Met

val

Gly

Ser

Pro

Ala

Arg

Gly

Glu

Glu

Leu

Leu

Thr

cys

Cys

Phe

Asp

Leu

Ala

Ala

val

Asp

Cys

Phe

Cys

Gly

Ser

Pro

Asn

Thr

Ala

Asn

Arg

Cys

Gly

Ser

Glu

Glu

Glu

Leu

His

Gln

Ser

Gln

Asp

Asp

Glu

Leu

val

Pro
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Gly Tyr Glu Tyr Gly Pro Gly Pro Asp Asp Leu His Tyr Ser Ile
1655 1660 1665

Tyr Gly Pro Asp Gly Ala Pro Phe Tyr Asn Tyr Leu Gly Pro Glu
1670 1675 1680

Asp Thr Vval Pro Glu Pro Ala Phe Pro Asn Thr Ala Gly His Ser
1685 1650 1695

Ala Asp Arg Thr Pro Ile Leu Glu Ser Pro Leu Gln Pro Ser Glu
1700 1705 1710

Leu Gln Pro His Tyr Val Ala Ser His Pro Glu Pro Pro Ala Gly
1718 1720 1725

Phe Glu Gly Leu €ln Ala Glu Glu Cys Gly Ile Leu Asn Gly Cys
1730 1735 - 1740

Glu Asn Gly Arg Cys vVal Arg Val Arg Glu Gly Tyr Thr Cys Asp
1745 1750 1755

Cys Phe Glu Gly Phe Gln Leu Asp Ala Ala His Met Ala Cys val
1760 1785 1770

Asp Val Asn Glu Cys Asp Asp Leu Asn Gly Pre Ala Val Leu Cys
1775 1780 1785

val His Gly Tyr Cys Glu Asn Thr Glu Gly Ser Tyr Arg Cys His
1790 1795 1800

Cys Ser Pro Gly Tyr Val Ala @Glu Ala Gly Pro Pro His Cys Thr
1805 1810 1815

Ala Lys Glu
1820

<210> 4
<211> 1764
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 4
Met Arg Ala Pro Thr Thr Val Arg Cys Ser Gly Arg Ile Gln Arg Ala
1 5 10 15

Arg Trp Arg Gly Phe Leu Pro Leu Val Leu Ala Leu Leu Met Gly Thr
20 25 30

Ser His Ala Gln Arg Asp Ser Val Gly Arg Tyr Glu Pro Ala Ser Arg
35 40 45

Asp Ala Asn Arg Leu Trp Arg Pro Val Gly Asn His Pro Ala Ala Ala

72



Ala

65

Gly

Arg

Arg

Cln

Thr

145

Asn

Thr

Gly

Gly

Asn

225

His

Leu

Arg

Pro

Gly

308

Asn

50

Ala

Leu

Leu

Arg

Gln

130

Pro

Val

Asn

Ser

Ala

210

Ala

Arg

Leu

Pro

Ala

230

Pro

His

Lys

Ser

Ala

Val

115

Pro

Gln

Cys

His

Cys

195

Arg

Arg

Ser

Pro

Leu

275

Thr

Gly

Leu

val

Pro

Glu

100

Gln

Pro

Arg

Gly

Cys

180

sSer

Cys

Pro

Sexr

Pro

2690

Gln

Gly

Pro

Ser

TYyr

Ser

85

Ala

Ser

Ala

Pro

Gly

165

Ile

Arg

Glu

val

Glu

245

Leu

Gln

Thr

Glu

His
325
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Ser

70

Glu

Glu

Pro

Ala

Ala

150

Gln

Lys

Pro

Glu

Pro

230

Ala

Pro

His

Asn

Leu

310

Pro

55

Leu

Trp

Ala

val

Arg

135

Ala

Cys

Pro

Gln

Val

215

Arg

Arg

Pro

Ala

Gly

295

Arg

Trp

Phe Arg

Asn Gln

Arg Arg
105

Gln Thr
120

Thr Ala

Ala Arg

Cys Pro

val Cys

185

Leu Cys

200

Ile Pre

Arg Ser

Gly Ser

Pro Pro

265

Gly Leu

280

Gln Leu

Asp Ser

Gly Leu

73

Glu

Pro

30

Pro

Arg

His

Arg

Gly

170

Gln

Ile

Glu

val

Leu

2590

Ser

Ser

Met

Ser

Asn
330

Pro

75

Gly

Ser

Arg

Ser

Gly

155

Trp

Preo

Cys

Glu

Glu

235

Val

Arg

Arg

Ser

Gln

315

Leu

60

Asp

Gin

Arg

Ser

val

140

Arg

Thr

Pro

Arg

Glu

220

Gly

Thx

Thx

Asn
300

Gln

Thr

Ala

Gly

Ala

Asn

125

val

Leu

Thr

Cys

Ser

205

Phe

ala

Arg

Leu

Val

285

Ala

Ala

clu

Pro

Ile

Gln

110

Pro

Arg

Thr

Ser

Gln

180

Gly

Asp

Pro

Ile

Ser

270

Arg

Leu

Ala

Lys

val

Pro

95

Gln

Arg

Leu

Gly

Asn

175

Asn

Phe

Pro

Gly

Gln

255

Gln

Arg

Pro

His

Ile
335

Pro

80

Gly

Leu

Gly

ala

Arg

160

Ser

Arg

Arg

Gln

Pro

240

Pro

Thr

Tvr

Ser

Met

320

Lys
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Lys Ile Lys Val Val Phe Thr Pro Thr Ile Cys Lys Gln Thr Cys Ala
340 345 350

Arg Gly Arg Cys Ala Asn Thr Cys Glu Lys Gly Asp Thr Thr Thr Leu
3585 360 365

Tyr Ser Gln Gly Gly His Gly His Asp Preo Lys Ser Gly Phe Arg Ile
370 375 380

Tyr Phe Cys Gln Ile Pro Cys Leu Asn Gly Gly Arg Cys Ile Gly Arg
385 390 39% 400

Asp Glu Cys Trp Cys Pro Ala Asn Ser Thr Gly Lys Phe Cys His Leu
405 410 415

Proc Val Pro Gln Pro Asp Arg Glu Pro Pro Gly Arg Gly Ser Gln His
420 425 430

Arg Ala Leu Leu Glu Gly Pro Leu Lys Gln Ser Thr Phe Thr Leu Pro
435 440 445

Leu Ser Asn Gln Leu Ala Ser Val Asn Pro Ser Leu Val Lys Val Gin
450 45% 460

Met Gln His Pro Pro Glu Ala Ser Val Gln Ile His Gln val Ala Arg
465 470 475 480

Val Arg Gly Glu val Asp Pro Val Pro Glu Asp Asn Ser Val Glu Thr
485 490 495

Arg Ala Ser His Arg Pro His Gly Ser Ser Gly His Ser His Trp Ala
500 505 510

Ser Asn Ser Ile Pro Ala Arg Ala Gly Glu Ala Pro Arg Pro Pro Pro
515 520 525

Val Pro Ser Arg His Tyr Gly Leu Leu Gly Gln Cys Tyr Leu Ser Thr
530 535 540

Val Asn Gly Gln Cys Ala Asn Pro Leu Gly Glu Leu Thr Ser Gln Glu
545 550 555 560

Asp Cys Cys Gly Ser Vval Gly Thr Ser Trp Gly Val Thr Ser Cys Ala
568 570 575

Pro Cys Pro Pro Arg Pro Ala Phe Pro Val Tle Glu Asn Gly Gln Leu
580 585 530

Glu Cys Pro Gln Gly Tyr Lys Arg Leu Asn Leu Ser His Cys Gln Asp
595 600 605
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Ile

Asn
625

Asp

Gln

Leu

Lys

Ala

705

Ser

Ser

Ala

Ala

Thr

785

Glu

Pro

Gly

Gly

865

Cys

Asn

610

Thr

Pro

Gly

val

Ala

690

Phe

Asp

Bro

Ala

Glu

770

Ser

Pro

Glu

Gly

Thr

850

Tyr

Leu

Glu

Arg

Ser

Lau

Gln

675

Trp

Arg

Ile

val

Glu

785

Thr

Ala

Thr

Gln

Phe

835’

Cys

Gln

Arg

Cys

Gly

Arg

Cys

660

Arg

Gly

Glu

Arg

Arg

740

Arg

Leu

Pro

Pro

Val

820

Asp

val

Leu

Asn

Leu

Ser

Ser

645

Tyr

Ile

Ser

Ile

Leu

725

Glu

Gln

Pro

His

Ser

805

Ile

Pro

Lys

Pro
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Thr

Tyx

630

Arg

Arg

Thr

Lys

Cys

710

Ser

Gln

Pro

Asp

Leu

790

Leu

Pro

Cys

Leu

Pro

870

Cys

Leu

615

Leu

Cys

Ser

Lys

Cys

695

Pro

Met

Arg

Leu

Lys

7175

Pro

Pro

Ser

Phe

Pro

B55

Ser

Glu

Gly

Cys

Val

Met

Gln

680

Glu

ala

Arg

Gln

Arg

760

Gly

Ala

Gly

Ser

Ala

840

Asn

Gln

Gly

Leu

Thr

Ser

val

665

Ile

His

Gly

Lys

Gln

745

Ala

Asp

Arg

Gln

Asp

825

Gly

Gly

Asp

Arg

75

Cys

Cys

Asp

650

Ser

Cys

Cys

Ala

730

Ser

Ala

Ser

Val

Gly

810

val

Ala

YL

Tyr

Gly

Lys

Arg

635

Lys

Cly

Cys

Pro

Gly

715

Glu

Ser

Thr

Arg

Pro

795

Ile

Leu

ser

Arg

Cys

875

Arg

Asp

620

Pro

Ala

Thr

Cys

Leu

700

Tyr

Glu

Gly

aAla

Ala

780

Gly

Pro

val

Agn

Cys

860

Thr

Cys

Ser

Gly

val

Cys

Ser

685

Pro

Ala

Glu

Pro

Thr

765

Ile

Asp

Glu

Thy

Ile

845

val

Asp

val

Glu

Leu

Ser

Thr

670

Arg

Gly

Tyr

Glu

Pro

750

Trp

Gln

Ala

Gly

His

B3¢

Cys

Cys

Asp

Asn

Cys

Met

Met

655

Leu

val

Thr

Ser

Leu

735

Pro

Ile

Ile

Thr

Pro

B1S5

Gly

Gly

Ser

Asn

Ser

Val

Leu

640

Lys

Pro

Gly

Glu

Ser

720

Ala

Gly

Glu

Thr

Gly

800

Ala

Pro

Pro

Pro

Glu

BBO

val
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885 8390 895

Gly Ser Tyr Ser Cys Leu Cys Tyr Pro Gly Tyr Thr Leu Ala Thr Leu
900 ' 905 910

Gly Asp Thr Gln Glu Cys Gln Asp Val Asp Glu Cys Glu Gln Pro Gly
915 320 925

val Cys Ser Qly €ly Arg Cys Ser Asn Thr Glu Gly Ser Tyr His Cys
930 935 940

Glu Cys Asp Gln Gly Tyr Val Met Val Arg Arg Gly His Cys Gln Asp
945 950 3955 960

Ile Asn GluVCys Arg His Pro Gly Thr Cys Pro Asp Gly Arg Cys Val
965 970 875%

Asn Ser Pro Gly Ser Tyr Thr Cys Lesu Ala Cys Glu Clu Cly Tyr Ile
980 985 930

Gly Gln Ser Gly Asn Cys Val Asp Met Asn Glu Cys Leu Thr Pro Gly
995 1000 1005

Ile Cys Ala His Gly Arg Cys Ile Asn Met Glu Gly Ser Phe Arg
1010 1015 1020

Cys Ser <Cys Glu Pro Gly Tyr Glu Leu Thr Pro Asp Lys Lys Gly
1025 1030 1035

Cys Arg Asp Val 2sp Glu Cys Ala Ser Arg Ala Ser Cys Pro Thr
1040 1045 1050

Gly Leu Cys Leu Asn Thr Glu Gly Ser Phe Thr Cys Ser Ala Cys
1055 1060 1065

Gln Ser Gly Tyr Trp Val Asn Glu Asp Gly Thr Ala Cys Glu Asp
1070 1075 1080

Leu Asp Glu Cys Ala Phe Pre Gly Vval Cys Pro Thr Gly val Cys
1085 1090 1095

Thr Asn Thr Val Gly Ser Phe Ser Cys Lys Asp Cys Asp Arg Gly
) 1100 1105 1110

FPhe Arg Pro Ser Pro Leu Gly Asn Ser Cys CGlu Asp Val Asp Glu
1115 1120 1125

Cys Glu Gly Pro Gln Asn Ser Cys Leu Gly Gly Glu <Cys Lys Asn
1130 1135 1140

Thr Asp Gly Ser Tyr Gln Cys Leu Cys Pro Gln Gly FPhe Gln Leu
1145 1150 1155
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Ala

Glu

Phe

Thr

Leu

Cys

Asp

Phe

Gly

Glu

Asn

Glu

Ala

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn
1160

His
1175

Phe
1180

Arg
1205

Gly
1220

Glu
1235

Ile
1250

Cys
1265

Phe
1280

Cys
1295

Val
1310

Tyxr
1325

Gln
1340

Thr
1355

Ser
1370

Thr
1385

Glu
1400

Gly

Cys

Cys

Cys

Gly

Thr

Asp

Asp

Glu

Glu

Glu

Asp

Arg

Gly

Gln

Gln

Asp

Thr

Ala

Leu

Gln

His

Gly

Glu

Asn

Thr

Leu

Gly

Ala

Ile

Met

Ile

Gly

Ser
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val

Pro

Cys

Asp

Cys

Phe

Cys

Thr

Ser

Met

Ser

Glu

Pro

Glu

Leu

Ala

Val

Cys

His

Ala

Val

val

Gln

Ala

Asp

Pro

Leu

Phe

Glu

Glu

Cys

CGly

Arg

Glu

Glu
1165

Gly
1180

Pro
1195

Asp
1210

Asn
1225

Pro
1240

Asn
1255

Gly
1270

Ser
1285

Ala
1300

Leu
1315

Gly
1330

val
1345
1360

Gln
1375

Trp
1390

Phe
1405

AsSD

Glu

Gly

Glu

Thr

aAla

Asp

Ser

Gly

Val

Cys

His

Pro

Ala

Asn

Gly

Ser
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val

Cys

Phe

Cys

Glu

Pro

Thr

Phe

Trp

Cys

Leu

Cys

Thr

Glu

Ser

Glu

Glu

Asp

Leu

Ala

Ala

Gly

Asp

val

Arg

Glu

Gly

Cys

Arg

Glu

His

Thr

Thr

Leu

Glu

Asn

Ser

Thr

Ser

Ser

Cys

Cys

Cys

Asp

Ala

Pro

Glu

Asn

Gln

Cys

Cys

Cys
1170

Ser
1185

Ala
1200

Thr
1215

Fhe
1230

Gly
1245

Gly
1260

Leu
1275

val
iz290

Ala
1308

Ser
1320

Arg
1335

Gln
1350

Gly
1365

Ala
1380

Rsp
1395

Pro
1410

Val

Fro

Glu

Glu

Asn

Glu

Asn

Cys

Asp

Leu

Asp

Val

Ala

Gly

Glu

Pro

Ser

Gly

Gly

Gly

Pro

Cys

Cys

His

Asp

val

Cys

Leu

Ala

Ala

Pro

Cys

Cys

Gly

Glu

Ser

Gly

Cys

Leu

val

Gly

Gln

Asn

Glu

Glu

Gly

Gly

Pro

Cys

Pro

Gln



Cly

Tyr

Gln

Cys

AsSp

val

Ile

Ser

Lys

His

Ser

Ala

Cly

Asp

Asn

Asn

Pro

Leu

Tyr
1415

Thr
1430

Asn
1445

Asn
1460

His
1475

Asn
1490

Leu
1505

Glu
1520

Lys
1535

Thr
1550

Gln
1565

Gln
1580

Ile
1595

Leu
1510

T™vr
1625

Thr
1640

Leu
1655

aAla

Ile

Asp

Gly

Pro

Asn

Thr

ASp

Asp

val

Thr

Gln

Leu

Hig

Pro

Leu

Ala

Gln

Ser

Pro

Ala

Arg

Gly

Glu

Glu

Leu

Pha

Thr

Tvr

Cys

Cys

Phe

Glu

Gly

Ser

Pro

Phe
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val

Asp

Cys

Tyr

Cys

Gly

Ser

Pro

Asn

Thr

Ala

Asn

Arg

Thr

Pro

His

Ser

Glu

Glu

Glu

Leu

His

Gln

Ser

Gly

Asp

asp

Clu

Leu

Val

Pro

Leu

Glu

Leu

Glu

Gly

Gly
1420

Cys
1435

Asn
1450

Tyr
1465

Asp
1480

Fhe
1495

Gln
1510

His
1525

val
1540

Cys
1555

Cys
1570

Ala
1585

Gly
1600

Tyx
1615

Asp
1630

Gly
1645

Leu
1660

Leu

Ala

Ile

Thr

Asp

Leu

His

Arg

Asp

Cys

Cys

Pro

Arg

Tyr

Gly

Thr

Asp

Gln

Gln

78

Trp

Leu

Val

Ala

Ala

Cys

Cys

Ile

Ser

Cys

Pro

Ile

Glu

Pro

val

Asn

Pro

Ala

Thx

Phe

Pro

val

Cys

Phe

val

Gln

Cln

Arg

Glu

Tyxr

Asp

Pro

Thr

Pro

Glu

Phe

Gly

Gly

Ser

Glu

Cys

Asn

Met

Pro

Asp

Ser

Ala

Gly

Cly

Glu

Pro

Ala

Glu

Gly
1425

Pro
1440

TYr
1458

Arg
1470

Asn
1485

Ser
1500

Ser
1515

Asp
1530

Leu
1545

Cly
1560

Ser
1575

Glu
1590

Pro
1605

Ala
1620

Pro
1638

Ile
1650

Ile
1665

Cys

Gln

Ala

Ile

Lys

Gly

Pro

Thr

ITle,

Arg

Clu

Glu

Arg

Gly

Pro

Pro

Leu

Gln

Gly

Ala

Leu

Cys

Cys

Glu

Pro

Ser

Cys

Gly

Ala

val

Glu

Pro

Phe

Phe

Glu

Asn

Ile

Met

Cys

Leu

Gln

Cys

Leu

Ser

Trp

Trp

Tyr

Ala

Asp

Tyr

Ser

Pro

Pro

Leu



10

15

20

25

Asn
Thr
Ala
Arg
Arg
His

<210>5

<211> 21

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> cebador1

<400> 5

1670

Gly
1685

Cys
1700

Cys
1715

Leu
1730

Cys
1745

Cys
1760

Cys

Asp

Val

Cys

His

Ala

cgagatctgc cctagtggaa a 21

<210> 6
<211> 21
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador2

<400> 6

ggcccgaata tcacacactc a

<210>7

ES 2443042 T3

Glu Asn Gly

Cys Phe Glu

Asp Val Asn

Ala His Gly

Cys Ser Pro

Ala Lys Glu

21

1678

Arg
1690

Gly
1705

Glu
1720

His
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de uso de LTBP2 como biomarcador para insuficiencia cardiaca congestiva que comprende:
i) medir el nivel de ARNm de LTBP2 en una muestra biolégica tomada de un mamifero,

ii) comparar el nivel de ARNm de LTBP2 en la muestra bioldgica con el nivel de LTBP2 en una muestra de
control, y

iii) diagnosticar insuficiencia cardiaca congestiva en base al elevado nivel de ARNm de LTBP2 de la muestra
biolégica en comparacién con la muestra de control,

en el que la muestra es una muestra de tejido de corazén.
2. Un procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el mamifero es un ser humano.

3. Un procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el uso de LTBP2 se combina con el uso de uno o mas
biomarcadores.

4. Un procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el uso de LTBP2 se combina con el uso de uno o mas
biomarcadores que estan comprendidos en un grupo de biomarcadores que consiste en CRTAC, PRSS23, FN1,
TGFB2, NPR3 y CTGF.

5. Un procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el uso de LTBP2 se combina con el uso de uno o mas
biomarcadores que estan comprendidos en un grupo de biomarcadores que consiste en BNP, ANP, troponina, CRP,
mioglobina, CK-MB o metabolitos.

6. Un procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el uso de LTBP2 se combina con el uso de uno o mas
biomarcadores clinicos que estan comprendidos en un grupo de biomarcadores que consiste en tension arterial,
frecuencia cardiaca, tension arterial pulmonar o resistencia vascular sistémica.
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Fig. 1

SECID N°: 1
CCTCGCTCCCTCTCCGGTAATGAGGGGGCTGAGCTGTCCCTCCGAGGAGGGCGCCTGGTGT
GGATAAAAGAGACGAAAAAGCCGGGGGAGGTTTCCAAAAATAAAACCGTCCGGGTCCCCTT
CAGACGGCTGCAGGCACAGGGAGGAGGCGCGAAGGTGCAGCAGCCGTGCGAGCCCAGCTGG
AGTAGGAGCGCGGACTCGAGGCTCGGGGCGCGCAGCCCTCGTTCCGCCGAGAGCCGGGCCC
CCAGTCGGCCGCTTCAGGGCCCCCTAGACTCAGAGAAGCTGGCCGCCGGGCGGGGCCGGGA
GAACAGCCCGCGGGCGTCCAGCGTGCCGACCACAAAGCTCTTCGCGGTGCCCGCGCGCACC
ACTCTCCAGCCGCCCCGCGCCATGAGGCCGCGGACCAAAGCCCGCAGCCCGGGGCGCGCCC
TGCGGAACCCCTGGAGAGGCTTCCTGCCGCTCACCCTGGCTCTCTTCGTGGGCGCGGGTCA
TGCCCAAAGGGACCCCGTAGGGAGATACGAGCCGGCTGGTGGAGACGCGAATCGACTGCGG
CGCCCTGGGGGCAGCTACCCGGCAGCGGCTGCAGCCAAGGTGTACAGTCTGTTCCGGGAGC
AGGACGCGCCTGTCGCGGGCTTGCAGCCCCTGGAGCGGGCCCAGCCGGGCTGGGGGAGCCC
CAGGAGGCCCACCGAGGCGGAGGCCAGGAGGCCGTCCCGCGCGCAGCAGTCGCGGCGTGTC
CAGCCACCTGCGCAGACCCGGAGAAGCACTCCCCTGGGCCAGCAGCAACCAGCACCCCGGA
CCCGGGCCGCGCCGGCTCTCCCACGCCTGGGGACCCCACAGCGGTCTGGGGCTGCGCCCCC
AACCCCGCCGCGAGGGCGGCTCACGGGGAGGAACGTCTGCGGGGGACAGTGCTGCCCAGGA
TGGACAACAGCAAACAGCACCAACCACTGTATCAAACCCGTTTGCGAGCCGCCGTGCCAGA
ACCGGGGCTCCTGCAGCCGCCCGCAGCTCTGTGTCTGCCGCTCTGGTTTCCGTGGAGCCCG
CTGCGAGGAGGTCATTCCCGATGAGGAATTTGACCCCCAGAACTCCAGGCTGGCACCTCGA
CGCTGGGCCGAGCGTTCACCCAACCTGCGCAGGAGCAGTGCGGCTGGAGAGGGCACCTTGG
CCAGAGCACAGCCGCCAGCACCACAGTCGCCGCCCGCACCACAGTCGCCACCAGCTGGGAC
CCTGAGTGGCCTCAGCCAGACCCACCCTTCCCAGCAGCACGTGGGGTTGTCCCGCACTGTC
CGACTTCACCCGACTGCCACGGCCAGTAGCCAGCTCTCTTCCAACGCCCTGCCCCCGGGAC
CAGGCCTTGAGCAGAGAGATGGCACCCAACAGGCGGTACCTCTGGAGCACCCCTCATCCCC
CTGGGGGCTGAACCTCACGGAGAAAATCAAGAAGATCAAGATCGTCTTCACTCCCACCATC
TGCAAGCAGACCTGTGCCCGTGGACACTGTGCCAACAGCTGTGAGAGGGGCGACACCACCA
CCCTGTACAGCCAGGGCGGCCATGGGCACGATCCCAAGTCTGGCTTCCGCATCTATTTCTG
‘CCAGATCCCCTGCCTGAACGGAGGCCGCTGCATCGGCAGGGACGAATGCTGGTGCCCCGCC
AACTCCACCGGGAAGTTCTGCCACéTGCCTATCCCGCAGCCGGACAGGGAGCCTCCAGGGA
GGGGGTCCCGCCCCAGGGCCTTGCTGGAAGCCCCACTGAAGCAGTCCACTTTCACACTGCC
GCTCTCCAACCAGCTGGCCTCCGTGAACCCCTCCCTGGTGAAGGTGCACATTCACCACCCA
CCCGAGGCCTCAGTGCAGATCCACCAGGTGGCCCAGGTGCGGGGCGGGGTGGAGGAGGCCC
TAGTGGAGAACAGCGTGGAGACCAGACCCCCGCCCTGGCTGCCTGCCAGCCCTGGCCACAG
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CCTCTGGGACAGCAACAACATCCCTGCTCGGTCTCGAGAGCCCCCTCGGCCACTGCCCCCA
GCAGCACCCAGGCCTCGAGGACTGCTGGGCCGETETTACCTGAACACTGTGAACGGACAGT
GTGCCAACCCTCTGCTGGAGCTGACTACCCAGGAGGACTGCTCTGGCAGTGTGGGAGCCTT
CTGGGGGGTGACTTTGTGTGCCCCATGCCCACCCAGACCAGCCTCCCCGGTGATTGAGAAT
GGCCAGCTGGAGTGTCCTCAGGGGTACAAGAGACTGAACCTCACTCACTGCCAAGATATCA
ACGAGTGCTTGACCCTGGGCCTGTCCAAGCACGCGGAGTGTGTGAATACCAGGGGCAGCTA
CCTGTGCACATGCAGACCTGGCCTCATGCTGGATCCATCGCGGAGCCGCTGTGTGTCGGAC
AAGGCAATCTCCATGCTGCAGGGACTGTGCTACCGGTCGCTGGGGCCCGGCACCTGCACCT
TGCCTTTGGCCCAGCGGATCACCAACGCAGATATGCTGCTGCAGCCGCGTGGGCAAAGCATG
GGGCAGCGAGTGTGAGARATGCCCTCTGCCTGGCACAGAGGCCTTCAGAGAGATCTGCCCT
GCCGGCCACGGCTACACCTACGCGAGCTCCGACATCCGCCTGTCCATCGAGCAAAGCCGAGG
AGGAGGAACTGGCAAGCCCCCCAAGGGAGCAAGGGCAGAGGAGCAGCGGGGCACTGCCCGE
GCCAGCAGAGAGGCAGCCCCTCCGGGTCGTCACGGACACCTGGCTTGAGGCCGGGACCATC
CCTGACAAGGGTGACTCTCAGGCTGGCCAGGTCACGACCAGTGTCACTCATGCACCTGCCT
GGGTCACAGGGAATGCCACAACCCCACCAATGCCTCAACAGGGGATTGCAGAGATACAGGA
AGAACAAGTGACCCCCTCCACCGATGTGCTGGTGACCCTGAGCACCCCAGGCATTGACAGA
TGCGCTGCTCGAGCCACCAACGTCTGTGGCCCTGGAACCTGCGTGRAACCTCCCCGATGGAT
ACAGATGTGTCTGCAGCCCTGGCTACCAGCTGCACCCCAGCCAGGCCTACTGCACAGATGA
CAACGAGTGTCTGAGGGACCCOTGCAAGGGAAAAGGGCGCTGCATCAACCGCGTGGGGTCC
TACTCCTGCTTCTGCTACCCTGGCTACACTCTGGCCACCTCAGGEGCGACACAGGAGTGTC
AAGATATCAATGAGTGTGAGCAGCCAGGGETGTGCAGCGGGGGGCAGTGCACCAACACCGA
GGGCTCGTACCACTGCGAGTGTGATCAGGGCTACATCATGGTCAGGAAAGCGACACTGCCAA
GATATCAACGAATGCCGTCACCCCGGTACCTGCCCTGATGGGAGATGCGTCAATTCCCCTG
GCTCCTACACTTGTCTGGCCTGTGAGGAGGGCTACCGGGGCCAGAGTGGGAGCTGTGTAGA
TGTGAATGAGTGTCTGACTCCCGGGGTCTGTGCCCATGGAAAGTGCACCAACCTAGRAGGC
TCCTTCAGATGCTCTTGTGAGCAGGGCTATGAGGTCACCTCAGATGAGAAGGGCTGCCAAG
ATGTGGATGAGTGTGCCAGCCGGGCCTCATGCCCCACAGGCCTCTGCCTCAACACGGAGEG
CTCCTTCGCCTGCTCTGCCTGTGAGAACGGGTACTGGGTGAATGAAGACGGCACTGCCTGT
GAAGACCTAGATGAGTGTGCCTTCCCGCGAGTCTGCCCCTCCGGAGTCTGCACCARCACGS
CTGGCTCCTTCTCCTGCAAGGACTGCGATGGGGGCTACCGGCCCAGCCCCCTGGGTGACTC
CTGTGAAGATGTGGATGAATGTGAAGACCCCCAGAGCAGCTGCCTGGGAGGCGAGTGCAAG
AACACTGTGGGCTCCTACCAGTGCCTCTGTCCCCAGGGCTTCCAGCTGGCCAATGGCACCE
TGTGTGAGGATGTGAATGAGTGCATGGGGGAGGAGCACTGCGCACCCCACGGCGAGTGCCT
CAACAGCCACGGGTCTTTCTTCTGT

CPGTGCGCGCCTGGCTTCGTCAGCGCAGAGGGCEGGCACCAGCTGCCAGGATGTGGACGAGT
GTGCCACCACAGACCCGTGTGTGGGAGGGCACTGTGTCAACACCGAGGGCTCCTTCAACTG
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TCTATGTGAGACTGCCTTCCAGCCCTCCCCAGAGAGTGGAGAGTGTGTGGATATTGACGAG
TGTGAGGACTATGGAGACCCGGTGTGTGGCACCTGGAAGTETGAAAACAGCCCTGGCTCCT
ACCGCTGTGTTCTCGGCTGCCAGCCTGGCTTCCACATGGCCCCGAACGCAGACTGCATTGA
CATAGACGAGTGCGCCAACGACACCATGTGTGGCAGCCACGGCTTCTGTGACAACACTGAT
GGCTCCTTCCGCTGCCTCTGTGACCAGGGCTTCGAGATCTCTCCCTCAGGCTGGGACTGTG
TGGATGTGAACGAGTGTGAGCTTATGCTGGCGGTATGTGGGGCCGCGCTCTGTGAGAACGT
GGAGGGCTCCTTCCTGTGCCTCTGTGCCAGTGACCTGGAGGAGTACGATGCCCAGGAGGGG
CACTGCCGCCCACGGGGGGCTGGAGGTCAGAGTATGTCTGAGGCCCCAACGGGGGACCATG
CCCCGGCCCCCACCCGCATGGACTGCTACTCCGGGCAGAAGGGCCATGCGCCCTGCTCCAG
TGTCCTGGGCCGGAACACCACACAGGCTGAATGCTGCTGCACCCAGGGCGCTAGCTGGGGA
GATGCCTGTGACCTCTGCCCGTCTCGAGGACTCAGCTGAATTCAGCCGAGATCTGCCCTAGTG
GAAAAGGCTACATTCCTGCTGGAAGGAGCCTGGACGTTTGGACAGACCATGTACACAGATGC
GGATGAGTGTGTGATATTCGGGCCTGGTCTCTGCCCGAACGGCCGGTGCCTCAACACCGTG
CCTGGTTATGTCTECCTGTGCAATCCCGGCTTCCACTACGATGCTTCCCACAAGAAGTGTG
AGGATCACGATGAGTGCCAGGACCTGGCCTGTGAGAATGGCGAGTGCGTCAACACGGAGGE
CTCCTTCCACTGCTTCTGCAGCCCCCCGCTCACCCTGGACCTCAGCCAGCAGCGCTGCATG
AACAGCACCAGCAGCACGGAGGACCTCCCTGACCACGACATCCACATGGACATCTGCTGGA
ARAAACTCACCAATGATGTGTGCAGCGAACCCCTGCGTGGGCACCGCACCACCTACACGGA
ATGCTGCTGCCAGGACGGCGAGGCCTGGAGCCAGCAGTETGCTCTGTGTCCCCCGAGGAGC
TCTGAGGTCTATGCTCAGCTGTGCAACCTGGCTCGCATTGAGGCAGAGCGGEAGGCCGGGE
TCCACTTCCGGCCAGGCTATGAGTATGGCCCCGGGCCCGATGACCTGCACTACAGCATCTA
TGGCCCAGATGGGGCCCCCTTCTACAACTACCTGGGCCCCGAGGACACCGTCCCTGAGCCT
GCCTTCCCCAACACAGCCGGTCACTCAGCGGACCGCACACCCATCCTTGAGTCTCCTTTGC
AGCCCTCAGAACTCCAGCCCCACTACGTGGCCAGCCATCCAGAGCCCCCAGCCGGCTTCGA
AGGGCTTCAGGCGGAGGAGTGCGGCATCCTGAACGGCTGTGAGARATGGCCGCTGTGTGCGC
GTGCGGGAGGGCTACACCTGTGACTGTTTTGAGGGCTTCCAGCTGGATCCGGCCCACATGG
CCTGCGTAGATGTGAATCGAGTGTGATGACTTGAACGGGCCTGCTGTGCTCTGTGTCCATGG
TTACTGCGAGAACACAGAGGGCTCCTACCGCTGCCACTGCTCCCCGGGATATGTGGCTGAG
GCAGGGCCCCCCCACTGCACTGCCAAGGAGTAGCAGTCAGGGGTCAGTGTGGCAACTACCT
GGAAATGGCCTCCAGTCACAGGCAGGGGCCTTGAGGATGATTTCCTAGCTGGGAAGACACC
GTGACATCAGGCCAGAGGTTTCCAATCAGCCTTGCCTGCTTTCATCTCTCCCAGCTTAGCC
TCTGGCTGTAAGCTTCGGETCATTGCCTCCATGCCCTTGCTTGSCTCAAGCACCACCAATCG
CTTTAATGCTTCAGCCACCGCATGAGGCCCTGTCCACCACCTTTCCTGGCCTTGCTATGGG
ATGCTTACCAAAGGATGGCCCTCATCCACCCTCCCAAGCTGTGCGAGCATGCAAGGCCCCA
TGGCCTCACACTGCAGACACCCCTTTCCAGCCACAATCCACCATCATCCTGACGATCCCAC
AACTGGGACAGAGGCTACATCTGCCCTAGGGAGCTCCTTCAGAATCTGTGGAGCAAGAAAG
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GATTTGGGGAAGCTTGGGGACTGACTCCAGAGCCCCCTCCTAAGAACCATCACCACCACTC
AGCCAATCTGTTCTGGGCCCTGATTTTGCCACACCTCCATCCTGTAGCCCATTCTCTGACC
CCAAGGAGTGGCAGAAGATCCCTTCACTCAGAGAAGCAAGGCTGATATTAGCTTGTTGAAT
GTAAGAGACACAAATGARGAAGAACAAAGAGCCTGAGAAAGCAGCARGAGGACATGATGAA
AAATACGTGGAGTTGATGAGAAAGGGGAGCCAAGGCTTTATACGTCTAAAGARAATATTCA
GTAGCTGAATCCGCCCAGTGATAGCCTGTGGGCACCAGCAGCAAGGGCTGCCATGGGATAC
AGCACCCATCTACARAGACCTCTATTACATAAACACTGCTTCTTACAGGARACAAACCTCT
TCTGGCATCTCCTTTTGTGAAAACCAGTTTGATGTGCTAAAAGTAAAAAGTCTATTTTCCA
GTGTGGTCTTGCTTCAGAAGCAGCCAGATTTCCAATGTTGTTTTTCCCCTCCACTCAGAAAC
CCCTGCCCTTTCCCTTCAGAAAACGATGGCAGGCATTCCTCTGAGTTTACAAGCAGAGACT
CACTCCAACCCAAACTAGCTGGGAGTTCAGAACCATGGTGGAATAAAGAAATCTGCATCTG
GTCCAAAAAAAANAAAARDNAAANAAAAALAARAALADDA
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Fig.2
SECID N°: 2
AGAGGTCCCTAGACGGGAAGGGGCACGCCGCCAGGCGGGACTGTGGAGCTAACGATGGAGA
GCACCTCCCTGCGAGGTCTCCGGTGCCCACAGCTCTGCAGCCACTCTGGCGCCATGAGGGC
GCCGACCACCGTCCGCTGCTCCGGACGCATCCAAAGGGCGCGTTGGAGGGGCTTCCTGCCA
CTTGTCCTGGCTCTCTTGATGGGGACAAGTCATGCCCAAAGGGATTCCGTGGGGAGATACG
AACCAGCTAGCCGGGATGCCAATCGGTTGTGGCGCCCCGTGGGCAACCACCCCGCAGCGGT
TGCAGCCAAGGTGTACAGTCTGTTCCGAGAGCCCGACGCGCCGGTCCCCGGCTTGTCGCCC
TCTGAGTGGAATCAGCCGGGCCAGGGGATCCCTGGGAGGCTCGCAGAGGCCGAGGCCAGGA
GACCGTCCCGAGCCCAGCAGCTGCGTCGAGTCCAGTCACCTGTCCAGACTCGGAGAAGCAA
TCCCCGAGGCCAGCAGCCACCAGCAGCCCGGACCGCACATTCCGTCGTGCGCCTGGCGACC
CCTCAGCGACCCGCGGCTGCACGCCGAGGGCGGCTCACCGGGAGAAATGTCTGCGGGGGAC
AGTGCTGCCCTGGATGGACGACATCGAACAGCACCAACCACTGTATCAAACCTGTGTGTCA
GCCTCCCTGTCAGAACCGGGGCTCCTGCAGCCGGCCCCAGCTCTGCATCTGCCGTTCTGGC
TTCCGTGGGGCACGCTGCGAGGAGGTCATCCCTGAGGAGGAGTTTGACCCTCAGAATGCCA
GGCCTGTGCCCAGACGCTCAGTGGAGGGAGCACCTGGCCCTCACAGGAGCAGCGAGGCCAG
AGGAAGTCTAGTGACCAGAATACAGCCGCTGCTACCACCACTACCACCACCTCCATCTAGG
ACCCTCAGCCAGACCCGTCCCCTGCAGCAGCATGCAGGACTGTCCAGAACAGTTCGTCGTT
ATCCGGCCACTGGTACCAATGGCCAACTGATGTCCAACGCTCTGCCTTCAGGACCAGGACC
TGAGCTGAGAGACAGCAGCCAACAGGCAGCACACATGAACCATCTCTCACACCCCTGGGGG
CTGAACCTCACCGAGAAAATCAAGAAGATTAAGGTCGTCTTCACTCCCACCATCTGCAAGC
AGACCTGTGCCCGCGGGCCGCTGTGCCAACACGTGTGAGAAGGGTGACACCACCACCCTGTA
CAGTCAGGGCGGCCATGGGCATGACCCCAAGTCTGGCTTCCGTATCTATTTCTGCCAAATC
CCCTGCCTGAATGGAGGCCGCTGCATTGGCCGGGACGAGTGCTGGTGTCCAGCCAACTCTA
CAGGGAAGTTCTGCCATCTGCCTGTCCCACAGCCAGACAGGGAGCCTCCAGGACGAGGCTC
CCAGCACAGAGCCCTGCTGGAAGGGCCATTGAAGCAATCCACCTTCACGCTGCCTCTCTCC
AACCAGCTGGCCTCTGTGAACCCCTCGCTGGTGAAGGTACAAATGCAGCACCCGCCTGAGG
CCTCCGTGCAGATCCACCAGGTGGCCCGGGTCCGGGGTGAGGTGGACCCTGTGCCAGAGGA
CAACAGTGTGGAGACCAGAGCCTCTCATCGCCCCCATGGCAGCTCAGGCCACAGCCACTGG
GCCAGCAACAGCATACCCGCTCGGGCTGGAGAGGCCCCTCGGCCACCACCAGTGCCGTCCA
}GGCATTATGGACTTCTGGGCCAGTGTTACCTGAGCACGGTGAATGGACAGTGTGCTAACCC'
CCTAGGGGAGCTGACTTCTCAGGAAGACTGCTGTGGCAGTGTGGGGACTTCTTGGGGGGTG
ACTTCCTGTGCCCCATGCCCACCCAGACCAGCTTTCCCCGTGATTGAAAACGGCCAGCTGG
AGTGTCCCCAAGGGTATAAGAGACTAAACCTCAGCCATTGCCAAGACATCAATGAGTGCCT
GACCCTGGGCCTGTGCAAGGATTCAGAGTGTGTGAACACCAGGGGCAGCTACCTGTGCACC
TGCAGGCCCGGCCTCATGCTGGATCCATCAAGGAGCCGCTGTGTATCGGACAAGGCTGTCT
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CCATGAAACAGGGACTCTGTTACCGGTCAATGGTGTCTGGCACCTGCACCCTGCCTTTGGT
ACAACGGATCACCAAGCAGATATGCTGTTGCAGCCGTGTGGGCAAAGCCTGGGGCAGCARA
TGTGAACACTGCCCCCTGCCTGGCACAGAAGCCTTCAGGGAGATCTGCCCTGCTGGCCATG
GCTACGCCTACTCAAGCTCAGACATCCGCCTGTCTATGAGGARAGCTGAGGAAGAGGAACT
GGCTAGCCCCGTAAGGGAACAGAGACAGCAGAGCAGTGGACCCCCACCTGGGGCAGCAGAA
AGGCAGCCACTCCGGGCAGCCACTGCCACCTGGATTGAGGCTGAGACCCTCCCTGACARAG
GTGACTCTCG )

GGCTATTCAGATTACAACCAGTGCTCCCCACCTACCTGCCCGGGTACCAGCGGGATGCCACT
GGAAGACCAACGCCATCATTGCCTGGACAGGGCATTCCAGAGGGTCCAGCAGAAGAGCAGG
TGATCCCTTCCAGTGATGTCCTGGTGACGCACGGTCCCCCAGGCTTTGATCCATGTTTCGC
TGGAGCCTCCAACATCTGTGGCCCTGEGACCTGTGTGAAGCTCCCAAATGGATACAGATGT
GTCTGCAGCCCTGGTTACCAGCTACACCCCAGCCAGGACTACTCTACTGATGACAACGAGT
GTCTGAGGAACCCCTGTGAAGGAAGAGGGCGCTGTGTCAACAGTGTGGGCTCCTACTCCTG
CCTCTGCTACCCAGGCTACACACTAGCCACCCTAGGAGACACACAGGAGTGCCAAGATGTG
GATGAGTGTGAGCAGCCGGGGGTGTGCAGCGGTGGACGATGCAGCAACACTGAGGGCTCGT
ACCACTGCGAGTGTGATCAGGGCTACGTCATGGTCAGAAGAGGACACTGCCAAGATATCAA
CGAATGCCGTCACCCTGGTACCTGCCCTGATGGGAGATGCGTCAACTCCCCTGGCTCCTAC
ACTTGTCTGGCCTGTGAGGAGGGCTACATAGGGCAGAGCGGGAACTGTGTAGATATGAATG
AGTGTCTGACCCCCGGGATATGTGCCCATGGAAGGTGCATCARCATGCAAGGCTCCTTTAG
ATGCTCTTGTGAGCCAGGCTATGAGCTCACCCCAGACAAGAAGGGCTGCCGAGATGTGGAC
GAGTGTGCCAGCCGAGCCTCATGCCCCACCGGCCTCTGCCTCAACACGGAGGGCTCCTTCA
CCTGCTCAGCCTGTCAGAGTGGGTACTGGGTGAACGARGATGGCACTGCCTGTGAAGACCT
GGATGAATGTGCCTTCCCCGGAGTCTGCCCCACAGGCGTCTGCACCAACACTGTGGGCTCC
TTCTCCTGCAAGGACTGCGACAGGGGCTTCCGGCCCAGCCCCCTGGGCAACAGCTGTGAAG
ATGTGGATGAGTGTGAAGGTCCCCAGAACAGCTGCCTGGGAGGCGAGTGCAAGAACACAGA
TGGTTCCTACCAGTGCCTCTGTCCCCAGGGCTTCCAGCTGGCCAATGGCACCGTGTGTGAG
GATGTGGACGAATGTGTTGGGGAAGAACACTGCGCTCCTCATGGCGAATGCCTCAACAGCC
CGGEGTCCTTCTTCTGTCTCTGTGCACCCGECTTTGCTAGTGCTGAGGGGGGCACCAGATG
CCAGGATGTTGATGAATGTGCAACCACAGAGCCGTGTCTGGGAGGACACTGTGTCAACACC
GAGGGCTCCTTCAACTGTCTGTGTGAGACTGGCTTCCAGCCCGCCCCAGACAGTGGAGAGT
GTGTGGACATAGATGAATGTGCAAATGATACTGTGTGTGGGAACCATGGCTTCTGTGACAA
TACGGATGGCTCCTTCCGCTGCCTGTGTGACCAGGGCTTCGAGACCTCACCCTCAGGCTGG
GAGTGTGTTCATGTGAACGAGTGTGAGC TCATGCTGGCAGTGTGTGGGGATGCACTCTGCG
AGAACGTGGAAGGCTCCTTCCTGTGCC TTTGTGCCAGTGACCT TGAGGAGTATGATGCAGA
AGAAGGACACTGCCGTCCTCGGGTGGCTGGAGCTCAGAGAATCCCAGAGGTCCCAACAGAG
GAGCAGGCTGCAGGCCTTACCGGCATGGAGTGCTATGCTGAACACAATGGTGGTCCTCCAT
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GCTCTCAAATCTTGGGCCAGAACTCCACACAGGCTGAGTGCTGCTCGACCCAGGGTGCCAG
ATGGGGGGARACCTGTGATCCCTGCCCATCTGAGGACTCAGTTGAATTCAGTGAGCTGTGC
CCCAGTGGTCAAGGTTACATCCCAGTGCAAGGGGCCTGGACATTTGGACAAGCCATGTATA
CAGATGCCGACGAGTGCATACTGTTTGGGCCTGCTCTCTGCCAGAATGGCCGATGCCTCAA
CACAGTGCCTGGCTACATTTGCCTGTGCAACCCTGGCTACCACTATGATGCCGTCAGCAGG
AAGTGCCAGGATCACAACGAATGCCAGGACTTGGCCTGTGAGAACCGGCGAGTGTGTGAACA
CAGAAGGCTCCTTCCACTGCTTCTGCAGTCCCCCCCTCATCCTAGACCTCAGCGGACAGCG
CTGTGTGAACAGTACCAGCAGCTCAGAGGACTTCCCTGACCATGACATCCACATGGACATC
TGCTGGAAAAAAGTCACCAATGACGTGTGCAGCCAGCCCTTGCGTGGGCACCATACTACCT
ATACAGAGTGCTGCTGCCAAGACGGGGAGGCCTGGAGCCAGCAGTEGTGCTCTGTGCCCCCC -
CAGGAGCTCTGAGGTCTATGCTCAGCTGTGCAATGTGGC TCGGATTGAGGCAGAGAGGGAA
GCAGGGATCCACTTCCGGCCAGGATATGAGTATGGCCCTGGCCCAGATGATCTACCTGAAA
CCCTCTACGGCCCAGATGGAGCCCCTTTCTATAACTACCTGGGCCCTGAGGACACTGTTCC
TGAGCCTCCCTTCTCCAACACAGCCAGTCATTTGGGAGACAACACACCCATCCTTGAGCCT
CCCCTGCAGCCCTCTGAACTTCAGCCCCCAGCCATTCAGAACCCCCTGGCTTCCTTCGAAG
GCCTTCAGGCTGAGCAATCTGGCATCCTGAATGGCTCTGAGAATGGCCGCTGTGTGCGTGT
GCGCGAGGGCTACACTTGTGACTGCTTTGAAGGCTTCCAGCTGGATACAGCCCTCATGGCC
TGTGTGGATGTGAATGAGTGTGAAGACCTGAACGGCGCTGCGCGACTCTGTGCGCATGGTC
ACTGCGAGAACACAGAGGGTTCCTATCGCTGCCACTGTTCCCCTGEGTTACGTGGCAGAGCC
CGGGCCCCCACACTGTGCAGCCAAGGAGTAGGAGTGAGAGATCATGGTGGGCAGCTATGTG
GAAATGGCTATCAGCCATAGGCTGGGGACTTAAGGTTGCTTCCCTAGCTGGGAAGACGTGA
CTGGGAAGACCCCGTGATGCCATCAGGCCAGGGCTCTGGAGCCCAGTTCCGCCAGCCTCGC
CTCCTTTTTATCTCTTCCGGCTTAACTCTGGGTGTGAATTCCGTCACTGCCTCTATGCCAL
TGCTTGGCTCAGACACCACAAATATTTTAATGCTTTAGCCACTGGCCGTGAGACACAGCCC
ACAGTCTGTCCTCGGGGCCACACTTTAGAGCGCCCATCAGAAGAGTCCTCGTGCACTCCTC
TTAGGCTGTGCAGACACTGCAGGCACCCCCTTCCATCTGTGATCTACACATCATCTCGATG
GTTCTGTAACGGGGACAGTGGCTACATCCACCTGGGGATGGCCCTTCACAGTGAATGGAGC
AGGAGAGGGTCTGGGGAGTAGCTCCAATGCCACCTCTCAGAACCACCACCAGCACTGGGTG
GCGTGAGTTCTTTTTGCTACTCCTCCATCCCATAGACAGTTCTGCGGCCCCGAGAAGGGALC
CAGTTTCCCTCACCTCAGAGGATGAAGACTAATACTAACTTGCTGAGTGTAAGAAACGAAA
GAAGAGGAATAACGAGTCTGAGAAAGTGTGGCAAGAGAGTGATACGGAAAACATGGGAGTC
CATATGAAAGGAGGAGCCAAGAGTTAGACAAAACACGAAGTCGCTTTGGGCAAATCAGTCC
AAGCCTCCTTAGAGCTTCTGTCTGCCCTGCAGGCAGGCTCGCCACAAGCTCTGGCGCCCATC
TGCAAACACCTTTATTAGGCTCATCTGTTCCCCACAGGAAAACCTAAATAGATGGCCTTAA
CAATATAAAGGCAGAGCAAGCCAGATTTTTCAAAGTTGTTTCTCTCCTCCACTTCAGAAGC
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ACTTGCCCTTGCTTCCTCTTAACACATGCACTTCCACACCAGCTAGCTGGGGGTTCAGGAG
CGTGGGGGAATAAAATGTTCATCTG
CC

Fig. 3

SEC ID N°: 3
MRPRTKARSPGRALRNPWRGFLPLTLALFVGAGHAQRDPVGRYEPAGGDANRLR
RPGGSYPAAAAAKVYSLFREQDAPVAGLQPVERAQPGWGSPRRPTEAEARRPSRA
QQSRRVQPPAQTRRSTPLGQQQPAPRTRAAPALPRLGTPQRSGAAPPTPPRGRLTG
RNVCGGQCCPGWTTANSTNHCIKPVCEPPCQNRGSCSRPQLCVCRSGFRGARCEE
VIPDEEFDPQNSRLAPRRWAERSPNLRRSSAAGEGTLARAQPPAPQSPPAPQSPPAG
TLSGLSQTHPSQQHVGLSRTVRLHPTATASSQLSSNALPPGPGLEQRDGTQQAVPL
EHPSSPWGLNLTEKIKKIKIVFTPTICKQTCARGHCANSCERGDTTTLYSQGGHGHD
PKSGFRIYFCQIPCLNGGRCIGRDECWCPANSTGKFCHLPIPQPDREPPGRGSRPRAL
LEAPLKQSTFTLPLSNQLASVNPSLVKVHIHHPPEASVQIHQVAQVRGGVEEALVE
NSVETRPPPWLPASPGHSLWDSNNIPARSGEPPRPLPPAAPRPRGLLGRCYLNTVN
GQCANPLLELTTQEDCCGSVGAFWGVTLCAPCPPRPASPVIENGQLECPQGYKRLN
LTHCQDINECLTLGLCKDAECVNTRGSYLCTCRPGLMLDPSRSRCVSDKAISMLQG
LCYRSLGPGTCTLPLAQRITKQICCCSRVGKAWGSECEK CPLPGTEAFREICPAGHG
YTYASSDIRLSMRKAEEEELARPPREQGQRSSGALPGPAERQPLRVVTDTWLEAGT
IPDKGDSQAGQVTTSVTHAPAWVTGNATTPPMPEQGIAEIQEEQVTPSTDVLVTLS
TPGIDRCAAGATNVCGPGTCVNLPDGYRCVCSPGYQLHPSQAYCTDDNECLRDPC
KGKGRCINRVGSYSCFCYPGYTLATSGATQECQDINECEQPGVCSGGQCTNTEGS
YHCECDQGYIMVRKGHCQDINECRHPGTCPDGRCVNSPGSYTCLACEEGYRGQSG
SCVDVNECLTPGVCAHGKCTNLEGSFRCSCEQGYEVTSDEKGCQDVDECASRASC
PTGLCLNTEGSFACSACENGYWVNEDGTACEDLDECAFPGVCPSGVCTNTAGSFS
CKDCDGGYRPSPLGDSCEDVDECEDPQSSCLGGECKNTVGSYQCLCPQGFQLANG
TVCEDVNECMGEEHCAPHGECLNSHGSFFCLCAPGFVSAEGGTSCQDVDECATTD
PCVGGHCVNTEGSFNCLCETGFQPSPESGECVDIDECEDYGDPVCGTWKCENSPGS
YRCVLGCQPGFHMAPNGDCIDIDECANDTMCGSHGFCDNTDGSFRCLCDQGFEISP
SGWDCVDVNECELMLAVCGAALCENVEGSFLCLCASDLEEYDAQEGHCRPRGAG
GQSMSEAP
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TGDHAPAPTRMDCYSGQKGHAPCSSVLGRNTTQAECCCTQGASWGDACDLCPSE
DSAEFSEICPSGKGYIPVEGAWTFGQTMYTDADECVIFGPGLCPNGRCLNTVPGYV
CLCNPGFHYDASHKKCEDHDECQDLACENGECVNTEGSFHCFCSPPLTLDLSQQR
CMNSTSSTEDLPDHDIHMDICWKKVTNDVCSEPLRGHRTTYTECCCQDGEAWSQ
QCALCPPRSSEVYAQLCNVARIEAEREAGVHFRPGYEYGPGPDDLHYSIYGPDGAP
FYNYLGPEDTVPEPAFPNTAGHSADRTPILESPLQPSELQPHY VASHPEPPAGFEGL

- QAEECGILNGCENGRCVRVREGYTCDCFEGFQLDAAHMACVDVNECDDLNGPAV
LCVHGYCENTEGSYRCHCSPGYVAEAGPPHCTAKE

Fig. 4
SEC ID N°: 4
MRAPTTVRCSGRIQRARWRGFLPLVLALLMGTSHAQRDSVGRYEPASRDANRLW
RPVGNHPAAAAAKVYSLFREPDAPVPGLSPSEWNQPGQGIPGRLAEAEARRPSRA
QQLRRVQSPVQTRRSNPRGQQPPAARTAHSVVRLATPQRPAAARRGRLTGRNVC
GGQCCPGWTTSNSTNHCIKPVCQPPCQNRGSCSRPQLCICRSGFRGARCEEVIPEEE
FDPQNARPVPRRSVEGAPGPHRSSEARGSLVTRIQPLLPPLPPPPSRTLSQTRPLQQH
AGLSRTVRRYPATGTNGQLMSNALPSGPGPELRDSSQQAAHMNHLSHPWGLNLT
EKIKKIKVVFTPTICKQTCARGRCANTCEKGDTTTLY SQGGHGHDPKSGFRIYFCQI
PCLNGGRCIGRDECWCPANSTGKFCHLPVPQPDREPPGRGSQHRALLEGPLKQSTF
TLPLSNQLASVNPSLVKVQMQHPPEASVQIHQVARVRGEVDPVPEDNSVETRASH
RPHGSSGHSHWASNSIPARAGEAPRPPPVPSRHYGLLGQCYLSTVNGQCANPLGEL
TSQEDCCGSVGTSWGVTSCAPCPPRPAFPVIENGQLECPQGYKRLNLSHCQDINEC
LTLGLCKDSECVNTRGSYLCTCRPGLMLDPSRSRCVSDKAVSMKQGLCYRSMVSG
TCTLPLVQRITKQICCCSRVGKAWGSKCEHCPLPGTEAFREICPAGHGYAYSSSDIR
LSMRKAEEEELASPVREQRQQSSGPPPGAAERQPLRAATATWIEAETLPDKGDSRA
IQITTSAPHLPARVPGDATGRPTPSLPGQGIPEGPAEEQVIPSSDVLVTHGPPGFDPCF
AGASNICGPGTCVKLPNGYRCVCSPGYQLHPSQDYCTDDNECLRNPCEGRGRCVN
SVGSYSCLCYPGYTLATLGDTQECQDVDECEQPGVCSGGRCSNTEGSYHCECDQG
YVMVRRGHCQDINECRHPGTCPDGRCVNSPGSYTCLACEEGYIGQSGNCVDMNE
CLTPGICAHGRCINMEGSFRCSCEPGYELTPDKKGCRDVDECASRASCPTGLCLNT
EGSFTCSACQSGYWVNEDGTACEDLDECAFPGVCPTGVCTNTVGSFSCKDCDRGF
RPSPLGNSCEDVDECEGPQNSCLGGECKNTDGSYQCLCPQGFQLANGTVCEDVDE
CVGEEHCAPHGECLNSPGSFFCLCAPGFASAEGGTRCQDVDECATTEPCLGGHCV
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NTEGSFNCLCETGFQPAPDSGECVDIDECANDTVCGNHGFCDNTDGSFRCLCDQG
FETSPSGWECVDVNECELMLAVCGDALCENVEGSFLCLCASDLEEYDAEEGHCRP
RVAGAQRIPEVPTEEQAAGLTGMECYAEHNGGPPCSQILGQNSTQAECCSTQGAR
WGETCDPCPSEDSVEFSELCPSGQGYIPVEGAWTFGQAMYTDADECILFGPALCQN
GRCLNTVPGYICLCNPGYHYDAVSRKCQDHNECQDLACENGECVNTEGSFHCFCS
PPLILDLSGQRCVNSTSSSEDFPDHDIHMDICWKKVTNDVCSQPLRGHHTTYTECC
CQDGEAWSQQCALCPPRSSEVYAQLCNVARIEAEREAGIHFRPGYEYGPGPDDLPE
TLYGPDGAPFYNYLGPEDTVPEPPFSNTASHLGDNTPILEPPLQPSELQPPAIQNPLA
SFEGLQAEECGILNGCENGRCVRVREGYTCDCFEGFQLDTALMACVDVNECEDLN
GAARLCAHGHCENTEGSYRCHCSPGYVAEPGPPHCAAKE

Fig. §
SECID N°: 5

5" CGAGATCTGCCCTAGTGGAAA 3°

Fig. 6
SECID N°: 6
5" GGCCCGAATATCACACACTCA 3°

Fig. 7
SEC ID N°: 7 ,
5" AGCCTGGACGTTTGGACAGACCA 3°

Fig. 8
SECID N®: 8
5" CACTTGTGACTGCTTTGAAGG 3°

Fig. 9
SECID N° 9
5° CCCGTTCAGGTCTTCACACT 3
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Fig. 10
SECID N°: 10

5" CTCATGGCCTGTGTGGATGTGAATG 3

Fig. 11
Datos de expresion en tiempo real de LTBP2 en corazon de rata (modelo de DOCA)
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Fig. 12

Datos de expresion en tiempo real de LTBP2 en corazon de rata (modelo de oclusion)
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Fig. 13

- Datos de expresion en tiempo real de LTBP2 en corazon de rata (modelo de monocrotalina)

Fig. 14

Datos de expresion de micromatrices de LTBP2 en corazon de rata (modelo de DOCA)
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Fig. 15

Datos de expresion de micromatrices de LTBP2 en corazon de rata (modelo de oclusion)
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Fig. 16

Datos de expresion de micromatrices de LTBP2 en corazon de rata (modelo de monocrotalina)
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Fig. 17

Datos de expresion de micromatrices de LTBP2 en corazén humano

10,00

. 9,00

8,00

96



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos


