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DESCRIPCION
Método de determinacion de megalina humana
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para detectar nefropatia midiendo megalina humana. Mas
particularmente, la presente invencion se refiere a un método para detectar megalina humana que comprende
detectar cuantitativamente megalina que se expresa de manera topica y especificamente en células, tejidos y
organos donde se observa expresion de megalina de manera rapida y sencilla, para de ese modo permitir el
diagndstico temprano y directo del grado en el que células, tejidos y érganos estan afectados y mejorar y evitar el
empeoramiento de las condiciones de trastornos y el pronostico mediante tratamiento. La presente invencion puede
aplicarse a diagnostico de nefropatia.

Técnica anterior
1. Clonacion de megalina

Como resultado de una busqueda de un antigeno etiolégico de nefritis de Heymann, que es un modelo para
nefropatia membranosa experimental, Kerjaschki, D. y Farquhar, M.G. identificaron una proteina de membrana
celular, gp330, en 1982 (Kerjaschki D., Farquhar M.G., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 79, 5557-5561). En 1994,
Saito, A. et al. determinaron la estructura primaria completa de una gp330 de rata y la designaron como megalina,
porque era la mayor proteina clonada de membrana celular de un vertebrado (Saito A. et al., 1994, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., 91, 9725-9729).

2. Sitio de expresion de megalina

La megalina también se conoce como glicoproteina 330 (gp330) o proteina 2 relacionada con el receptor de la
lipoproteina de baja densidad (LDL) (LRP-2). Es una glicoproteina que tiene un peso molecular de aproximadamente
600 kDa, que se expresa en células epiteliales del tubulo proximal de rifidn, en otros tejidos y células, tales como
células alveolares de tipo Il, tejido espermatico, endometrio uterino, placenta o epitelio del oido interno, epitelio renal,
germo-vitelario y ectodermo neural (véase Christensen E. I., Willnow, T. E., 1999, J. Am. Soc. Nephrol. 10, 2224-
2236; Juhlin C., Klareskog L. et al., 1990, J. Biol. Chem. 265, 8275-8279; y Zheng G, McCluskey R. T. et al., 1994, J.
Histochem. Cytochem. 42, 531-542). En el rifidn, la megalina funciona como receptor de endocitosis asociado con
endocitosis y reabsorcion de proteinas y similares en el tubulo proximal antes de la excrecion urinaria. Las proteinas
reabsorbidas y similares se degradan entonces por lisosomas (véase Mausbach A. B., Christensen E. I., 1992,
Handbook of Physiology: Renal Physiology, Windhager, editor, Nueva York, Oxford University Press, 42-207).

3. Secuencia de nucledtidos de megalina

La megalina es una glicoproteina que es la que se expresa de manera mas frecuente en la membrana epitelial del
tubulo proximal de rifién de un animal mamifero. La secuencia codificante de ADNc de la misma tiene identidad de
nucledtidos con la secuencia de ADNc de megalina humana que tiene el niumero de registro génico U04441 dado a
conocer en Korenberg, J. R. et al. (1994) o la secuencia de ADNc de megalina humana que tiene el numero de
registro génico U33837 dado a conocer en Hjaeln, G., et al. (1996) (véase Korenberg J. R. et al., 1994, Genomics
22, 88-93; y Hjalm G. et al., 1996, Eur. J. Biochem. 239, 132-137).

Ademas, se ha descubierto megalina de rata que tiene homologia con megalina humana por Saito ef al. (1994) y la
secuencia de ADNc de la misma que tiene nimero de registro génico L34049 ya se ha dado a conocer (véase Saito
A. etal., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A,, 91, 9725-9729).

4. Secuencia de aminoacidos y estructura proteica de megalina

La megalina es una proteina gigante de membrana celular que consiste en 4.655 aminoacidos (en el caso de la
megalina humana) y en 4.660 aminoacidos (en el caso de la megalina de rata). El peso molecular deducido
basandose en la secuencia de aminoacidos es aproximadamente 520 kDa y puede ser de hasta aproximadamente
600 kDa, cuando incluye una cadena de azUcar (véase Saito A. ef al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 91, 9725-
9729). La megalina pertenece a la familia génica del receptor de LDL, teniendo una region extracelular gigante de la
misma cuatro dominios funcionales y estando conectada la region extracelular a una region intracelular delgada a
través de una region transmembrana individual. La megalina esta principalmente presente en un hueco recubierto de
clatrina en el glomérulo (rata) o la membrana luminal epitelial (membrana basal y luminal en la célula epitelial
glomerular) del tabulo proximal, célula alveolar de tipo Il, glandulas epididimales, glandulas tiroideas, glandulas
tiroideas accesorias, membrana del saco vitelino, oido interno, intestino delgado o corioides, y se esta asociada con
la captacion de diversos ligandos en las células y el metabolismo de las mismas (véase Farquhar M. G. et al., 1995,
J. Am. Soc. Nephrol. 6, 35-47; y Christensen E. |. et al., 2002, Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 3, 256-266). Proteinuria de
bajo peso molecular, trastornos del metabolismo éseo, insuficiencia respiratoria, malformacion del cerebro, y otros

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2459 165 T3

trastornos se producen en ratones deficientes en megalina (véase Willnow T. E. et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 93, 8460-8464). Un homologo de megalina esta también presente en nematodos (C. elegans) y se ha
sugerido la importancia biolégica de la misma (véase Yochem J. et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 90, 4572-
4576).

Norden et al., 2002, describen la deficiencia en megalina urinaria en pacientes con enfermedad de Dent y sindrome
de Lowe pero no sindrome de Fanconi idiopatico dominante autosémico. Se analizaron muestras urinarias mediante
electroforesis en gel/inmunotransferencia.

5. Importancia de megalina como causa de nefritis

La megalina, que es un antigeno etiolégico principal de nefropatia membranosa experimental (nefritis de Heymann),
es un receptor eliminador epitelial y se han dilucidado papeles patolégicos y biolégicos de la misma. Se han usado
modelos animales durante mucho tiempo para dilucidar el mecanismo de desarrollo de la nefropatia membranosa
humana y la nefritis de Heymann en ratas es un modelo de nefropatia membranosa. El analisis de la nefritis de
Heymann ha sido mas avanzado que el de cualquier otro modelo. Saito A. et al. dieron a conocer los resultados del
analisis del epitopo patoldgico y el dominio de unién a ligando de la nefritis de Heymann y también han demostrado
la region antigénica principal de megalina y un dominio funcional de megalina que contribuye principalmente a la
unioén a un ligando (véase Kerjaschki D. et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89, 11179-11183; Saito A,
Farquhar M. G. et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 93, 8601-8605; Yamazaki H., Farquhar M. G. et al., 1998,
J. Am. Soc. Nephrol. 9, 1638-1644; y Orlando R. A., Farquhar M. G. et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 94,
2368-2373).

6. Diversos ligandos de megalina

La megalina se expresa de manera mas abundante en el lado luminal de las células epiteliales del tubulo proximal in
vivo. En el rindn humano, no se observa expresion de megalina en sitios distintos de las células epiteliales del tubulo
proximal, incluyendo en los glomérulos. La megalina incorpora diversos ligandos (por ejemplo, farmacos o una
proteina de bajo peso molecular) que se filiran por los glomérulos al interior de células mediante endocitosis, la
megalina los transporta a lisosomas y reaparecen en la superficie celular mediante recirculaciéon (véase Farquhar M.
G. et al., 1995, J. Am. Soc. Nephrol. 6, 35-47; y Christensen E. I. et al., 2002, Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 3, 256-266).
Ademas, la megalina esta asociada con transcitosis desde el lado luminal hasta el lado de membrana basal. La
megalina también esta asociada con la captacion y el metabolismo de proteinas de union, tales como vitaminas A,
Bi2 y D (véase Christensen E. |. ef al, 2002, Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 3, 256-266). Christensen y Willnow
demostraron que la megalina media la reabsorcion de tres proteinas portadoras de vitaminas, proteinas de unién a
vitamina D (DBP), proteina de unién a retinol (RBP) y transcobalamina (TC) y vitaminas asociadas con las mismas;
es decir, vitamina 25D3 (OH), vitamina A (retinol) y vitamina B+, (véase Christensen E. I., Willnow T. E., 1999, J. Am.
Soc. Nephrol. 10, 2224-2236). Saito A. et al. demostraron que la leptina, que se secreta a partir de adipocitos y
aumenta en la sangre de pacientes obesos, se incorpora en y se metaboliza por las células epiteliales del tubulo
proximal como el ligando de megalina (véase Saito A., Gejyo F. et al., 2004, Endocrinology. 145, 3935-3940). Los
adipocitos, es decir, grasas viscerales acumuladas, dan como resultado estados patolégicos combinados, es decir,
sindrome metabdlico. La leptina, que es una adipocitocina secretada a partir de adipocitos, aumenta en la sangre de
un paciente con sindrome metabdlico. Se sugiere que el rifién es el érgano en el que es mas probable que se
acumule la leptina en la sangre y que la leptina desempefia un papel nefropatico (véase Tarzi R. M. Lord G. M. et al.,
2004, Am. J. Pathol. 164, 385-390). También se encuentra un denominado receptor de leptina en una regién entre el
tubulo proximal y el tubulo colector ubicado posteriormente a la region de funcionamiento de la megalina.

El término “sindrome metabdlico” se define como una complicacion patologica de obesidad visceral, tension arterial
elevada, hiperlipidemia, tolerancia a glucosa afectada y otros sintomas, cuyo factor de riesgo principal es la
resistencia a insulina. Es altamente probable que tales estados conduzcan a desarrollo de enfermedades
arterioesclerdticas y proteinuria, y pueden dar como resultado el desarrollo de nefropatia con hipertrofia tubular renal
y del glomérulo como caracteristicas histolégicas. Cuando un caso de este tipo se combina con diabetes evidente,
se desarrolla ademas la caracteristica de hiperglucemia, se manifiesta nefropatia diabética y los estados patoldgicos
pueden ademas volverse graves. La diabetes tipo Il viene basicamente precedida por o se desarrolla
simultaneamente con sindrome metabdlico. Por consiguiente, la caracteristica de nefropatia podria incluirse como
nefropatia asociada con sindrome metabdlico.

Saito A. et al. han realizado un experimento usando células derivadas de epitelio de saco vitelino de rata (células L2)
en las que se expresa megalina en niveles altos y han encontrado que la incorporacion de AGE (productos finales de
glicacién avanzada) marcado con "% (derivado de glucosa) en células L2 estaria significativamente inhibida por un
anticuerpo anti-megalina. Por tanto, demostraron que la megalina esta asociada con una ruta para tal incorporacion
(véase Saito A. Gejyo F. et al., 2003, J. Am. Soc. Nephrol. 14, 1123-1131). Como mecanismo de desarrollo de
nefropatia diabética, se ha sefialado la asociacion de productos finales de glicacion avanzada (AGE) con proteinas
glicadas y modificadas mediante la reaccion de Maillard. Un AGE de bajo peso molecular en la sangre se filtra por
los glomérulos y se reabsorbe y metaboliza por las células epiteliales del tubulo proximal. Si la nefropatia avanza
adicionalmente, también se filtra un AGE de peso molecular superior por los glomérulos, se acumula en las células

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2459 165 T3

epiteliales del tubulo proximal e impone cargas metabdlicas excesivas. Ademas, Saito A. et al. también demuestran
que la megalina también estd asociada con la incorporacion de AGE derivado de metilglioxal, gliceraldehido o
glicolaldehido en células, ademas de glucosa. Ademas, el sindrome metabdlico a menudo se complica con
hepatopatia, tal como higado graso. Las proteinas de union a acidos grasos de tipo hepatico (L-FABP) que estan
presentes de manera abundante en el higado se liberan a la sangre de una persona sana. En caso de hepatopatia,
se libera mas L-FABP y aumenta en la sangre. Saito A. et al. también han demostrado que L-FABP en la sangre se
filtra rapidamente por los glomérulos y se reabsorbe por las células epiteliales del tubulo proximal a través de la
megalina (véase Takeda T., Gejyo F., Saito A. et al., 2005, Lab. Invest. 85, 522-531).

7. Proteina funcional que interacciona con megalina

Con el fin de dilucidar el mecanismo del transporte de megalina en las células, se buscan moléculas adaptadoras
que se unen a dominios intracelulares de megalina y se han identificado diversas proteinas, tales como Dab2,
ANKRA, MAGI-1, GAIP, GIPC, Galphai3, MegBP y ARH (véase Oleinikov A. V. et al., 2000, Biochem. J. 347, 613-
621; Rader K., Farquhar M.G. et al., 2000, J. Am. Soc. Nephrol. 11, 2167-2178; Patrie K. M., Margolis B. et al., 2001,
J. Am. Soc. Nephrol. 12, 667-677; Lou X., Farquhar M.G. et al., 2002, J. Am. Soc. Nephrol. 13, 918-927; Petersen
H.H., Willnow T. E., 2003, J. Cell. Sci. 116, 453-461; y Takeda T., Farquhar M.G. et al., 2003, Mol. Biol. Cell. 14,
4984-4996). A través de tales moléculas, la megalina esta asociada con endocitosis o transcitosis, y la megalina esta
asociada también con transmision de sefiales relacionada con la misma. Ademas, la megalina funciona de manera
conjugada con un receptor de membrana celular, es decir, cubilina, en las células epiteliales del tubulo proximal, de
manera que ademas esta implicada en la incorporacion de diversos ligandos en células (véase Saito A. et al., 1994,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 91, 9725-9729). Por ejemplo, la cubilina es un receptor que se une directamente a
transferrina, albumina, vitamina enddgena Bi; o similares, y la megalina estd implicada indirectamente en la
endocitosis de las mismas. Ademas, se sabe que la megalina interacciona con la isoforma 3 del intercambiador de
Na*-H* (NHES3) en las células epiteliales del tubulo proximal (véase Biemesderfer D. et al., 1999, J. Biol. Chem. 274,
17518-17524). NHE3 es un antiportador que desempefia un papel importante en la reabsorcién de Na+, y NHE3
también influye en la incorporacién de un ligando por megalina (véase Hryciw D. H. et al., 2004, Clin. Exp.
Pharmacol. Physiol. 31, 372-379). Ademas, la megalina puede estar implicada en la inactivacion y el metabolismo de
NHE3. En una fase temprana de nefropatia diabética o nefropatia relacionada con sindrome metabdlico, la filtracion
glomerular se vuelve excesiva. Se deduce que la reabsorcion potenciada de Na+ del tubulo proximal es una causa
principal (véase Vallon V. et al., 2003, J. Am. Soc. Nephrol. 14, 530-537), NHE3 desempefia un papel clave en tal
caso y se considera que la inactivacion y el metabolismo de MHE3 por megalina estan implicados en ello (véase
Hryciw D. H. et al., 2004, Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 31, 372-379).

8. Correlacion de la excrecion urinaria de megalina y la excrecion urinaria de ligando por megalina

Leheste et al. dan a conocer que ratones deficientes en megalina y pacientes con sindrome de Fanconi con
funciones del tubulo proximal debilitadas experimentarian excrecién incrementada de proteinas y retinol en la orina
(véase Leheste J. et al., 1999, Am. J. Pathol. 155, 1361-1370). Ademas, Moestrup S. K. et al. demostraron que la
cantidad de megalina excretada en orina de pacientes de sindrome de Fanconi es significativamente inferior que la
excretada por individuos sanos. Esto produce deterioro de las funciones de megalina y expresion en el tubulo
proximal y por consiguiente aumenta la cantidad de proteinas filtradas por el glomérulo que contienen proteinas de
union a retinol excretadas en orina (véase Anthony G. W., Moestrup S.K. et al., 2002, J. Am. Soc. Nephrol. 13, 125-
133).

9. Importancia de la funcion de megalina hallada mediante experimentos usando modelos para uremia y modelos
para regeneracion de érganos

Tal como se describié anteriormente, la megalina esta implicada en la captacion de diversas proteinas de bajo peso
molecular en las células epiteliales del tubulo proximal y en el metabolismo de las mismas. Cuando el estado
patolégico avanza hacia insuficiencia renal, el mecanismo del metabolismo se ve alterado y se acumulan por
consiguiente proteinas de bajo peso molecular en la sangre y los tejidos como proteinas urémicas. Un ejemplo
representativo de las mismas es Bz-microglobulina (B2-m), que puede producir amiloidosis relacionada con dialisis en
un paciente sometido a dialisis a largo plazo (véase Gejyo F., Schmid K. et al., 1985, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 129, 701-706). También se sugiere que el AGE mencionado anteriormente es una causa de
arteriosclerosis o insuficiencia organica debido a su acumulacion en la sangre de pacientes con insuficiencia renal o
didlisis, y se considera AGE un tipo de proteina urémica (véase Henle T., Miyata T., 2003, Adv. Ren. Replace Ther.
10, 321-331). Ademas, la leptina se acumula en la sangre de un paciente de didlisis y por tanto se considera que
esta implicada en malnutricién o inmunidad comprometida. Tabata Y. y Gejyo F. et al. dan a conocer los efectos y la
eficacia de modelos para metabolizar la proteina urémica usando funciones de megalina (véase Saito A., Tabata Y.,
Gejyo F. et al., 2003, J. Am. Soc. Nephrol. 14, 2025-2032 y documento WO 02/091955). Es decir, se trasplantan
células que expresan megalina como proteinas de soporte in vivo y se incorporan proteinas de bajo peso molecular
filtradas de vasos sanguineos periféricos (vasos sanguineos de nueva formacion) en las células con la ayuda de
megalina para la metabolizacion. Las células que expresan megalina usadas para el trasplante (es decir, células L2
derivadas del epitelio de saco vitelino) se incorporan y metabolizan 2-m con la ayuda de megalina (véase Saito A.,
Tabata Y., Gejyo F. et al., 2003, J. Am. Soc. Nephrol. 14, 2025-2032). Se extirparon ambos rifiones de un ratén
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atimico en el que se habian trasplantado células L2 de manera subcutanea, se indujo el estado de insuficiencia renal
y se midi6 la incorporacion de células en la masa tisular en la que se habia trasplantado B.-m marcada con 129) y en
los 6rganos mediante inyeccion intraperitoneal. Como resultado, se encontré6 que la masa celular en la que se
habian trasplantado células L2 incorporaba de manera mas significativa 2-m marcada con 25| en comparacion con
otros drganos, y se encontré que el aclaramiento de B>-m marcada con '?%| avanzaba significativamente en un grupo
al que se habian trasplantado células L2, en comparacion con un grupo control en el que no se habian trasplantado
células L2 (véase Saito A., Tabata Y., Gejyo F. et al., 2003, J. Am. Soc. Nephrol. 14, 2025-2032).

10. Protedlisis y excrecion urinaria de megalina

En los ultimos afios, se ha sugerido la posibilidad de que la megalina se someta a protedlisis en una ruta de
sefializacion de tipo Notch (véase Zou Z., Biemesderfer D. et al, 2004, J. Biol. Chem. 279, 34302-34310; y
Grigorenko A. P. et al., 2004, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 101, 14955-14960). Esto también incluye un sistema de
escision de dos etapas de pérdida de un ectodominio mediada por metaloproteasa y protedlisis intramembrana
mediada por gamma-secretasa.

También, se sabe que la megalina se expresa en la célula alveolar de tipo II.

Por tanto, se ha estudiado ampliamente la megalina con respecto a su correlacion con el metabolismo en 6érganos
tales como el rifidn. Sin embargo, la correlacion entre enfermedades de 6rganos, incluyendo el rifién y megalina adn
no se ha dilucidado y aiin no se ha estudiado la expresion de megalina o la excrecién de la misma al fluido corporal
en relacion con una variedad de enfermedades de érganos.

Hasta la fecha, se ha conocido un método que implica tincién tisular o inmunotransferencia de tipo Western usando
un anticuerpo policlonal obtenido mediante inmunizacién de un animal inmune, tal como un conejo, como método
para detectar megalina.

Esta técnica, sin embargo, implica tincién de una célula o una proteina separada a través de electroforesis y esto
necesita procedimientos muy complicados y un largo periodo de tiempo para inmovilizar tejidos, preparar cortes de
tejido, electroforesis y transferencia sobre la membrana. Por tanto, la megalina es dificil de cuantificar.

Desde el punto de vista del diagnéstico de los grados de trastornos funcionales de tejidos u 6rganos, particularmente
en el caso de trastornos de rifion, no hay medios eficaces para diagnosticar la insuficiencia del tubulo renal de una
manera sencilla y especifica. Actualmente, se han empleado muchos métodos de diagndstico que detectan
albumina, creatinina, B2-microglobulina, L-FABP o similares en orina o sangre como marcador de diagnostico para
enfermedades renales. Tales marcadores de diagndstico, sin embargo, no se derivan de tejido renal y simplemente
resultan de todos los fendmenos y funciones durante la filtracion en los glomérulos renales y la reabsorcion en los
tubulos renales. Es decir, es dificil identificar insuficiencia del glomérulo e insuficiencia del tubulo renal, insuficiencia
en el rifidn incluso con el uso de tal marcador. Ademas, un marcador de este tipo es un marcador indirecto derivado
de 6rganos distintos del rifidn. Por tanto, la eficacia es escasa para el diagnéstico temprano de una enfermedad.
Esto mismo se aplica a KL-6 (marcadores de inflamacion aguda) que es un marcador de diagndstico existente para
enfermedades pulmonares y particularmente para inflamacion.

Descripcion de la invencion

La presente invenciéon proporciona un método para detectar nefropatia midiendo megalina humana que puede
realizarse de una manera mas sencilla y en un periodo de tiempo mas corto de lo que es posible con técnicas
convencionales y que también puede cuantificar la megalina humana. Este método permite el diagndstico de
nefropatia. En particular, la presente invencién proporciona un método de medicién de los niveles de megalina en
orina para detectar nefropatia.

Tal como se describi6é anteriormente, se han elaborado muchos informes en referencia a megalina humana y se ha
sugerido la correlacion de la misma con el metabolismo de 6rganos tales como el rifién o el pulmén. Sin embargo,
cuando estan afectadas las funciones organicas, se desconoce la forma en que varia la expresion de megalina y la
forma en que cambia la prevalencia de megalina.

Los presentes inventores han realizado estudios intensos y continuados en cuanto a un método para medir megalina
humana con alta sensibilidad de manera rapida. Por consiguiente, descubrieron un método para medir de manera
precisa megalina en una muestra de fluido corporal, tal como orina, usando un ligando que puede unirse a megalina
humana, y en particular, un anticuerpo anti-megalina humana.

Ademas, los presentes inventores midieron megalina humana en el fluido corporal de un paciente con funciones
organicas afectadas y descubrieron que la megalina humana podria ser un marcador para detectar y diagnosticar
nefropatia. Esto ha conducido a la conclusion de la presente invencion.

Especificamente, la presente invencién es tal como se describe en las reivindicaciones.
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Efectos de la invencion

El método de la presente invencion permite la medicion de megalina humana en una muestra, tal como orina, con
alta sensibilidad y precisién. Cuando las funciones de células, tejidos u d6rganos que expresan megalina estan
danadas, la megalina escapa de las células y se acumula en una muestra. Especificamente, la medicién de
megalina humana en una muestra permite la deteccion y el diagnéstico directos de nefropatia en lugar de la
deteccion y el diagndstico indirectos. Por consiguiente, la medicién de megalina humana en una muestra mediante el
método de la presente invencion permite la deteccidon de nefropatia en una fase temprana con alta precision.

Esta descripcion incluye parte o todo el contenido tal como se da a conocer en la descripcién y/o los dibujos de la
solicitud de patente japonesa n.° 2006-089306, que es un documento de prioridad de la presente solicitud.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 muestra un locus génico y una estructura proteica general de megalina humana.

La figura 2 muestra una curva de calibracién de ELISA para detectar megalina humana con el uso de megalina
humana patron.

La figura 3 muestra los resultados clinicos de megalina humana en orina (parte 1).
La figura 4 muestra los resultados clinicos de megalina humana en orina (parte 2).
Mejores modos para llevar a cabo la invencion

La presente invencion se refiere a un método para medir megalina humana en una muestra. La SEQ ID NO: 1
muestra la secuencia de nucledtidos de megalina humana y la SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia de aminoacidos
de megalina humana.

En la presente invencion, la megalina humana se mide usando un primer ligando que puede unirse a megalina
humana que se une a un soporte soélido. Puede usarse cualquier soporte sdlido usado en inmunoanalisis
convencional. Por ejemplo, pueden usarse preferiblemente pocillos de una placa de microtitulacién de plastico o
particulas magnéticas.

Un ejemplo de un ligando que puede unirse a megalina humana es un anticuerpo anti-megalina humana y puede
usarse un anticuerpo monoclonal o policlonal.

Ademas, puede usarse lectina que es especifica para una cadena de azucar de la megalina humana como ligando
que puede unirse a megalina humana. Los ejemplos de lectina incluyen, pero no se limitan a, concanavalina A,
lectina de germen de trigo (WGA), lectina de Ricinus communis (RCA) y lectina de lenteja (LCA).

Ademas, los ejemplos de un ligando que puede unirse a megalina humana incluyen sustancias seleccionadas del
grupo que consiste en: proteinas de union a vitaminas, tales como transcobalamina-vitamina B2, proteina de unién a
vitamina D o proteina de unidon a retinol; lipoproteinas, tales como apolipoproteina B, apolipoproteina E,
apolipoproteina J/clusterina o apolipoproteina H; hormonas, tales como hormona paratiroidea (PTH), insulina, factor
de crecimiento epitelial (EGF), prolactina, leptina o tiroglobulina, un receptor de cualquiera de las mismas o un
receptor de tales hormonas; proteinas asociadas a respuesta al estrés o inmunitaria, tales como cadena ligera de
inmunoglobulina, PAP-1, o B2-microglobulina; enzimas, tales como PAI-I, PAl-I-urocinasa, PAI-I-tPA, prourocinasa,
lipoproteina lipasa, plasminégeno, a-amilasa, B-amilasa, o-microglobulina o lisozima, un inhibidor de cualquiera de
las mismas o un inhibidor de tales enzimas; farmacos o toxinas, tales como aminoglucésido, polimixina B, aprotinina
o tricosantina; proteinas portadoras, tales como albumina, lactoferrina, hemoglobina, proteina de uniéon a moléculas
odorantes, transtiretina o L-FABP; y proteinas asociadas a receptores (RAP), tales como citocromo-c, calcio (Ca2+),
productos finales de glicacién avanzada (AGE), cubilina o isoforma 3 del intercambiador de Na*-H" (NHE3) o
fragmentos de union de tales sustancias. El término “fragmento de unién” usado en el presente documento se refiere
a un fragmento de la sustancia mencionada anteriormente que incluye un sitio que se une a megalina humana.

Un ligando que puede unirse a megalina humana, tal como un anticuerpo anti-megalina humana, puede unirse a un
soporte solido mediante una técnica bien conocida en la técnica. Cuando un ligando va a unirse a pocillos de placa
de microtitulacién, por ejemplo, se aplican aproximadamente de 3 a 10 pg/ml (de manera preferible
aproximadamente 5 ug/ml) de una disolucidon de un ligando que puede unirse a megalina humana, tal como un
anticuerpo, a un soporte soélido y entonces se permite que el producto resultante repose a 4°C durante la noche
(preferiblemente 12 horas o mas). La densidad recomendada de un soporte sélido mencionado anteriormente se
determiné tedricamente cuando se inmovilizé un anticuerpo de longitud completa.

La densidad se determina mediante las féormulas tedricas:
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Q=(2/ ¥3)-(MW/N)-()*-10°  (ng/cm’)

Q: densidad de peso molecular (ng/cm?)

MW: peso molecular (dalton: Da)

N: numero de Avogadro = 6-10% (mol™)

r: radio de Stokes de molecular = (R Tz) / (6:t'n20°D20'N) (cm)

R: constante de gas = 8,3:10" (g-cm?s%°K"‘mol ™)

Too: temperatura ambiente (20°C) = 293°K

N20: viscosidad de agua a 20°C = 1-10% (g-cm™s™)

Dao: coef. de dif. de ref. molecular con respecto al agua a 20°C (cm*s™)

Tal valor se aplica cuando la inmovilizacién es a través de adsorcion fisica. Cuando se inmoviliza un ligando que
puede unirse a megalina humana, se determina la densidad tedrica del soporte sdlido relevante y tal densidad esta
afectada por los factores de variacion mencionados anteriormente, tales como el peso molecular individual. Por
tanto, la densidad varia dependiendo del tipo de molécula del soporte sélido individual, de la configuracion de la fase
soélida o de otras condiciones. Por consiguiente, la densidad no se limita a los valores mencionados anteriormente.
Cuando se absorbe sobre un soporte sélido mediante unién covalente, ademas, tal densidad se utiliza en la presente
invencion. En tal caso, también se tiene en cuenta el nimero de grupos funcionales que estan presentes sobre la
superficie de adsorciéon y que se usan para la uniéon covalente. La densidad de un soporte sélido no esta limitada.
Tras la unidn, se lleva a cabo el bloqueo usando albumina sérica bovina (abreviada a continuacion en el presente
documento como “BSA”) o caseina, para el fin de bloquear sitios de adsorcion no especificos de una proteina,
basandose en una técnica convencional. Cuando un soporte sélido es una perla magnética, el soporte sélido se trata
de la misma manera que en el caso de una placa de microtitulacion.

Se permite que un ligando que puede unirse a megalina humana, tal como un anticuerpo anti-megalina humana,
unido a un soporte solido reaccione con una muestra y la megalina humana en una muestra se une a un soporte
solido con la ayuda del ligando que puede unirse a megalina humana unido al soporte s6lido mediante una reaccion
de unién ligando-receptor, tal como una reaccién antigeno-anticuerpo. Especificamente, se forma un complejo de un
primer ligando que puede unirse a megalina humana, tal como un anticuerpo anti-megalina humana, unido a un
soporte solido y megalina humana. Puede usarse cualquier muestra, siempre que contenga megalina humana. Los
ejemplos de muestra incluyen orina, un lavado alveolar, sangre, suero sanguineo, plasma sanguineo y un
condensado de aire exhalado. Una reaccion antigeno-anticuerpo de este tipo puede llevarse a cabo a de 4°C a
45°C, mas preferiblemente de 20°C a 40°C, y preferiblemente de manera adicional de 25°C a 38°C. La duracion de
la reaccion es de aproximadamente 10 minutos a 18 horas, mas preferiblemente de 10 minutos a 1 hora y
preferiblemente de manera adicional de 30 minutos a 1 hora.

Tras el lavado, se permite entonces que el segundo ligando que puede unirse a megalina humana reaccione con la
megalina humana en una muestra unida a un soporte sélido. Especificamente, se forma un complejo de un primer
ligando que puede unirse a megalina humana, tal como un anticuerpo anti-megalina humana, unido a un soporte
soélido, megalina humana y un segundo ligando que puede unirse a megalina humana. Como segundo ligando que
puede unirse a megalina humana, puede usarse la misma sustancia usada como primer ligando que puede unirse a
megalina humana, tal como un anticuerpo anti-megalina humana. Sin embargo, cuando tanto el primer ligando que
puede unirse a megalina humana como el segundo ligando que puede unirse a megalina humana son anticuerpos
monoclonales anti-megalina humana, es necesario que un epitopo reconocido por y al que se une el primer
anticuerpo anti-megalina humana sea diferente de un epitopo reconocido por y al que se une el segundo anti-
megalina humana. Una combinaciéon del primer anticuerpo anti-megalina humana y el segundo anticuerpo anti-
megalina humana puede ser cualquier combinacién de un anticuerpo monoclonal y un anticuerpo monoclonal, un
anticuerpo monoclonal y un anticuerpo policlonal, un anticuerpo policlonal y un anticuerpo monoclonal, y un
anticuerpo policlonal y un anticuerpo policlonal. La reaccion puede llevarse a cabo a de 4°C a 45°C, mas
preferiblemente de 20°C a 40°C y preferiblemente de manera adicional de 25°C a 38°C. La duraciéon de la reaccion
es de aproximadamente 10 minutos a 18 horas, mas preferiblemente de 10 minutos a 1 hora y preferiblemente de
manera adicional de 30 minutos a 1 hora. Por tanto, el segundo ligando que puede unirse a megalina humana se
une a un soporte solido con la ayuda de megalina humana y el primer ligando que puede unirse a megalina humana.

Tras el lavado, se mide entonces el segundo ligando que puede unirse a megalina humana, tal como el segundo
anticuerpo anti-megalina humana, unido a un soporte solido. Esto puede llevarse a cabo mediante una variedad de
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técnicas que se emplean cominmente en el campo del inmunoanalisis. Por ejemplo, el segundo ligando que puede
unirse a megalina humana se marca con una enzima, fluorescencia, biotina o marcador de radiacién para preparar
una sustancia marcada con enzima. Al someter a ensayo un marcador de este tipo, puede medirse el segundo
ligando que puede unirse a megalina humana unida a un soporte sélido. El marcaje con una enzima o fluorescencia
es particularmente preferible. Los ejemplos de enzima incluyen peroxidasa, fosfatasa alcalina, p-galactosidasa y
glucosa oxidasa, y un ejemplo de fluorescencia es isotiocianato de fluoresceina (FITC), aunque los marcadores no
se limitan a los mismos. Un marcador puede detectarse permitiendo que un sustrato relevante reaccione con una
sustancia marcada con enzima, y luego midiendo el colorante, fluorescencia, emisiéon resultantes, o similares.
Cuando el segundo ligando que puede unirse a megalina humana no esta marcado, se permite que un tercer
anticuerpo marcado reaccione con el segundo ligando que puede unirse a megalina humana, y el tercer anticuerpo
puede medirse basandose en tal marcaje. Por tanto, puede medirse el segundo ligando que puede unirse a
megalina humana.

Un soporte sdélido o un anticuerpo anti-megalina humana usado para marcaje puede ser un fragmento de
inmunoglobulina, tal como Fab o F(ab’),, especifico para megalina humana o un anticuerpo recombinante, tal como
scFv, dsFv, diacuerpo o minicuerpo, expresado como recombinante. En la presente invencién, el término
“anticuerpo” también se refiere a un fragmento especifico para megalina humana. Un método para preparar un
fragmento de este tipo se conoce bien en la técnica.

El método mencionado anteriormente comprende las dos etapas de la reaccion entre un primer ligando que puede
unirse a megalina humana, tal como un anticuerpo anti-megalina humana, unido a un soporte sélido y una muestra,
seguido por lavado, y la reaccion de un segundo ligando que puede unirse a megalina humana con una muestra.
Alternativamente, un método que comprende una Unica etapa en el que la reaccion entre un primer ligando que
puede unirse a megalina humana, tal como un anticuerpo anti-megalina humana, unido a un soporte soélido y una
muestra se lleva a cabo simultaneamente con la reaccion entre un segundo ligando que puede unirse a megalina
humana y una muestra.

La presente invencién comprende ademas un método para medir megalina humana en una muestra usando
megalina humana o un fragmento parcial de megalina humana que se une a un soporte soélido y un ligando que
puede unirse a megalina humana, comprendiendo el método permitir que una muestra reaccione con un ligando que
puede unirse a megalina humana, permitir que el producto de reaccion reaccione con la megalina humana que se
une a un soporte solido, medir el ligando que puede unirse a megalina humana que se une a un soporte solido y
cuantificar competitivamente la megalina humana en una muestra basandose en una disminucién en un porcentaje
del ligando que puede unirse a megalina humana que se une a un soporte sélido. Este método requiere la unién de
megalina humana a un soporte sélido, y tal unién puede llevarse a cabo segun el método para unir una sustancia a
un soporte solido. Ademas, un fragmento parcial de megalina humana no esta limitado y puede usarse un fragmento
parcial de megalina humana al que se une un ligando que puede unirse a megalina humana. Como fragmento
parcial de megalina humana, puede prepararse una secuencia parcial de la secuencia de aminoacidos de megalina
humana tal como se muestra en la SEQ ID NO: 2 mediante sintesis quimica o ingenieria genética. Puede usarse el
ligando mencionado anteriormente que puede unirse a megalina humana y es particularmente preferible un
anticuerpo anti-megalina humana. En un método competitivo, es importante la cantidad de megalina humana o un
fragmento parcial de megalina humana que se une a un soporte sélido y un ligando que puede unirse a megalina
humana que va a usarse. Un método competitivo es una técnica conocida y tal cantidad puede determinarse de
manera adecuada basandose en una técnica conocida.

Ademas, la presente invencion comprende un método para medir megalina humana usando un ligando que puede
unirse a megalina humana, comprendiendo el método permitir que una muestra reaccione con un ligando que puede
unirse a megalina humana que se une a una particula para inducir aglutinaciéon y medir la megalina humana
basandose en el grado de aglutinacion resultante.

Los ejemplos de particulas que se usan en un método de este tipo incluyen particulas que tienen diametros de 0,05
a 10 um, preferiblemente particulas de latex que tienen diametros de 0,1 a 0,4 um, particulas de gelatina que tienen
diametros de 0,5 a 10 um y eritrocitos animales. Un anticuerpo puede unirse a una particula mediante un método
bien conocido en la técnica, tal como adsorcion fisica o unién covalente.

En este método, se mezclan particulas que comprenden anticuerpos anti-megalina humana unidos a las mismas con
una muestra sobre, por ejemplo, un portaobjetos de vidrio negro, y se observan las particulas precipitadas como
resultado de la aglutinacion. Por tanto, puede detectarse la megalina humana en una muestra. También, puede
medirse la absorcion del aglutinado para cuantificar la megalina humana. Ademas, también puede detectarse la
megalina humana mediante inmunoensayo por pulsos.

El método para medir megalina humana de la presente invencion permite la medicién no sélo de la megalina
humana intacta sino también de fragmentos de megalina humana.

Mediante la medicion de la megalina humana en una muestra, puede evaluarse, detectarse o diagnosticarse si un
sujeto del que se ha obtenido una muestra tiene o no nefropatia.
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En enfermedades renales, puede detectarse particularmente nefritis o trastorno tubular renal. Ademas, puede
detectarse adecuadamente nefropatia diabética. Ademas, tales células, tejidos u 6rganos pueden usarse también
para detectar sindrome metabdlico o nefropatia asociada a sindrome metabdlico.

En el sujeto mencionado anteriormente que tiene trastornos funcionales de células, tejidos u érganos, la megalina
humana escapa de las células y aumenta la cantidad de megalina humana en una muestra. Cuando la megalina
humana en una muestra obtenida del sujeto se mide in vitro y la concentracion de megalina humana en una muestra
esta significativamente potenciada en comparacion con la concentracion de megalina humana obtenida de un
individuo sano, puede diagnosticarse que el sujeto tiene una nefropatia.

Tal como se describié anteriormente, puede usarse orina como muestra.

Ademas, la medicion de megalina humana en una muestra obtenida de un sujeto permite la evaluacion del riesgo de
estar aquejado de nefropatia. Cuando la megalina humana en una muestra obtenida del sujeto se mide in vitro y la
concentracion de megalina humana en una muestra esta significativamente potenciada en comparacion con la
concentracion de megalina humana obtenida de un individuo sano, puede evaluarse que el sujeto tiene probabilidad
elevada de estar aquejado de nefropatia. Es decir, la medicién de megalina humana en una muestra permite
examinar sujetos que tienen probabilidad elevada de estar aquejados de nefropatia tal como futuros pacientes con
nefropatia y proporcionar el tratamiento adecuado.

Ademas, la medicién periddica de megalina humana en una muestra obtenida del sujeto y la monitorizacion de la
concentracion de megalina humana permiten la gestion de las funciones organicas.

Ademas, cuando se detecta o diagnostica, pueden medirse fragmentos de megalina humana, asi como megalina
humana intacta.

Ejemplos

A continuacioén en el presente documento, la presente invencion se describe en mayor detalle con referencia a los
ejemplos, aunque la presente invencion no se limita a esos ejemplos. Debe observarse que el método de ensayo de
inmunoabsorcion unido a enzimas (ELISA) usado en los ejemplos se ha notificado hasta ahora por muchos
investigadores, desde que Engvall E. y Perimann P. presentaron el primer informe en 1971. Hay bases solidas para
usar esta técnica (Engvall E, Perlmann P., 1971, Immunochemistry, 8, 871-874).

A continuacioén en el presente documento, la presente invencion se describe en mayor detalle con referencia a los
ejemplos, aunque la presente invencion no se limita a esos ejemplos.

Deteccion de megalina humana en orina mediante ensayo de inmunoabsorcion unido a enzimas (ELISA)
(1) Preparacion de anticuerpo monoclonal de ratén anti-megalina humana

Se inmunizoé un ratén por via intraperitoneal con 50 pg de megalina humana con un adyuvante varias veces y se
confirmoé el elevado titulo en sangre sérica. Se extrajo el bazo 3 dias después de una dosis de refuerzo
(inmunizacion intravenosa) y se obtuvieron células del bazo. Se fusionaron las células del bazo con células de
mieloma de raton (10:1) en presencia de polietilenglicol 3500 para preparar células de hibridoma. Las células
resultantes se cultivaron durante una semana en presencia de CO, a 37°C y se inspeccioné la presencia o ausencia
de un anticuerpo anti-megalina humana en el sobrenadante de cultivo. Se diluyeron las células en los pocillos
positivos en los que se observé produccion de anticuerpos mediante dilucién limitativa, se cultivaron los productos
resultantes durante 2 semanas y se inspecciond la presencia o ausencia de un anticuerpo anti-megalina humana en
el sobrenadante de cultivo de la misma manera. Después, se diluyeron las células en los pocillos positivos en los
que se observo produccién de anticuerpos mediante dilucion limitante, y se cultivaron los productos resultantes de la
misma manera. En esta fase, se cultivaron las células en las que se habian producido anticuerpos anti-megalina
humana en un matraz, se suspendid6 parte de las mismas en suero de ternero fetal (FCS) que contenia
dimetilsulfoxido al 10% (DMSO) (5x10° células/ml) y se almacend el producto resultante en nitrégeno liquido.

Posteriormente, se usaron los sobrenadantes en los pocillos para inspeccionar la reactividad de los anticuerpos
frente a megalina humana producidos en los sobrenadantes en cultivo. Se disolvié la megalina humana en NaCl
140 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO4 10 mM y KH;PO4 1,8 mM (pH 7,3; abreviado a continuacién en el presente
documento como “PBS, pH 7,3"). A los pocillos de una placa de microtitulacion de plastico (Nunc-Immuno™Module
F8 Maxisorp™ Surface plate, Nalge Nunc International), se afiadieron 100 pl de la disolucion de megalina humana
en PBS (pH 7,3) por pocillo y entonces se inmovilizé la megalina humana en la placa de microtitulacion a
3 pmol/pocillo a 4°C durante 12 horas. Después, se elimind a través de decantacion la disolucién de megalina
humana en PBS (pH 7,3) que se habia afiadido a los pocillos, se aplicaron a los pocillos NaCl 145 mM, Na;HPO4
3,6 mM, KH2PO4 1,4 mM y Tween 20 al 0,05% (v/v) (abreviado a continuacion en el presente documento como
“PBS-T") a los pocillos de la placa de microtitulacion a 200 pl/pocillo, se eliminé a través de decantacion el PBS-T y
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se lavé la megalina humana adsorbida en exceso en los pocillos. Este proceso de lavado se llevé a cabo dos veces
en total. A continuacion, se aplicaron NaCl 145 mM, Na;HPO4 7,2 mM, KH2PO4 2,8 mM, BSA al 1% (p/v) y lactosa al
5% (p/v) (abreviado a continuacién en el presente documento como una “disolucion de bloqueo para una placa con
antigeno inmovilizado) a 200 pl/pocillo y se bloque6 la parte interior de los pocillos de la placa de microtitulacion en
la que se habia inmovilizado la megalina humana a 4°C durante 12 horas. A continuacion, se almacené el producto
resultante a 4°C. Para inspeccionar la reactividad de los anticuerpos en el sobrenadante de cultivo, se usé la placa
de microtitulacion en la que se habia inmovilizado la megalina humana tras el tratamiento de bloqueo. A los pocillos
de la placa de microtitulacion en la que se habia inmovilizado la megalina humana, se afiadié un sobrenadante de
cultivo de hibridoma a 100 pl/pocillo y se calentd la placa a 37°C durante 1 hora. A continuacion, se retir6 a través de
decantacioén el sobrenadante de cultivo que se habia aplicado a los pocillos, se aplicé PBS-T a los pocillos de la
placa de microtitulacion a 200 pl/pocillo, se elimind a través de decantacion el PBS-T y se lavé entonces la parte
interior de los pocillos. Este proceso de lavado se llevé a cabo tres veces en total. A continuacion, se aplicaron
inmunoglobulinas de cabra anti-ratén conjugadas con peroxidasa (DAKO) a los pocillos a 100 pl/pocillo (diluidas
2.000 veces, 0,55 ug/ml) y se calento el producto resultante a 37°C durante 1 hora. Se diluy6 el anticuerpo marcado
con enzima usando NaCl 145 mM, Na;HPO, 3,6 mM, KH2PO4 1,4 mM, Tween 20 al 0,05% (v/v) y BSA al 0,5% (p/v)
(denominado a continuacién en el presente documento “diluyente de anticuerpo marcado con enzima”). A
continuacion, se eliminaron a través de decantacion los anticuerpos marcados con enzima que se habian aplicado a
los pocillos, se aplicé PBS-T a los pocillos de la placa de microtitulacion a 200 pl/pocillo, se eliminé a través de
decantacion el PBS-T y se lavo entonces la parte interior de los pocillos. Este proceso de lavado se llevé a cabo tres
veces en total. A continuacion, se aplico a los pocillos una disolucion de 3,3',5,5-tetrametilbencidina (abreviada a
continuacion en el presente documento como “TMB”) (sistema de sustrato de una etapa TMB: DAKO) a
100 pl/pocillo como una disolucién de sustrato para la reaccién de la enzima peroxidasa y se dej6 reposar el
producto resultante a 25°C durante 30 minutos. Inmediatamente a continuacién, se aplicé una disoluciéon de H,SO4
313 mM (denominada a continuacion en el presente documento “terminador de reaccién”) a 100 pl/pocillo a la
disolucién de sustrato para su reaccién en los pocillos para terminar la reaccién enzimatica en los pocillos. A
continuacion, se midio la absorcion de los pocillos y se designo el valor obtenido restando la absorcion a 630 nm de
la obtenida a 450 nm como un indicador para la evaluacion de reactividad (Josephy P.D., Mason R.P. et al., 1982, J.
Biol. Chem. 257, 3669-3675). Hasta ahora se han elaborado muchos informes en cuanto a colorimetria basada en
TMB desde que Bos E. S. et al elaboraron el primer informe en 1981 y hay bases sélidas para usar esta técnica (Bos
E. S. etal., 1981, J. Immunoassay, 2, 187-204).

Como resultado, se seleccionaron células de hibridoma monoclonadas que mostraban fuerte reactividad de un
anticuerpo anti-megalina humana con megalina humana inmovilizada y se examiné la clase y la subclase de
inmunoglobulina en el sobrenadante de cultivo en cuanto a cada clon a partir de 100 pl de la disolucién de
sobrenadante de cultivo madre usando el kit de tipificacion de inmunoglobulina de ratéon (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.). Basandose en los resultados, se seleccionaron clones de la clase de IgG de la biblioteca de células
monoclonales resultante y luego se llevo a cabo el proceso de preparacion de liquido de ascitis tal como se describe
a continuacion.

Posteriormente, se cultivaron estas células en un matraz de 25 ml y luego en un matraz de 75 ml. Se inyectaron las
células por via intraperitoneal en un ratén tratado con pristano y se tomaron muestras de liquido de ascitis.

(2) Purificacion de anticuerpo monoclonal (IgG) de ratén anti-megalina humana

Se mezcld el liquido de ascitis obtenido (10 ml) con un agente de tratamiento de suero sanguineo opacificado
(FRIGEN (marca comercial registrada) 1l: Kyowa Pure Chemical Co., Ltd.) a una razén de 1:1,5 en volumen y se
removio y se agité el producto resultante durante de 1 a 2 minutos para deslipidar el liquido de ascitis. Se centrifugd
el liquido de ascitis usando una centrifuga a 3.000 rpm (1930x g) durante 10 minutos y se fracciono6 el sobrenadante
centrifugado del liquido de ascitis aclarado (10 ml). Se sometio el sobrenadante centrifugado del liquido de ascitis
(10 ml) a fraccionamiento con sulfato de amonio (concentracion final: sulfato de amonio saturado al 50%) en un bafio
de hielo durante 1 hora y se suspendié la fraccién de inmunoglobulina precipitada y se disolvi6 en PBS. Este
proceso de fraccionamiento con sulfato de amonio se llevé a cabo dos veces en total para obtener una fraccion de
inmunoglobulina en bruto a partir del liquido de ascitis. Se mezcl6 la fraccion de inmunoglobulina en bruto resultante
(10 ml) con una cantidad equivalente de fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0; denominado a continuacién en el presente
documento “NaPB 20 mM (pH 7,0)” y luego se sometié a purificacion por afinidad usando una columna de proteina
G (HiTrap Protein G HP, 5 ml; Amersham BioSciences)). Se adsorbi6 la muestra sobre una columna de proteina G,
se purgd NaPB 20 mM (pH 7,0, 50 ml) a través de la columna de proteina G y se eliminaron por lavado los
contaminantes distintos a la IgG en la muestra. A continuacion, se eluyo la IgG adsorbida por afinidad en la columna
de proteina G con glicina-HCI 0,1 M (pH 2,7) y se neutralizé la fraccion de elucion inmediatamente tras la elucion de
las columna con tris(hidroximetil)aminometano-HCI 1 M (pH 9,0) y luego se recuper6 (a continuacion en el presente
documento el “tris(hidroximetil)aminometano” se abrevia como “Tris”). Tras la neutralizacion, se dializé el producto
purificado por afinidad frente a PBS en una cantidad 500 veces mayor que el producto purificado en volumen a 4°C
durante 6 horas y este proceso de didlisis se llevé a cabo dos veces en total. La membrana de dialisis usada para la
didlisis fue un tubo de celulosa para dialisis (Viskase Companies). La fraccion de elucién de IgG resultante se
designd anticuerpo monoclonal anti-megalina humana purificado y se sometié a almacenamiento a 4°C y a los
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procedimientos descritos a continuaciéon. El proceso de purificacién se llevd a cabo conectando la columna de
proteina G mencionada anteriormente al sistema BioLogic LP (Bio Rad Laboratories) a una velocidad de flujo
constante de 1 ml/min.

(3) Preparacion de placa de microtitulacion en la que se ha inmovilizado anticuerpo monoclonal anti-megalina
humana

Se disolvio el anticuerpo monoclonal anti-megalina humana purificado en PBS (pH 7,3) para dar como resultado una
concentracion final de 5 pg/ml en el mismo. A los pocillos de una placa de microtitulacion de plastico (Nunc-
Immuno™Module F8 Maxisorp™ Surface plate, Nalge Nunc International), se afiadieron 100 pul de la disolucién del
anticuerpo monoclonal anti-megalina humana en PBS (pH 7,3) por pocillo y se inmovilizé el anticuerpo monoclonal
anti-megalina humana en la placa de microtitulacion a 4°C durante 12 horas. A continuacion, se eliminé a través de
decantacion la disolucion del anticuerpo monoclonal anti-megalina humana en PBS (pH 7,3) que se habia afiadido a
los pocillos, se afadié PBS-T a los pocillos de la placa de microtitulacion a 200 pl/pocillo, se eliminé a través de
decantacion el PBS-T y se lavo el anticuerpo monoclonal anti-megalina humana adsorbido en exceso en los pocillos.
Este proceso de lavado se llevé a cabo dos veces en total. A continuacién, se afiadieron NaCl 86 mM, Tris 100 mM,
BSA al 0,5% (p/v) y Tween 20 al 0,05% (v/v) (denominado a continuacion en el presente documento disolucién de
bloqueo para una placa con antigeno inmovilizado) a 200 pl/pocillo y se sometié la parte interior de los pocillos de la
placa de microtitulacion inmovilizada con megalina humana a bloqueo a 4°C durante 12 horas. A continuacion, se
almaceno el producto resultante a 4°C.

(4) Preparacion de anticuerpo monoclonal anti-megalina humana marcado con peroxidasa

Se disolvio peroxidasa del rabano (abreviada a continuacion en el presente documento como “HRP”) (peroxidasa del
rabano, tipo VI, Sigma) en agua pura a una concentracion de 4 mg/ml, se afiadieron 100 pl de una disolucion de
metaperyodato de sodio 100 mM a 500 pl de la disoluciéon de HRP (2 mg) y se agité la mezcla a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Se dializ6 el producto resultante frente una disolucién de acetato de sodio 1 mM (pH
4,0) (denominada a continuacion en el presente documento “tampén acetato 1 mM”) en una cantidad 500 veces
mayor que la de la disolucién de HRP en volumen a 4°C durante 6 horas y este procedimiento se llevé a cabo dos
veces. La membrana de dialisis usada para la didlisis fue un tubo de celulosa para dialisis (Viskase Companies).
Posteriormente, se disolvié el anticuerpo monoclonal anti-megalina humana en una disolucién de Na,CO3 2,4 mM y
NaHCO3 7,6 mM (pH 9,6) (denominada a continuacion en el presente documento “tampoén carbonato 10 mM”) a una
concentracion de 8 mg/ml. Se afiadié una disolucion de Na,CO3 120 mM y NaHCO3; 380 mM (pH 9,6) (denominada a
continuacion en el presente documento “tampén carbonato 0,5 M”) a 500 pl de la disolucion de HRP (2 mg) en una
cantidad de un tercio de la misma en volumen, se afadieron a la misma 500 pl del anticuerpo monoclonal anti-
megalina humana mencionado anteriormente (4 mg) y se agité el producto resultante a temperatura ambiente
durante 2 horas. A continuacion, se afiadieron 50 pl de una disolucion de borohidruro de sodio (4 mg/ml) y se agité el
producto resultante en un bafio de hielo durante 2 horas. Se sometié el producto resultante a fraccionamiento con
sulfato de amonio (concentracion final: sulfato de amonio saturado al 50%) en un bafio de hielo durante 1 hora, y se
suspendio la fraccion precipitada y se disolvié en 1 ml de una disolucién de Tris 100 mM, NaCl 145 mM y BSA al 1%
(v/v) (pH 7,6) (denominada a continuacion en el presente documento “suspension de anticuerpo marcado”). Este
fraccionamiento con sulfato de amonio se llevé a cabo dos veces en total y se afiadié una disolucién de KH,PO, 2,8
mM, Na;HPO, 7,2 mM, NaCl 145 mM, BSA al 1% (p/v), fenol al 0,02% (v/v) y D-sorbitol al 40% (p/v) (denominada a
continuacion en el presente documento disolucion madre de anticuerpo marcado) a la disolucion del anticuerpo
marcado en una cantidad de tres cuartos de la disolucién del anticuerpo marcado (denominada a continuacion en el
presente documento disolucion madre de anticuerpo marcado). Se obtuvo el anticuerpo monoclonal anti-megalina
humana marcado con HRP. Hasta ahora se han elaborado muchos informes en cuanto al método de marcaje con
HRP, desde que Nakane, P. K. y Kawaoi, A. elaboraron el primer informe en 1974. Por tanto, hay bases sélidas para
usar esta técnica (Nakane, P. K., Kawaoi, A., 1974, J. Histochem. Cytochem. 22, 1084).

(5) Medicion de megalina humana en orina

Se usaron la placa de microtitulacién con anticuerpo monoclonal anti-megalina humana inmovilizado y el anticuerpo
monoclonal anti-megalina humana marcado con HRP mencionados anteriormente para medir megalina humana en
orina. Al comienzo, se mezclaron 90 pl de filtrado glomerular con 10 pl de una disolucion de Tris 2 M y acido
etilendiamino-N,N,N’,N’-tetraacético 0,2 M (a continuacién en el presente documento el “acido etilendiamino-
N,N,N’,N’-tetraacético” se abrevia como EDTA, pH 8,0) y se aplicaron 100 pl de la disolucion resultante a los pocillos
de la placa de microtitulacion en la que se ha inmovilizado el anticuerpo monoclonal anti-megalina humana. Se dej6
reposar el producto resultante a 37°C durante 1 hora, se eliminé a través de decantacion la disolucién de muestra de
orina que se habia aplicado a los pocillos, se aplic6 PBS-T a los pocillos de la placa de microtitulacién a
200 pl/pocillo y se elimind el PBS-T a través de decantacion, seguido por lavado. El proceso de lavado se llevé a
cabo tres veces. A continuacion, se afadié la disolucion de anticuerpo monoclonal anti-megalina humana marcado
con HRP (la disolucion madre anterior se diluyd hasta 10.000 veces con la disolucion del anticuerpo marcado
diluido) a 100 pl/pocillo. Se dejo reposar el producto resultante a 37°C durante 1 hora, se elimind a través de
decantacion la disolucion de anticuerpo marcado con HRP que se habia aplicado a los pocillos, se afadiéo PBS-T a
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los pocillos de la placa de microtitulacion a 200 pl/pocillo y se eliminé el PBS-T a través de decantacion, seguido por
lavado. El proceso de lavado se llevé a cabo tres veces. Posteriormente, se aplicé una disolucion de TMB (sistema
de sustrato de una etapa TMB: DAKO) a los pocillos como una disolucidon de sustrato para la reaccién de enzima
peroxidasa a 100 pl/pocillo y se dej6 reposar el producto resultante a 25°C durante 30 minutos. Inmediatamente a
continuacion, se afiadio el terminador de reaccion a la disolucidon de sustrato en los pocillos a 100 pl/pocillo para
terminar la reaccion enzimatica en los pocillos. A continuacién, se midio la absorbancia de los pocillos y se designo
el valor obtenido restando la absorbancia a 630 nm de la obtenida a 450 nm como un indicador para la evaluacion
de medicion de megalina humana en la orina. Como muestra de referencia para la curva de calibracion, se usé
megalina humana que se us6 como antigeno inmunolégico en el momento de la preparacién de un anticuerpo
monoclonal anti-megalina humana y los resultados del andlisis se muestran en la tabla 1 y en la figura 2. Los
resultados de la medicion clinica real de megalina humana en la orina se muestran en la tabla 2, figura 3 y figura 4.
Como resultado, se encontré que la cantidad de megalina humana excretada a la orina era significativamente mayor
en pacientes con enfermedades renales y en futuros pacientes de enfermedades renales, en comparacion con los
individuos sanos (figuras 3 y 4). Los resultados de las pruebas de aclaramiento de creatinina en cuanto a la cantidad
de megalina excretada a la orina también fueron similares. Esto indica que la concentracién en el momento de la
excrecion urinaria no importaria (figuras 3 y 4). La presente invencion proporciona un método para medir megalina
humana que puede realizarse de una manera mas sencilla dentro de un periodo de tiempo mas corto de lo que es
posible con técnicas convencionales y que también puede cuantificar megalina humana. Ademas, este método
permite el diagnostico de enfermedades funcionales que son especificas para células, tejidos u érganos, de una
manera dirigida al sitio en una fase temprana. Los resultados clinicos mostrados anteriormente apoyan
aparentemente tal caracteristica de la presente invencion.

Tabla 1
[megalina h] Curva de calibracion de ELISA para detectar megalina humana
(nM) n= n=2 n=3 Promedio D.E.
6,250 2,4356 2,4416 2,3576 2,4116 0,0469
3,125 1,2551 1,2596 1,2261 1,2469 0,0182
1,563 0,6288 0,6576 0,6358 0,6407 0,0150
0,781 0,3282 0,3296 0,3282 0,3287 0,0008
0,313 0,1341 0,1359 0,1370 0,1357 0,0015
0,156 0,0788 0,0917 0,0858 0,0854 0,0065
0,078 0,0582 0,0638 0,0727 0,0649 0,0073
0,031 0,0390 0,0503 0,0468 0,0454 0,0058
0,000 0,0465 0,0409 0,0431 0,0435 0,0028
Tabla 2
Elemento Creatinina en orina Megalina en orina
Método de medicion Método enzimatico: ELISA
Método de color
Fondo de N.° de muestra [Cre-0] D.O. (450 nm) — [Megalina] | Aclaramiento de
muestras D.0. (630 nm) creatitina
(mg/dl) (nM) (nmol de
megalina/g de
Cre)
Diabetes D-1 117,96 0,241 0,513 0,435
D-2 68,16 0,110 0,168 0,246
D-3 102,53 0,102 0,146 0,142
Nefropatia N-1 178,52 2,472 6,398 3,584
N-2 33,55 0,459 1,088 3,243
N-3 41,24 0,161 0,302 0,732
N-4 78,29 0,110 0,168 0,215
N-5 36,97 0,129 0,218 0,590
Sindrome M-1 302,32 0,169 0,323 0,107
metabdlico M-2 59,56 0,086 0,104 0,175
Individuos H-1 44,11 0,061 0,038 0,086
sanos H-2 92,72 0,082 0,094 0,101
H-3 134,72 0,056 0,025 0,019
H-4 123,59 0,063 0,044 0,036
H-5 104,31 0,052 0,015 0,014
H-6 96,64 0,050 0,009 0,009

Lista de secuencias

<110> UNIVERSIDAD DE NIIGATA \201G DENKA SEIKEN Co., Ltd.
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<120> Método para detectar megalina humana

<130> PH-3116-PCT

<150> documento JP 2006-089306
<151> 28-03-2006

<160> 2

<170> Patentln Ver. 2.1

<210> 1
<211> 13968
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

atggatcgcg
gcgccggeca
atccctgecag
ggctgegetg
atccccaget
caagattgct
atcccaagtg
gactgccagt
agtcagaagt
gagatatgct
gtctgtgacc
acctgcggtg
tgtgatggag
catgatgttc
tccatttata
actagtaccg
tgccatgaga
aatgacagce
aagtgtgaaa
cgtggacagt
ggtcgggatt
cagaatcgtg

acagacaccg
gttctcaatg
atctatctag
cgggttaccce
gttggttatt
gcattcatgg
ggggtaactc
attgaaactg
attcctcatce
aagatggccg
gcttcectga
aatccgtgta
gataatgatg
gagcgccact
gggatcccgt
tetttetttg
tcaaaacaca

aacagggtgg
acagactctc

ggccggeage
gtggccaaga
actggaggtg
ttgtgacctg
cctgggtgtg
cacaaagtac
aatacaggtg
acccaacatg
gtgattggaa
tgcacaatga
atgacaatga
gttaccagtt
aagatgactg
ataaatgttc
aagtttgtga
gaaaatactg
cgccgtatgg
gtacctgtgt
gecgacctgg
attgcaaagce
tgttaattgg
gagtggccgt
tgcaaaataa
tttctgttga
tggaaaccaa
ttataactga
tatttttcte
atggcagcaa
tggatatgat
taacttatga
cctttggagt
tgctgaaggce
ggccctatgg
aagataacaa
gtttgggttt
gcattgctgt
tcaccttgtce
tcgggattga
tgatttttaa
aaaatgttga
attacaagag

agtggcgtgce
atgtgacagt
tgatgggacc
ccagcagggc
tgaccaagat
atgctcaagt
cgaccacgtc
tgagcagett
agttgattgce
gttttcatgt
ttgccaagac
cacttgccecce
taaagataat
cccaagagaa
tgggatttta
tagtatgact
aggagcgtgt
tgagtttgat
ccgtcacctg
taatgattcc
tgatattcat
gggtgtggct
ggttttttca
aaccccagag
ggtcaaccge
aaacttgggg
agattgggag
ccgtaaagac
atcgaagcgt
tggaattcaa
aagcttattt
aaacaagttc
agtgactgtt
tgggggctgt
ccgttgcaag
tcagaatttc
tacccaggaa
ttttgacgee
gcaaaagatt
aagtttggct
tatcagtgtc

acgctgctce
gcgcatttte
aaagactgtt
tatttcaagt
caagactgtg
catcagataa
agagactgcc
acttgtgaca
agggactcct
ggcaatggag
ggcagtgatg
agtggccgat
ggagatgaag
tggtcttgece
gattgcccag
ctgtgctcetg
ttttgtccece
gattgccaga
tgccactgtg
tttggcgagg
ggaaggagct
ttcecactate
gttgacatta
aacctggctg
atagatatgg
catcctagag
agcctttctg
ttggtgaaaa
gtttactggg
aggaagactg
gaaggtcagg
acagagacca
taccattccce
gagcaggtct
tgcacattcg
ctcatttttt
gatgtcatgg
caggacagea
gatggcacag
tttgattgga
atgaggctag
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tggctctcgt
gctgtggaag
cagatgacgc
gccagagtga
atgatggctc
catgctccaa
ccgatggage
atggggcctg
cagatgaaat
agtgtatccce
aacatgcttg
gcatttatca
atggatgtga
cagagtcggg
gaagagaaga
ccttgaactg
caggttatat
tatggggaat
aagaagggta
cctccattat
tccggatccet
acctgcaaag
atggtttaaa
tggactgggt
taaatttgga
gaattgccgt
gggaacctaa
caaagctggg
ttgactcteg
tagttcatgg
tgttctttac
acccacaagt
tcagacagce
gtgttctcag
gcttccaact
catcccaagt
ttccagttte
ctatcttttt
gaagagaaat
tttcaaagaa
ctgataaaac

cgcctgecta
tgggcattgce
ggatgaaatt
gggacaatgc
agatgaacgt
tggtcagtgt
tgatgagaat
ctataacacc
caactgcact
tcgtgcttat
caactatccg
aaactgggtt
aagcggtcct
acgatgcatc
tgaaaacaac
ccagtaccag
catcaaccac
ttgtgaccag
tatcttggag
cttctccaat
agtggagtct
agttttttgg
tatccaagag
taataataaa
tggaagctat
ggacccaact
gctggaaagg
atggccetgcet
gtttgattac
aggctcccte
agattggaca
gtactaccag
ctatgctacc
ccacagaaca
ggatacagat
tgctattegt
ggggaatcct
ttcagatatg
tctecgecagcect
tctctattgg
gagacgcaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460



gtagttcagt
ttcttcactg
ctcttgectg
gcttcacgat
ggtttagaca
atctttggag
aaagcagatg
aaatcgtatg
aacggtgact
ccttatggaa
ccacccacgg
aattactatc
ggcacactta
cctgecacact
tgccccacce
tgtatctcaa
aagaactgca
tgtattgacc
gttggttgtg
attggegtca
ggctgtccaa
ggtatctgca
gatgagcaca
ggaaactgca
gatgagaagqg
ggccataaca
gggacagatg
actcacgagt
cttgccaatg
agccagcecact
ttagaaagtg
gcaagtcaga
ttggtcgaga
ttttggtctg
agagtggtat
cgtaatcttt
agccacagga
cccagaatga
cgagccagca
tgcggcttaa
tacatggact
attatacggc
gctactegtce
tataatattc
gtgaatccat
catttttact
ttgagagatg
cttaatcctg
ttagatgttg
attcacagag
gggccttcta
agaactcagt
attgccaatg
gctcgtggga
gccagtgcta
ctggagtgtg
ggagtgattg
tcccaccect
gaggtcattg
gttccaaatc
ggctgtagca
ttttectgeg
tataactctt

atttaaataa
attggttccg
taataaacac
tgtactgggt
gaagaagact
agcatttatt
gtggagaaat
atgtcaacat
gcagccactt
tgaggctggc
agcagtgtgg
tctgtgatgg
ataatacctg
ggcgctgtga
acgcacctgce
agaactgggt
attcgacaga
tatcgtttgt
tattaaactg
caaatcgttg
ccaggcctce
tccecgaactt
atgecctgtgt
tccacaggge
actgccctac

tectgtgtgaa

agtccccact
gtgttcaaga
attctaagac
gttacaatat
atgggaggac
acaaaattat
atggttctta
atgcaactca
ttgacagtag
actggacaga
ctgtgctgat
atgagcatct
tggacggcag
ctattgacta
tttgcgatta
acccctatge
gggttatgcg
aatggccecct
gtgcctttte
cctgtgtttg
atcaaccttt
aggtgaagag
aatttgatga
tgaagacaga
tgaacctggce
caatcgaggt
atgggacagc
agctgtactg
acatggatgg
tcactcttga
aaagaggaaa
ggggaattge
aaagagttga
tgaggggtct
acaacatgaa
cctgtgcecac
tcattgttgt
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cccacggtcg
tcctgctaaa
tactcttgga
agatgcctat
gggccatata
ttttactgac
gacagttate
ccagactggt
ctgcttceceg
ttccaatcac
cttattttce
agtcgatgat
ttcatectteg
caaacgcaac
ttcetgectt
ctgtgacaca
gacatgccaa
ctgtgatggt
tactgcttet
tgatggtgtt
tggtatgtge
ctgggaatgt
ccccaagact
atggctctgt
tcagceettt
tctgagtgta
ttgcaatggg
gccctttggg
ctgtgaagac
gagaggttct
ttgcaaagtt
tgcecgacagt
cattgtagcet
gggtaaaacc
catcatcttg
ctatgctctg
tagtaaaaac
actgttctgg
catgcgcact
ccccaacaga
taatggacac
cctaactctc
agccaacaag
tgggattgtt
ccgctgcagce
tccttcagga
cttaataact
caatgatgct
tgctgagcaa
tggcaccaac
cttagattgg
tttgacactc
tcttggagtt
gtcagaccaa
cacatctgtg
catcgaagag
cgtggatgga
agtccatgat
taaggccact
tcaagtttat
tgcctgtcag
tggatttaaa
ttcaatgctg

gtggtagtte
attatgagag
tggcccaatg
tttgataaaa
gagcagatga
tggagactgg
cgaagtggca
tctaacgect
gtgccaaatt
ttgacatgeg
tteccectgta
tgtcatgata
gcgttcaccet
gactgtgtgg
gacacccaat
gacaatgatt
cctagtcagt
gacaaggatt
caattcaagt
tttgattgeca
cactcagatg
gatgggcatc
tgceccttceat
gatcgggaca
cgctgtecta
gtgtgtgatg
aacagcetgcet
gctaaatgce
atagatgaat
ttccggtget
acagcatctg
gtcacctcce
gttgattttg
tggagtgegt
actgaaacta
gaaacaattg
ctaacaaatc
tctgactggg
gtcattgtcc
ctgectctact
catcggagac
tttgaagact
tggcatggag
gcggttcatce
catctctgce
tggagtctgt
gtaaggcaac
atggtcccca
tacatctatt
aggacagtat
atttcaagaa
cacggagata
ggctttccaa
ggaactgaca
aaaactctct
cagaaactct
acagatcgga
tctttecttt
ggggccaaca
cacagacgca
cagatttgcc
ctcaatcctg
tctgcaatca
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atccttttge
catggagtga
gcttggccat
ttgagcacag
cacatccgtt
gtgccattat
ttgcttacat
gtaatcaacc
tccagcgagt
agggggaccc
aaaatggcag
acagtgatga
gtggccatgg
atggcagtga
acacctgtga
gtggggatgg
ttaattgccecce
gtgttgatgg
gtgccagtgg
gtgacaactc
aatttcagtg
cagactgcct
catatttcca
atgactgecgg
gttggcaatg
gcatctttga
cagatttcaa
tatgtccatt
gtgatattct
cgtgtgatac
agagtctgct
aggtccacaa
attcaattag
ttcaaaatgg
ttgcaataga
aagtctccaa
caagaggact
gccaccaccece
aggacaagat
tcatggactc
aggtgatagc
ctgtgtactg

ggaaccagtc
cttcgaaaca

tgctttcctce
ctecctgatct
atataatttt
tagcagggat
gggttgaaaa
ttgecttetat
acctttattce
tcagatacag
ttggcataac

gtggggttcc
ttactgggaa

actgggcagt
tgatcctggt
attatactga
aaatagtctt
atgccgecga
tgcectgtace
ataatcggte
gaggctttag

cgggtatcta
cggatctcac
cgattgggct
cacctttgat
tggacttgcece
tcgagtcagg
actgcatttg
cacgcatcct

gtgtgggtge

aaccaatgaa
atgtgtgccc
gcaactatgt
ggagtgcatt
tgagcacaac
taatcaccag
atctgatgaa
caatcatcga
atctgatgag
ggataaatgt
ggatgaageg
ccaagaagat
ctatggatct
ctgtgacaac
ggatatgagt
gcagtgtctt
ctgccccaat
tggtggttgt
gggattctta
aggctcttgt
aggctacatg
gttacttgtg
tatctattca
tggtegtatce
aacggacaga
ttgggtaggt
aattgatggg
agcattagat
tcgcatcgag
cttctggecee
ctatcttgat
cagtgatttg
gactgaccgt
agttgtaatg
accaaattcc
acaggggcct
cctgaattgce
tggaatctcce
acagaatggt
tccaggtgaa
atctatggtg
taccaatcct
aaaaacattg
tgttgatcct
tgccaagatce
cctcgaacac
cactggaaga
acaccagctt
tgaacagtat
gagagataat
atcctcaaat
aggaggattg
ctgctctcca
cttggaattg

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
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240



tcagatcatt
gatgtggatg
gataatgcga
ggaataggag
ttcaccaatg
cgccgtgttce
aacagatacc
gactgtacca
gtggaccgaa
attcgtatca
tatggcatca
ttccaagceca
aactggctaa
gtcaacaaca
cctggattge
aattgtgcecca
ttacacttgg
gtcatgtctc
tctggagttg
attgcttcag
tattacagtg
actgtgatag
ctgtactggg
ttcegggtac
gaagaggacc
acgggegtgg
tatggccagt
tatgacgggt
aacactgttg
ggctgcagec
ggcaactggt
ggtgcatctt
aatgacaacg
tgctcaccga
gattactaca
aatgccacca
aatggtgtag
acttgccagt
ttgtgtgacg
actcacacat
tggtattgtg
cactctgagc
agcgaatgga
caccagtgtc
ccggacagga
ggctacgatg
ggttacggac
tatagcgacg
aacgggcgcet
tctgatgage
aagtgtgaca
ttggacaaca
ggctgcgatc
tacaagctca
tttgtctgta
ggctacctcc
ctcattttta
ctcatcttgg
ttgtattgga
aaggagacaa
tccagaaagce

ggtggacacc
gataatccca

cagaaaccat
tgtcctctgg
tccgtagaat
aaaatggagt
cctttgttte
ttcttaaagt
tcttetggge
atcgaacagt
gtgatggcta
atggagagaa
ctgtttttga
gcaaggaacc
gagatgtgac
acccttgett
acaccccaaa
tttcaacaga
accctgaaaa
tagactatga
gacagatttce
gtatagggac
actacctcaa
ccegegttee
ctgactggga
ccattgtgaa
ttetcetactg
atcgtgaagt
atatttactg
caggtcagat
tgaagaacca
atatctgtge
atttggccaa
ccttcacctg

actgtgggga
cagccttcac

atgactgtgg
cggagtttat
acaactgcca
ctggatacac
gagacaatga
gcagcagcag
atcaagaaac
gaacatgcct
tctgtgacgg
agaatcaaaa
ggtgcattcc
agaatcagaa
tgtgtatccc
agaggggctg
gcattagtaa
tgatgcacct
atgggcgetg
gcgatgagaa
acaactgcac
tgtctgacaa
gccagaagtg
gagaaccaga
gcaaccgtta
aaggactgga
ttgatacaca
tcataaacca
tctactggtt
gccgeatget
gaggacttgce
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ggtgececggtg
ctttatttat

taaaccagat

ccggggtatt
tgaaacactg

cacagtggac
tgactatggg
gcttgtgtca
cgtttattgg
ctctgaagtg
aaattctate
agagaacaca
catctttgac
ggaaaacaat
atgtgactgt
aaatttcctc
ccatagccca
cagtgtaagt
ctatgcecace
tgctgatgge
ccagatgatt
aaaaccaaga
tacacatgce
cagcagtctg
ggtggatgct
cattgtcaat
gactgacttg
tgcaatgacc
gaaacaacag
accaggtcca
caacaggaag
ctccaatggg
tggcagtgat
ctgtgcecaat
tgatggcagt
gtgcaataac
tgataataac
aaaatgtcat
ctgtggagat
tgagttccaa
agattgtttt
agctgatgag
tgataatgac
ctgctcecggat
ccagtcttgg
ttgcaccagg
aaagatattc
cttataccag
aaccttcgtc
gtgccacacc
catcgagatg
aggctgtggce
agacacctta
gcggacttgt
tgagaatgta
tggaaagacc
ctatttgaga
caatgttgtg
gaggcaagtc
cagactacca
ggatgccege
ggcccageac
ccttcaccct

gcaggccaag

tggtgtgatt
ggatcttctc

gcagtggatt
atagaagttc
atgcctaggce
cagagaccaa
gagggcattg
gttgatgatt
attcgttatg
atatgggtag
gagccaccca
aagcaagtce
gagtgggtgcet
gectttggga
atctttgect
cctttccaaa
gatagaatct
ctgtcttcag
attgectttg
aattccatgg
gcaattgtgt
aaaatcgaga
gtcatgccca
agtctgcaga
gcagcegtte
tacacacaaa
acaaatttge
tgtaacaatc
aatggtgccg
cactgcattg
cgetgeatet
gagatggaaa
gggcgatgtg
gatgaggcag
agaaggtgca
acttcagatg
aattcaaata
aacagtgatg
tgcgcatctg
gatgcctctg
ttcaagtgtg
tgtggggata
tccgagtttce
gtctgtgatg
agaacttgct
aggtgtgacc
acttgccaac
tgtgatgagg
ccagaaccca
atgaaactct
attaatgaat
accagtttct
gttgatattg
ataggctcct
tgccggcaaa
aatttaacta
gcattagatt
attgagagaa
gctgcagaaa
ctggatggce
tgtgtggatg
caatatgggt
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gacgaaacgce
ttagcagctc
tgatgaacat
gggtagcagg
tgcggatcaa
atattgttgt
agattgagcg
tcacaccacg
ctttagatat
gcagtcgtta
ataggaattt
cagtgataag
agccccggte
ctcatctcetg
ccctgcaaag
tgtctaattc
caataaatgt
acttcacaca
ggatccatac
actggattac
ctgaagatgg
tagatccctg
gagccacatt
gtgggctgac
ggattgaacg
atgecttttgg
gaatttaccg
tctcecagec
cttgtgaaca
agtgccagtg
tggacaatgg
cggaagagtg
gtgtctgtge
tccaatacte
ggtgcctgtt
tacctegtga
agaaaaattg
tttgtattce
aaaaccctac
ggcgctgtat
atgaacctgc
atggtgggag
tgagtgacga
tctgtgtaaa
gcgatgtgga
ctgaaaatga
ggcacaatga
agaatcagtt
ataatgactg
cgtgtccace
gcaaccacct
gccatgaccce
attgttcctg
atgaatgcac
acatctgtaa
acagtaacat
tagatggcta
ttgaccgagt
tgtttctgaa
gtctggetgt
tctttgtcte
ccaacaacac
acctctactg

actgcatgtg
agtggcatct
tgtgacacat
aaatctttat
tactacttac
agatcccaag
ttctttectt
gggcttggca
aattgcaagg
cccaactcet
gaaaaagatc
agacaatatc
accagcagag
ctttgctcectg
tgatggcaag
cttgagaagc
ggaaagaact
aaatttagcec
tccaactgtce
tagaagaatt
gtctaaccge
ccaagggtac

gggaggaaac
tctggactat

cagcactctg
cttgactctc
agctaacaaa
caggggaatc
gtttaatggg
tccacatgag
tgaacgatgt
gaagtgtgat
acttcacacc
ttaccgetgt
cagggactgc
gtttatctge
ccctgatcge
tcgecgtttat
ttattgcacc
tcctcaacat
ctcttgtggt
gtgcatccca
ggataaaagg
tgacagacct
ttgtactgac
attcacctgt
ctgtggtgac
tacctgtcag
tggagacgga
tcacgagttc
agatgactgt
ttcaatcagt
tcgtcecctggt
agagatgcct
gtgtgcccca
cgaaccctat
tttttactce
agagaagaga
taagacaaac
agactgggtt
tgacctcaat
cttctgettt
ggcagactgg

6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
92480
9540
2600
2660
9720
9780
2840
2900
9960
10020



ggtcaccgeg
tccaccaagt
tgggcagatg
acggtgtatg
tattggacag
agacagacac
aggcagccca
ctcatcaage
caactgagtg
aacaatgaaa
ggctctgatg
agtgacggca
gggtctgatg
tgcgccaaca
gataactcag
cggtgtgcta
ggagaccact
ttcacagaat
ggtgtagatg
cctgtggggg
gggcaaaatg
gagagcgagt
tacaacgact
gaatattttc
gctgactgtt
tactgcecagg
tgtgatggcg
gttcectgta
gaggtgtgca
agaaaaccga
attccacatg
ggttgcaata
caattaaatg
gacagaacct
tgcagaaata
gaccgcecctg
aatgtccgaa
gaggaatata
gtgtattaca
cccaactttg
gtaatgcagce
gtcaagaata
tccactgacce
tggactgact
aacatcctgg
aatgaccgaa
gggactgata
gaagaccagt
gggcaaggaa
tttcatcaac
ctctgectte
gaggggagca
tgcaggtgca
tgtcetageg
ggaacaaccg
gcaattgcag
ctgccaagct
tcaggggcag
gacaggtcaa
tttgaaaacc
gtgactgtat
atagttccag
aatctcttca

catacattgg
tagagtggcce
cccacctggg
atggggcact
attggaatac
tggtgaacac
ttgtgagcaa
caggaggaaa
gcagcaccta
agtgcattcc
aactggccect
actgcaccag
aagaccgtct
aacgttgcat
atgaagacag
atggccgcetg
cggatgagcc
tcagctgcaa
actgcaggga
atttccgcetg
actgtggaga
ttcgatgtgt
gtggggacaa
agtgtacaag
tggatgcegte
ctactatgtt
atgatgactg
attcaccaaa
atggtgtgga
cccctaaacce
acaatgtgtg
aaggaaaaga
aaggaggatt
cctgtctaga
ccaaaggaag
gaaaacgatg
ttcgaaaata
tccaagetgt
ctgtgcgagg
aatccggecg
cagatggaat
aacgcattga
tggaccaacc
ggggaaagga
ttttcgagga
tctactggag
ggagagtcat
tatactggat
agaaagagaa
tcagatacaa
tgagacctgg
ccactgagtg
tgcacggagg
gctacaccgg
cagtagctgt
gattcttcca
taagcagtct
atcttaacat
tggcaatgag
caatgtactc
ctgaaaatgt
agacaaaccc
aacgaaaatc
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gagagtaggce
taatggcatc
ttacatagag
gcctcaccct
aaggacagtg
aacacacaga
tceetgtggt
agggttcact
ctgcatgcece
tatctggtgg
ttgccegeag
cccgcagact
tctttgtgag
cccagaatcc
ttcccactgt
catccegeag
cattgaagaa
aacaaattac
caacagtgat
taaaaatcac
taactcagat
caatcagcag
ctcagatgaa
tggacattgt
tgatgaagct
cgaatgcaaa
tggcgatggt
ccgtttcegg
tgactgtgga
ttgtacagaa
tgatgatgcc
aagaacatgt
tatctgcetce
tatcaatgaa
ttatgagtgt
tgcagctgag
taatctctca
tgattatgat
ggagggctct
caataatctt
agcagtggac
ggtggctaaa
agctgctatt
acctaaaatc
ccttggttgg
tgacttcaag
tgcaaaggaa
atctaaggaa
aacgctggta
taagtcagtg
aggatacage
tgatgcagce
aaattgctat
aaaatattgt
gctgttgaca
ctatagaagg
cgtcaagccce
ggatattgga
tgaagacttt
agccagagac
ggataataag
aacttcacca
taaacaaact

atggatggaa
accattgatt
tactctgatt
ttcgctatta
gaaaagggaa
ccatttgaca
accaacaatg
tgcgagtgtce
atgtgctcca
aaatgtgatg
cgcttctgece
ttatgcaatg
aatcaccact
tggcagtgtg
gccagcagga
gcctggaagt
tgcatgagct
cgctgcatcce
gagcaaggct
cactgcatcce
gaggaaaact
tgcattcccet
cgggactgtg
gtacacagtg
gattgtccca
aaccatgttt
tcagatgaag
tgtgacaaca
gatggaactg
tatgaatata
gatgactgtg
gctgaaaata
tgtacagctg
tgtgaacaat
gtctgtgetg
ggtagctctce
tctgagaggt
tgggatccca
aggtttggtg
gtgcaggaag
tgggttggaa
cttgatggaa
gctgtgaatc
gagtctgcct
ccaactggcce
gaggacgtta
gcaatgaacc
aagggagaag
gtgaaccctt
cccaaccttt
tgtgecctgte
atcgaactge
tttgatgaga
gaaatggcgt
atcctcttga
accggctece
tctgaaaatg
gtgtctggtt
gtcatggaaa
agtgctgtca
aattatggaa
gctgctgatg
accaactttg
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ccaacaagtc
acaccaatga
tggagggcca
ccatttttga
acaaatatga
tccatgtgta
gtggctgtte
cagatgactt
gcacccagtt
gacagaaaga
gactgggaca
ctcaccaaaa
gtgactccaa
acacatttaa
cctgccggee
gtgatgtgga
ctgcccatct
caaagtgggc
gtgaggagag
ctettegttg
gtgctceeeg
cgegatggat
agatgaggac
aactgaaatg
cacgectttee
gtatccegee
aacttcacct
atcgctgecat
atgagacaga
agtgtggcaa
gtgactggtc
tatgcgagca
ggttcgaaac
ttgggacttg
atggcttcac
ctttgttgcet
tctcagagta
aggacatagg
ctatcaaacg
ttgacctgaa
ggcatattta
ggtacagaaa
ccaaactagg
ggatgaatgg
tttctatcga
ttgaaaccat
cttacagcct
tatggaaaca
ggctcactca
gcaaacagat
cccaaggcete
ctatcaacct
ctgacctecce
tttcaaaagg
tcgtcgtaat
ttttgcectge
ggaatggggt
ttggacctga
tggggaagca
aagtggttca
gtcccataaa

gaactcaggt
aaaatccaat

tgtgataatc
tctactctac
ccatcgacac
agacactatt
tggatcaaat
ccatccatat
tcatctctgce
ccgcaccctt
cctagtgeget
ctgctcagat
gttccagtgce
ttgcectgat
tgaatggcag
cgactgtgag
gggccecagttt
taatgattgt
ctgtgacaac
cgtgtgcaat
gacatgccat
gcagtgtgat

ggagtgcaca
ctgtgaccat

ctgccatcecet
cgatggatcc
tgatggtgca
atattggaaa
gtgcttggat
ttatagtcat
ggagcactgt
tgggcattgce
cgatgaactg
aaattgtacc
caatgttttt
tccecageac
gtctatgagt
actgcctgac
tcttcaagat
cctcagtgtt
tgcctacate
actgaaatac
ctggtcagat
gtggctgatt
gcttatgttc
agaggaccgc
ttatttgaac
aaaatatgat
ggacatcttt
aaataaattt
agttcgaatc
ctgcagccac
cagctttata
gccecececa
caaatgcaag
catctctceca
tggagctctg
tctgccecaag
gaccttcaga
gactgctatt
gcccataata
gccaatccag
cccttetgag
gacaaaatgg
ctatgcacag

10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
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atggagaacg agcaaaagga aagtgttgct gcgacaccac ctccatcacc ttcgetccecct 13860
gctaagccta agectcctte gagaagagac ccaactccaa cctattctgc aacagaagac 13920
acttttaaag acaccgcaaa tcttgttaaa gaagactctg aagtatag 13968

<210>2

<211> 4655

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Met Asp Arg Gly Pro Ala Ala Val Ala Cys Thr Leu Leu Leu Ala Leu
1 5 10 15

Val Ala Cys Leu Ala Pro Ala Ser Gly Gln Glu Cys Asp Ser Ala His
20 25 30

Phe Arg Cys Gly Ser Gly His Cys Ile Pro Ala Asp Trp Arg Cys Asp
35 40 45

Gly Thr Lys Asp Cys Ser Asp Asp Ala Asp Glu Ile Gly Cys Ala Val
50 55 60

Val Thr Cys Gln Gln Gly Tyr Phe Lys Cys Gln Ser Glu Gly Gln Cys
65 70 75 80

Ile Pro Ser Ser Trp Val Cys Asp Gln Asp Gln Asp Cys Asp Asp Gly
85 90 95

Ser Asp Glu Arg Gln Asp Cys Ser Gln Ser Thr Cys Ser Ser His Gln
100 105 110

Ile Thr Cys Ser Asn Gly Gln Cys Ile Pro Ser Glu Tyr Arg Cys Asp
115 120 125

His Val Arg Asp Cys Pro Asp Gly Ala Asp Glu Asn Asp Cys Gln Tyr
130 135 140

Pro Thr Cys Glu Gln Leu Thr Cys Asp Asn Gly Ala Cys Tyr Asn Thr
145 150 155 160

Ser Gln Lys Cys Asp Trp Lys Val Asp Cys Arg Asp Ser Ser Asp Glu
165 170 175

Ile Asn Cys Thr Glu Ile Cys Leu His Asn Glu Phe Ser Cys Gly Asn
180 185 190

Gly Glu Cys Ile Pro Arg Ala Tyr Val Cys Asp His Asp Asn Asp Cys
195 200 205

Gln Asp Gly Ser Asp Glu His Ala Cys Asn Tyr Pro Thr Cys Gly Gly
210 215 220

Tyr Gln Phe Thr Cys Pro Ser Gly Arg Cys Ile Tyr Gln Asn Trp Val
225 230 235 240

Cys Asp Gly Glu Asp Asp Cys Lys Asp Asn Gly Asp Glu Asp Gly Cys
245 250 255

Glu Ser Gly Pro His Asp Val His Lys Cys Ser Pro Arg Glu Trp Ser
260 265 270

Cys Pro Glu Ser Gly Arg Cys Ile Ser Ile Tyr Lys Val Cys Asp Gly
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Ile

Lys

305

Cys

Ile

Gln

His

Cys

385

Gly

Leu

Tyr

Phe

Ser

465

Ile

Asp

Trp
Gly
545

Gly

Thr

Leu

Leu

290

Tyr

His

Ile

Ile

Leu

370

Lys

Val

His

Ser

450

val

Tyr

Gly

Gly

Glu

530

Ser

Vval

Phe

Val

Phe

275

Asp

Cys

Glu

Asn

355

Cys

Ala

Asp

Glu

Leu

435

val

Glu

Leu

Ser

Ile

515

Ser

Asn

Thr

Asp

val

595

Glu

Cys

Ser

Thr

His

340

Gly

His

Asn

Leu

Ser

420

Gln

Asp

Thr

val

Tyr

500

Ala

Leu

Leu
Tyr
580

His

Gly

Pro

Met

Pro

325

Asn

Ile

Cys

Asp

Leu

405

Gln

Arg

Ile

Pro

Glu

485

Arg

val

Ser

Lys

Asp

565

Ile

Gly

Gln

Gly

Thr

310

Tyr

Asp

Cys

Glu

Ser

390

Ile

Asn

val

Asn

Glu

470

Thr

vVal

Asp

Gly

Asp

550

Met

Glu

Gly

Val

Arg

295

Leu

Gly

Ser

Asp

Glu

375

Phe

Gly

Arg

Phe

Gly

455

Asn

Lys

Thr

Pro

Glu

535

Leu

Ile

Thr

Ser

Phe
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280

Glu

Cys

Gly

Arg

Gln

360

Gly

Gly

Asp

Gly

440

Leu

Leu

val

Leu

Thr

520

Pro

val

Ser

val

Leu

600

Phe

Asp

Ser

Thr

345

Lys

Tyr

Glu

Ile

Val

425

Thr

Asn

Ala

Asn

Ile

505

val

Lys

Lys

Lys

Thr

585

Ile

Thr

Glu

Ala

Cys

330

Cys

Cys

Ile

Ala

His

410

Ala

Asp

Ile

Val

Arg

490

Thr

Gly

Leu

Thr

Arg

570

Tyr

Pro

Asp

Asn

Leu

315

Phe

Val

Glu

Leu

Ser

395

Gly

Val

Thr

Gln

Asp

475

Ile

Glu

Tyr

Glu

Lys

555

vVal

Asp

His

Trp

18

Asn

300

Asn

Cys

Glu

Ser

Glu

380

Ile

Arg

Gly

val

Glu
460

Trp

Asp

Asn

Leu

Arg

540

Leu

Tyxr

Gly

Pro

Thr

285

Thr

Cys

Pro

Phe

Arg

365

Arg

Ile

Ser

Val

Gln

445

val

val

Met

Leu

Phe

525

Ala

Gly

Trp

Ile

Phe

605

Lys

Ser

Gln

Pro

Asp

350

Pro

Gly

Phe

Phe

Ala

430

Asn

Leu

Asn

val

Gly

510

Phe

Phe

Trp

Vval

Gln

590

Gly

Met

Thr

Tyr

Gly

335

Asp

Gly

Gln

Ser

Arg

415

Phe

Lys

Asn

Asn

Asn

495

His

Ser

Met

Pro

Asp

575

val

Ala

Gly

Gln

320

Tyr

Cys

Arg

Tyr

Asn

400

Ile

His

val

vVal

Lys

480

Leu

Pro

Asp

Asp

Ala

560

Ser

Lys

Ser

val



Leu

625

Ala

Pro

Val

Cys

Ile

705

Gly

Ser

Ser

Lys

Asn

785

Thr

Thr

val

Ala

Ile

865

Ala

Ser

Met

Thr

Gly

610

Lys

Ser

Tyr

Cys

Lys

690

Ala

Ile

Gly

Thr

Ile

770

vVal

Asp

Arg

His

Lys

850

Asn

Ser

Thr

Thr

Asp

930

Glu

Ala

Leu

Ala

val

675

Cys

val

Pro

Asn

Ile

755

Asp

Glu

Ser

Arg

Pro

835

Ile

Thr

Arg

Phe

His

915

Trp

Met

Asn

Arg

Thr

660

Leu

Thr

Gln

Phe

Pro

740

Phe

Gly

Ser

His

Thr

820

Phe

Met

Thr

Leu

Asp

900

Pro

Arg

Thr

Lys

Pro

645

Asn

Ser

Phe

Asn

Thr

725

Ser

Phe

Thr

Leu

Tyr

805

val

Ala

Arg

Leu

Tyr

885

Gly

Phe

Leu

val

Phe

630

Tyr

Pro

His

Gly

Phe

710

Leu

Phe

Ser

Gly

Ala

790

Lys

val

Gly

Ala

Gly

870

Trp

Leu

Gly

Gly

Ile

615

Thr

Gly

Cys

Phe
695

Leu

Ser

Phe

Asp

Arg

775

Phe

Ser

Gln

Tyr

Trp

855

Trp

Vval

Asp

Leu

Ala

935

Arg
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Glu

Val

Lys

Thr

680

Gln

Ile

Thr

val

Met

760

Glu

Asp

Ile

Tyr

Leu

840

Ser

Pro

Asp

Arg

Ala

920

Ile

Ser

Thr

Thr

Asp

665

Asp

Leu

Phe

Gln

Gly

745

Ser

Ile

Trp

Ser

Leu

825

Phe

Asp

Asn

Ala

Arg

905

Ile

Ile

Gly

Asn

vVal

650

Asn

Asn

Asp

Ser

Glu

730

Ile

Lys

Leu

Ile

val

810

Asn

Phe

Gly

Gly

Tyr

890

Arg

Phe

Arg

Ile

Pro

635

Tyr

Asn

Asp

Thr

Ser

715

Asp

Asp

His

Ala

Ser

795

Met

Asn

Thr

Ser

Leu

875

Phe

Leu

Gly

val

Ala

19

620

Gln

His

Gly

Gly

Asp

700

Gln

val

Phe

Met

Ala

780

Lys

Arg

Pro

Asp

His

860

Ala

Asp

Gly

Glu

Arg

940

Tyxr

val

Ser

Gly

Leu

685

Glu

val

Met

Asp

Ile

765

Asn

Asn

Leu

Arg

845

Leu

Ile

Lys

His

His

925

Lys

Ile

Tyx
Leu
Cys
670

Gly

Arg

Val
Ala
750
Phe

Arg

Leu

Ser

830

Phe

Leu

Asp

Ile

Ile

910

Leu

Ala

Leu

Tyzx

Arg

655

Glu

Phe

His

Ile

Pro

735

Gln

Lys

VvVal

Tyr

Asp

815

val

Arg

Pro

Trp

Glu

895

Glu

Phe

Asp

His

Gln

640

Gln

Gln

Arg

Cys

Arg

720

Val

Asp

Gln

Glu

Trp

800

Lys

val

Pro

val

Ala

880

His

Gln

Phe

Gly

Leu



945

Lys Ser Tyr Asp

Pro
980

Pro Thr His

Gln
995

Asn Phe Arg

Asn His Leu Thr

1010
Gln Cys Leu
1025

Gly

Asn Tyr Tyr

Glu Gln Leu Cys

1060
Thr Cys Gly His
1075

Arg Asn Asp
1090

Cys

Ala Pro Ala

1105

Ser

Cys Ile Ser Lys

Gly Ser Asp Glu

1140

Gln Phe Asn Cys
1155

Asp Gly Asp Lys
1170

Leu Asn Cys Thr

1185

Ile Gly Vval

Ser Asp Glu Ala
1220

Asp Glu Phe
1235

Gln

Glu Cys Asp Gly
1250

Ala Cys Val
1265

Pro

Gly Asn Cys Ile

val

965

Asn

val

Cys

Phe

Leu Cys Asp Gly

1045

Gly

Gly
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950

Asn Ile Gln

Gly Asp Cys

Cys Gly Cys
1000

Glu Gly
1015

Asp

Ser Pro

1030

Phe
val
Thr Leu

Asn

Glu Cys Ile

1080

Thr

Ser

985

Pro

Pro

Cys

Asp Asp Cys
1050

Asn
1065

Pro

Val Asp Gly Ser Asp

Cys

Asn

1125

Lys

Pro

Asp

Ala

Thr Asn Arg Cys

1205

Gly

Cys

His

Lys

His

1095

Leu
1110

Asp Thr

Trp Val Cys

Asn

Asn His Arg

1160

Cys Val

1175
Ser Gln Phe
1190

Cys Pro

Gln Glu Asp

1240

Pro Asp Cys
1255

Thr Cys Pro
1270

Arg Ala Trp

Gln

Asp Thr Asp Asn
1130

1145

Cys

Lys

1225

Gly

Leu

Ser

Leu

Gly
970
His
Tyr

Thr

Lys

Thr

Ala

Glu

Tyr

Cys Asn Ser Thr Glu Thr

Ile

Asp Gly Ser

955

Ser Asn Ala

Phe Cys Phe

Gly Met Arg

1005

Asn Glu Pro

1020

Asn Gly
1035

Arg

His Asp

Cys Ser Ser

His Trp Arg

1085

His Asn Cys
1100

Thr Cys
1115

Asp

Asp

Cys

Asp Leu Ser

1165

Asp Glu Val
1180

960

Asn Gln

975

Cys

Pro
990

Val Pro

Leu Ala Ser

Pro Thr Glu

val Pro
1040

Cys
Asn Ser Asp
1055

Ser Ala Phe
1070

Cys Asp Lys

Pro Thr His

Asn His Gln
1120

Cys Gly Asp
1135

Gln Pro Ser
1150

Phe Val Cys

Gly Cys Val

Cys Ala Ser Gly Asp Lys Cys

Asp Gly Val
1210

Thr Arg Pro

Ile

Tyr

Ser Tyr Phe His Cys

Cys Asp Arg Asp Asn

1195

Phe Asp Cys
Pro Gly Met

Ile Pro
1245

Cys

Gly Ser Asp
1260

1275

20

1200

Ser Asp Asn
1215

Cys His Ser

1230

Asn Phe Trp

Glu His Asn

Asp Asn
1280

Asp Cys
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1285 1290 1295

Gly Asp Met Ser Asp Glu Lys Asp Cys Pro Thr Gln Pro Phe Arg Cys
1300 1305 1310

Pro Ser Trp Gln Trp Gln Cys Leu Gly His Asn Ile Cys Val Asn Leu
1315 1320 1325

Ser Val Val Cys Asp Gly Ile Phe Asp Cys Pro Asn Gly Thr Asp Glu
1330 1335 1340

Ser Pro Leu Cys Asn Gly Asn Ser Cys Ser Asp Phe Asn Gly Gly Cys
1345 1350 1355 1360

Thr His Glu Cys Val Gln Glu Pro Phe Gly Ala Lys Cys Leu Cys Pro
1365 1370 1375

Leu Gly Phe Leu Leu Ala Asn Asp Ser Lys Thr Cys Glu Asp Ile Asp
1380 1385 1390

Glu Cys Asp Ile Leu Gly Ser Cys Ser Gln His Cys Tyr Asn Met Arg
1395 1400 1405

Gly Ser Phe Arg Cys Ser Cys Asp Thr Gly Tyr Met Leu Glu Ser Asp
1410 1415 1420

Gly Arg Thr Cys Lys Val Thr Ala Ser Glu Ser Leu Leu Leu Leu Val
1425 1430 1435 1440

Ala Ser Gln Asn Lys Ile Ile Ala Asp Ser Val Thr Ser Gln Val His
1445 1450 1455

Asn Ile Tyr Ser Leu Val Glu Asn Gly Ser Tyr Ile Val Ala Val Asp
1460 1465 1470

Phe Asp Ser Ile Ser Gly Arg Ile Phe Trp Ser Asp Ala Thr Gln Gly
1475 1480 1485

Lys Thr Trp Ser Ala Phe Gln Asn Gly Thr Asp Arg Arg Val Val Phe
1490 1495 1500

Asp Ser Ser Ile Ile Leu Thr Glu Thr Ile Ala Ile Asp Trp Val Gly
1505 1510 1515 1520

Arg Asn Leu Tyr Trp Thr Asp Tyr Ala Leu Glu Thr Ile Glu Val Ser
1525 1530 1535

Lys Ile Asp Gly Ser His Arg Thr Val Leu Ile Ser Lys Asn Leu Thr
1540 1545 1550

Asn Pro Arg Gly Leu Ala Leu Asp Pro Arg Met Asn Glu His Leu Leu
1555 1560 1565

Phe Trp Ser Asp Trp Gly His His Pro Arg Ile Glu Arg Ala Ser Met
1570 ‘ 1575 1580

Asp Gly Ser Met Arg Thr Val Ile Val Gln Asp Lys Ile Phe Trp Pro
1585 - 1590 1595 1600

Cys Gly Leu Thr Ile Asp Tyr Pro Asn Arg Leu Leu Tyr Phe Met Asp
1605 1610 1615

Ser Tyr Leu Asp Tyr Met Asp Phe Cys Asp Tyr Asn Gly His His Arg

21



1620

Arg Gln Val Ile Ala Ser Asp Leu

1635

Thr Leu Phe Glu Asp Ser Val Tyr

1650

Val Met
1665

Tyr Asn Ile Gln Trp Pro

Asn Ser
1700

Gln Pro
Cys Leu Leu Ser
1715

Ser Gly Trp Ser
1730

Gln Pro Phe Leu
1745

Leu Asn Pro Glu Vval Lys

Ile Gln Asn Gly
1780

Tyr Trp Val Glu

1795

Thr Asn Arg Thr
1810

Asn Leu Ala
1825

Leu
Arg Thr Gln

Ser

Thr Leu
1860

Arg Lys
Pro Ile Gly Ile
1875

Asp Gln Gly Thr
1890

Met Asp Gly Thr
1905

Leu Glu

Val Thr Gly Arg Gly Val

1940

Arg Met

Arg Ala Asn Lys

1685

val

Ser

Leu

Ile

1765

Leu

Asn

val

Asp

Ile

1845

Ile

Thr

Asp

Ser

Cys Val Thr Leu Asp

1925

Ile Leu Val His
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1625

1640

1655
Trp His Gly
1670

Leu Gly Ile

Asn Pro Cys Ala

1705
Gln Gly Pro His
1720

Ser Pro Asp Leu
1735

Thr Val
1750

Arg Gln

Glu Phe
1785

Asp Val

Pro Gly Glu Ile

1800
Phe Ala Ile
1815

Ser

Trp Ile
1830

Ser Arg

Glu Val Leu Thr

Ala Asn Asp Gly

1865
Val Asp Pro Ala
1880
Val

Ser Gly Pro

1895
Leu

Val Thr

1910

Lys

Ile Glu

Ile Glu Arg

1945

Gln Leu Ser

Gly Asn
1675

val
1690

Ala

Phe Ser

Phe Tyr

Leu Asn

His Ile
1755

1770

Asp Asp

His

Ser

Asn Leu
1835

Leu His

1850
Thr Ala
Arg Gly
Ala
Phe Thr

1915

Glu Gln
1930
Gly Asn

His Pro

22

Ile Ile Arg His Pro

Trp Thr Asp Arg Ala

1660

Gln

val

1630

Tyr Ala Leu
1645

Thr Arg Arg
Ser Val Vval Met
1680

His Pro Ser Lys

1695

Arg Cys Ser His Leu

Ser

Cys
1740

Ile

Ser Asn Asp Ala Met Val

Ala

Arg Val Lys

Met Val Gly

1820

Tyr

Gly

Leu

Lys

Lys Ile Ala

1900

Gly Asn

Lys

val

1710

Cys
1725

vVal Cys Pro

Leu Arg Asp Asp

Phe Gly Ile Ser

1760

Pro Ile Ala Gly

1775

Glu Gln Tyr Ile
1790

Thr Asp Gly
1805

Pro Ser Met

Thr Asn Pro
1840

Ser

Asp Ile Arg Tyr

1855

Gly Val Gly Phe
1870

Leu
1885

Tyr Trp Ser
Ser Ala Asn
Leu Glu His

1920

Leu Tyr Trp Ala

1935

Asp Gly Thr Asp
1950

Trp Gly Ile Ala Val



1955

His Asp Ser Phe Leu Tyr
1970

Arg Val Asp Lys Ala Thr
1985 1990

Val Pro Asn Leu Arg Gly
2005

Glu Ser Ser Asn Gly Cys
2020

Cys Leu Pro Val Pro Gly
2035

Phe Lys Leu Asn Pro Asp
2050

Ile Val Val Ser Met Leu
2065 2070

Ser Asp His Ser Glu Thr
2085

Ala Leu His Val Asp Val
2100

Asp Phe Ser Ser Ser Val
2115

Pro Asp Gly Ser Ser Leu
2130

Asn Gly Val Arg Gly Ile
2145 2150

Phe Thr Asn Ala Phe Val
2165

Asn Thr Thr Tyr Arg Arg
2180

Arg His Ile Val Val Asp
2195

Tyr Gly Gln Arg Pro Lys
2210

Arg Thr Val Leu Val Ser
2225 2230

Val Asp Arg Ser Asp Gly
2245

Ile Ile Ala Arg Ile Arg
2260

Tyr Gly Ser Arg Tyr Pro
2275

Ser Ile Ile Trp Val Asp
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1960

T3

1965

Tyr Thr Asp Glu Gln Tyr Glu Val Ile Glu

1975

Gly Ala Asn Lys Ile
1995

Leu Gln Val Tyr His
2010

Ser Asn Asn Met Asn
2025

Gly Leu Phe Ser Cys
2040

Asn Arg Ser Cys Ser
2055

Ser Ala Ile Arg Gly
2075

Met Val Pro Val Ala
2090

Asp Val Ser Ser Gly
2105

Ala Ser Asp Asn Ala
2120

1980

Val Leu Arg Asp

Arg Arg Asn Ala
2015

Ala Cys Gln Gln
2030

Ala Cys Ala Thr
2045

Pro Tyr Asn Ser
2060

Phe Ser Leu Glu
Gly Gln Gly Arg
2095

Phe Ile Tyr Trp
2110

Ile Arg Arg Ile
2125

Asn
2000
Ala
Ile
Gly
Phe
Leu
2080
Asn

Cys

Lys

Met Asn Ile Val Thr His Gly Ile Gly Glu

2135

Ala Vval Asp Trp Val
2155

Ser Glu Thr Leu Ile
2170

Val Leu Leu Lys Val
2185

Pro Lys Asn Arg Tyr
2200

Ile Glu Arg Ser Phe
2215

Glu Gly Ile Val Thr
2235

Tyr Val Tyr Trp Val
2250

Ile Asn Gly Glu Asn
2265

Thr Pro Tyr Gly Ile
2280

Arg Asn Leu Lys Lys

23

2140

Ala Gly Asn Leu

Glu Val Leu Arg
2175

Thr Val Asp Met
21390

Leu Phe Trp Ala
2205

Leu Asp Cys Thr
2220

Pro Arg Gly Leu
Asp Asp Ser Leu
2255

Ser Glu Val Ile
2270

Thr Val Phe Glu
2285

Ile Phe Gln Ala

Tyr

2160

Ile

Pro

ASp

Asn

Ala

2240

Asp

Arg

Asn

Ser



2290

Lys Glu Pro Glu Asn Thr Glu Pro Pro Thr Val

2305

Asn Trp Leu Arg

Ser Pro Ala Glu

2340

Cys Ser His Leu

2355

Asp Cys Ala Phe
2370

Ser Thr Glu
2385

Asn

Leu His Leu Asp

Val Glu Arg Thr
2420

Ile Tyr Phe Thr

2435

Ala Thr Leu
2450

Ser

Ile Gly Thr
2465

Ala
Tyr Tyr Ser
Gly Ser Asn Arg

2500

Val Leu Asp Pro

2515

His Ala Lys
2530

Ile

Ile Val Asn
2545

Ser

Glu Glu Asp Leu

Arg Ser Thr Leu
2580

Vval His Ala Phe
2595

Asp Leu Tyr Thr
2610

Gly Gln Ile Ala

2295

2310

Asp Val
2325

Val Asn Asn Asn Pro

Cys Phe

Gly Thr Leu

2375
Phe Leu Ile
2390
Glu

Pro Asn

2405
val

Met Ser

Gln Asn Leu

Ser Gly Ile

2455
Asp Gly Ile
2470
2485

Thr Val Ile

Cys
Glu

2535

Ser Leu Val

2550

Leu Tyr
2565

Trp

Thr Gly

Gly Leu

Gln Arg Ile Tyr Arg Ala

2615

Met
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Thr Ile Phe Asp Lys

Ala Leu Pro

2360

Gln

Phe

His

Leu

Ala

2440

His

Ala

Asp Tyr Leu Asn Gln

Ala

Gln Gly Tyr Leu

2520

Arg Ala Thr Leu

Met

val

Val Asp Arg Glu

Thr Leu Tyr Gly

2600

Thr Thr Asn Leu Leu

2300

Ile
2315

Gln
2330

Cys Leu Glu
2345

Gly Leu His

Ser Asp Gly Lys

2380

Ala Leu Ser Asn
2395

Phe

Ser Pro Pro

2410

Asp Tyr Asp Ser
2425

Ser Gly Val Gly

Thr Thr Val

2460

Pro

Phe Asp Trp Ile

2475

Met Ile
2490

Asn Ser

Arg Val
2505

Pro Lys

Tyr Trp Ala

Gly Gly Asn

2540
Leu

Pro Ser Gly

2555

Asp Ala Ser Leu

2570

val Ile

2585

Gln Tyr

Asn Lys
2620

Ser Gln

24

Arg Asp Asn Ile
2320

Val Gln Pro Arg
2335

Asn Asn Gly Gly
2350

Thr
2365

Pro Lys Cys

Asn Cys Ala Ile

Ser Leu Arg Ser

2400

Thr Ile Asn
2415

Gln
Val Ser Asp Arg
2430

Gln Ile Ser Tyr
2445

Ile Ala Ser Gly
Thr Arg Arg Ile
2480

Met Ala Glu Asp
2495

Pro Arg Ala Ile
2510

Asp Trp Asp Thr
2525

Phe Arg Val Pro

Thr Leu Asp Tyr

2560

Gln Arg Ile Glu

2575

Val Asn Ala Ala
2590

Ile Tyr Trp Thr
2605

Tyr Asp Gly Ser

Pro Arg Gly Ile



ES 2459 165 T3

2625 2630 2635 2640

Asn Thr Val val Lys Asn Gln Lys Gln Gln Cys Asn Asn Pro Cys Glu
2645 2650 2655

Gln Phe Asn Gly Gly Cys Ser His Ile Cys Ala Pro Gly Pro Asn Gly
2660 2665 2670

Ala Glu Cys Gln Cys Pro His Glu Gly Asn Trp Tyr lLeu Ala Asn Asn
2675 2680 2685

Arg Lys His Cys Ile Val Asp Asn Gly Glu Arg Cys Gly Ala Ser Ser
2690 2695 2700

Phe Thr Cys Ser Asn Gly Arg Cys Ile Ser Glu Glu Trp Lys Cys Asp
2705 2710 2715 2720

Asn Asp Asn Asp Cys Gly Asp Gly Ser Asp Glu Met Glu Ser Val Cys
2725 2730 2735

Ala Leu His Thr Cys Ser Pro Thr Ala Phe Thr Cys Ala Asn Gly Arg
2740 2745 2750

Cys Val Gln Tyr Ser Tyr Arg Cys Asp Tyr Tyr Asn Asp Cys Gly Asp
2755 2760 2765

Gly Ser Asp Glu Ala Gly Cys Leu Phe Arg Asp Cys Asn Ala Thr Thr
2770 2775 2780

Glu Phe Met Cys Asn Asn Arg Arg Cys Ile Pro Arg Glu Phe Ile Cys
2785 2790 2795 2800

Asn Gly Val Asp Asn Cys His Asp Asn Asn Thr Ser Asp Glu Lys Asn
2805 2810 2815

Cys Pro Asp Arg Thr Cys Gln Ser Gly Tyr Thr Lys Cys His Asn Ser
2820 2825 2830

Asn Ile Cys Ile Pro Arg Val Tyr Leu Cys Asp Gly Asp Asn Asp Cys
2835 2840 2845

Gly Asp Asn Ser Asp Glu Asn Pro Thr Tyr Cys Thr Thr His Thr Cys
2850 2855 2860

Ser Ser Ser Glu Phe Gln Cys Ala Ser Gly Arg Cys Ile Pro Gln His
2865 2870 2875 2880

Trp Tyr Cys Asp Gln Glu Thr Asp Cys Phe Asp Ala Ser Asp Glu Pro
2885 2890 2895

Ala Ser Cys Gly His Ser Glu Arg Thr Cys Leu Ala Asp Glu Phe Lys
2900 2905 2910

Cys Asp Gly Gly Arg Cys Ile Pro Ser Glu Trp Ile Cys Asp Gly Asp
2915 2920 2925

Asn Asp Cys Gly Asp Met Ser Asp Glu Asp Lys Arg His Gln Cys Gln
2930 2935 2940

Asn Gln Asn Cys Ser Asp Ser Glu Phe Leu Cys Val Asn Asp Arg Pro
2945 2950 2955 2960

Pro Asp Arg Arg Cys Ile Pro Gln Ser Trp Val Cys Asp Gly Asp Val

25



Asp Cys Thr

Cys Ser Glu
2995

Ile Phe Arg Cys

3010

Arg Gly Cys
3025

Asn Gly Arg Cys Ile

Cys Gly Asp Gly

Pro Thr Cys
3075

Glu Met Met
3090

Asp Glu Lys
3105

Gly Cys Asp

Cys Arg Pro

Ile Asp Glu
3155

Asn Val
3170

Ile

Glu Pro
3185

Asp

Leu Ile Phe

Tyr Phe Tyr

Asp Phe Asp
3235

Gln Val Ile
3250

Ile Asn His
3265

Ser Arg Lys

Ser Asp Leu

2965

Asp
2980

Asn Glu Phe Thr

Asp Arg His
3015

Leu Tyr Gln Thr

3030

Ser Llys

3045

Ser Asp Glu

3060

Pro Pro His Glu

Lys Leu Cys Asn

3095
Ile

Gly Cys Gly

3110
His Asn Thr
3125

Cys

Gly Leu

3140

Tyr Lys

Cys Thr Glu Met

Gly Ser Tyr Ile

3175
Gly Lys Thr
3190

Cys

Ser Asn Arg
3205

Tyr

Ser Leu Ile Leu

3220

Arg Val Glu Lys

-Glu Arg Met Phe
3255

Arg Leu Pro Ala
3270

Leu Tyr Trp Leu
3285

Asn Gly Gly His
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Gly Tyr Asp Glu Asn

Cys

3000

Asn

Cys

Thr

Leu

Phe

3080

His

Asn

Asp

Met

Pro

3160

Cys

Arg

Tyr

Glu

Arg

3240

Leu

Ala

Asp

Arg

2970

Gln Asn Cys
2985

Gly Tyr Gly Leu

Asp Cys Gly Asp

3020
Gln Gln Asn Gln
3035

Phe Val Cys Asp
3050

Met
3065

His Leu Cys

Lys Cys Asp Asn

Leu Asp Asp Cys

3100
Glu Cys His
3115

Asp

Thr Leu Thr
3130

Ser

Ser
3145

Asp Lys Arg

Phe Val Cys Ser

Lys Cys Ala Pro

3180
Gln Asn Ser Asn
3195

Leu Arg Asn Leu
3210

Gly
3225

Leu Asp Asn

Leu Tyr Trp Ile

Asn Lys Thr Asn

3260

Glu Ser lLeu Ala

3275

Ala Arg Leu Asp
3290

Arg Met Leu Ala

26

2975

Thr Arg Arg Thr
2990

Cys
3005

Ile Pro Lys

Tyr Ser Asp Glu

Phe Thr Cys Gln

3040
Glu Asp Asn Asp
3055

His Thr Pro Glu
3070

Gly
3085

Arg Cys Ile
Leu

Asp Asn Ser

Ser Ile Ser
3120

Pro

Phe Tyr Cys Ser

3135

Thr Cys
3150

Val Asp

Gln Lys
3165

Cys Glu

Gly Tyr Leu Arg

Ile Glu Pro Tyr

3200

Thr Ile Asp Gly
3215

Val Val Ala Leu
3230

Asp
3245

Thr Gln Arg

Lys Glu Thr Ile

Val Asp Trp Val

3280

Leu Phe Val
3295

Gly

Gln His Cys Val
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Asp Ala Asn Asn Thr Phe Cys Phe

3315

His Pro
3330

Tyr Ile
3345

Ser Thr Lys

Asp Leu Leu

Asp Leu Glu
3395

His Pro Phe
3410

Trp Asn Thr
3425

Arg Gln Thr

Tyr His Pro

Asn Gly Gly
3475

Phe Thr Cys
3490

Ser Thr Tyr
3505

Asn Asn Glu

Asp Cys Ser

Cys Arg Leu
3555

Gln Thr Leu
3570

Asp Arg Leu
3585
Cys Ala Asn

Asn Asp Cys

Arg Thr Cys

3350

Leu Glu
3365

Tyr
3380

Gly His

Ala Ile Thr

Thr Val
3430

Arg

3335

Ile
3415

Glu

3320

Gln Tyr Gly Tyr Leu Tyr

Gly Arg Val Gly Met Asp

Trp Pro Asn

Trp Ala Asp Ala His

His Arg His

3400

Phe

Lys

Leu Val Asn Thr Thr

3445

Tyr Arg Gln
3460

Cys Ser His

Glu Cys Pro Asp Asp Phe

Met Pro
3510

Cys

Lys Cys Ile

3525

Asp Gly
3540
Gln

Gly Phe

Cys Asn Ala

Leu Cys Glu

3590

Lys Arg Cys
3605

Glu Asp Asn
3620

Arg Pro Gly

Pro

Leu

3495

Met

Pro

Gln

His

3575

Asn

Ile

Ser

Gln

Ile

Cys

3480

Cys

Ile

Cys
3560
Gln

His

Pro

3305

3310

Asp Asn Pro Arg Gly Leu Ala Leu

Trp Ala Asp

Gly Thr Asn

3355
Gly Ile Thr
3370
Leu Gly
3385
Thr

Val Tyr

Glu Asp

Gly Asn Lys

3435

Trp
3340
Lys
Ile
Tyr
Asp

3420

Tyr

3325

Gly

Ser

Asp

Ile

Gly
3405

Thr Ile Tyr

Asp

His Arg Pro Phe Asp

3450

Val
3465

Ser Asn

Leu Ile Lys

Ser
3515

Trp Trp Lys
3530
3545

Ser Asp Gly

Asn Cys Pro

His Cys Asp

3595

Glu Ser Trp
3610

Pro

Pro

3500

Cys

Ser Asp Glu Leu Ala Leu Cys

Asn
Asp
3580

Ser

Gln

Asp Glu Asp Ser Ser

3625

Phe Arg Cys Ala Asn

27

Cys

Gly
3485

Arg Thr Leu Gln

Ser Thr Gln Phe

Asp

Pro

Cys

3565

Gly

Asn

Cys

His

His Arg Ala
Val Ile Ile
3360

Tyr Thr Asn
3375

Glu Tyr Ser
3390

Ala Leu Pro

Trp Thr Asp

Gly Ser Asn
3440

Ile His
3455

val

Gly Thr Asn

3470
Gly

Lys Gly

Leu Ser Gly

Leu Cys Ala

3520

Gly Gln Lys
3535

Gln
3550

Arg Phe

Thr Ser Pro

Ser Asp Glu

Glu Trp Gln

3600

Asp Thr Phe
3615

Cys Ala Ser
3630

Gly Arg Cys Ile



3635

Pro Gln
3650
Asp Glu Pro Ile Glu
3665
Phe Thr Glu Phe Ser
3685
Ala Val Cys Asn
3700

Gly

Gly Cys Glu Glu
3715

Arg

Asn His
3730

His Cys

Cys Gly Ser

3745

Asp Asn

Glu Ser

3765

Ile Cys Asp His Tyr
3780

Cys Glu Met Arg Thr
3795

His Cys
3810

Asp Ala
3825

Gln Ala Thr
3845

Tyr Cys

Pro Tyr Trp Lys Cys

3860

Glu Glu Leu His Leu
3875

Phe Arg Cys Asp Asn
3890

Gly Val Asp Asp Cys
3905

Arg Lys Pro Thr Pro
3925

Asn Gly His Cys Ile
3940

Cys Gly Asp Trp Ser
3955

Thr Cys Ala Glu Asn

Glu
3670
Cys

val

Thr

Asp
3750

Glu Phe Arg Cys

Asn

Cys

Val His Ser Glu Leu Llys

Ser Asp Glu Ala Asp Cys

3830

Met

Asp

Cys

Asn

Gly

3910

Lys

Pro

Asp

Ile
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3640

3655

Cys Met Ser Ser Ala
3675

Lys Thr Asn Tyr Arg
3690

Asp Asp Cys Arg Asp
3705

Cys His Pro Val Gly
3720

Ile Pro Leu Arg Trp Gln Cys Asp Gly Gln Asn

3735

Glu Glu Asn Cys Ala
3755

Val Asn Gln Gln Cys
3770

Asp Cys Gly
3785

Asp Asn

His Pro Glu

3800

Tyr Phe

Cys Asp Gly

3815
Pro Thr Arg

3835
Phe Glu

Cys Lys Asn

3850

Gly Asp Asp Asp
3865

Cys

Leu Asp Val Pro Cys

3880
Arg Cys Ser
3895

Ile Tyr

Asp Gly Thr Asp Glu

3915

Thr Glu
3930

Pro Cys Tyr

His Asp Asn Val
3945

Cys

Glu Leu Gly Cys Asn

3960

Cys Glu Gln Asn Cys

28

T3

3645

Ala Trp Lys Cys Asp Val Asp Asn Asp Cys Gly Asp His Ser

3660

His Leu Cys Asp Asn

3680

Cys Ile Pro Lys Trp

3695

Asn Ser Asp Glu Gln
3710

Asp Phe Arg Cys
3725

Lys

Asp
3740

Pro Arg Glu Cys Thr
3760

Ile Pro Ser Arg Trp
3775

Ser Asp Glu Arg Asp
3790

Gln Cys Thr Ser Gly
3805

Ser Ala Asp Cys Leu
3820

Phe Pro Asp Gly Ala
3840

His Val Cys Ile Pro

3855

Gly Asp Gly Ser
3870

Asp

Asn Ser Pro Asn

3885

Arg

His Glu
3900

Val Cys Asn

Thr Glu Glu His Cys

3920
Glu Tyr Lys Cys
3935

Gly

Asp Asp Ala Asp
3950

Asp

Lys Gly Lys Glu
3965

Arg

Thr Gln Leu Asn Glu



3970

Gly Gly Phe Ile
3985

Asp Arg Thr Ser
Cys Pro Gln His
4020

Ala Asp Gly Phe
4035

Ala Glu Gly Ser
4050

Arg Lys Tyr Asn
4065

Glu Glu Tyr Ile
Gly Leu Ser Val
4100

Gly Ala Ile Lys
4115

Asn Leu Val Gln
4130

Asp Gly Ile Ala
4145

Val Lys Asn Lys
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3975

Cys Ser
3990

Cys Thr

Cys Leu Asp Ile

4005

Cys Arg Asn Thr

Thr Met Ser

4040

Ser

Pro Leu
4055

Ser Leu

Leu Ser Ser Glu

4070
Gln Ala

Val Asp

4085

val Tyr Tyr Thr

Arg Ala Tyr Ile

4120

Glu Val Asp Leu
4135

Val Asp
4150

Trp Val

Arg Ile Glu Val

4165

Lys Trp Leu Ile
4180

Asn Pro Lys Leu
4195

Lys Ile Glu Ser
4210

Phe Glu Asp Leu
4225

Asn Asp Arg Ile

Ser Thr Asp Leu

Met Phe
4200

Gly Leu

Ala Trp Met Asn

4215

Gly Trp Pro Thr
4230

Tyr Trp Ser Asp

4245

Ile Lys Tyr Asp
4260

Asn Pro Tyr Ser
4275

Lys Glu Lys Gly
4290

Lys Glu Lys Thr

Gly Thr Asp Arg

Leu Asp Ile Phe

4280
Glu Val Trp Lys
4295

Leu Val Val Asn

3980

Ala Gly Phe Glu

3995

Asn Glu
4010

Cys Glu

Lys Gly Ser

4025

Tyr

Asp Arg Pro Gly

Leu Leu Pro Asp

4060

Arg Phe Ser Glu
4075

Tyr Asp
4090

Trp Asp

Val Arg
4105

Gly Glu

Pro Asn Phe Glu

Lys Leu Lys Tyr

4140

Gly Arg His Ile
4155

Ala Lys Leu
4170

Asp

Asp Gln Pro Ala

4185
Trp Thr

Asp Trp

Gly Glu Asp Arg

4220

Gly Leu Ser Ile
4235

Phe Lys Glu
4250

Asp

Arg Val Ile Ala

4265

Glu Asp Gln Leu

Gln Asn Lys Phe

4300

Pro Leu Thr

Trp

29

Thr Asn vVal Phe
4000

Gln Phe Gly Thr
4015

Glu Cys Vval Cys
4030

Lys
4045

Arg Cys Ala
Asn

val Arg Ile

Leu Gln Asp
4080

Tyr

Pro Lys Asp Ile

4095

Gly Ser Arg Phe
4110

Ser Gly Arg Asn
4125

Val Met Gln Pro
Tyr Trp Ser Asp
4160

Gly Arg Tyr
4175

Arg

Ala Ile
4190

Ala Val

Gly Glu Pro

4205

Lys

Asn Ile Leu Val

Asp Leu Asn

4240

Tyr

Val Ile Glu

4255

Thr

Lys Glu Ala
4270

Met

Tyr Trp Ile Ser

4285

Gly Gln Gly Lys

Gln Val Arg Ile
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4305 4310 4315 4320

Phe His Gln Leu Arg Tyr Asn Lys Ser Val Pro Asn Leu Cys Lys Gln
4325 4330 4335

Ile Cys Ser His Leu Cys Leu Leu Arg Pro Gly Gly Tyr Ser Cys Ala
4340 4345 4350

Cys Pro Gln Gly Ser Ser Phe Ile Glu Gly Ser Thr Thr Glu Cys Asp
4355 4360 4365

Ala Ala Ile Glu Leu Pro Ile Asn Leu Pro Pro Pro Cys Arg Cys Met
4370 4375 4380

His Gly Gly Asn Cys Tyr Phe Asp Glu Thr Asp Leu Pro Lys Cys Lys
4385 4390 4395 4400

Cys Pro Ser Gly Tyr Thr Gly Lys Tyr Cys Glu Met Ala Phe Ser Lys
4405 4410 4415

Gly Ile Ser Pro Gly Thr Thr Ala Val Ala Val Leu Leu Thr Ile Leu
4420 4425 4430

Leu Ile Val Val Ile Gly Ala Leu Ala Ile Ala Gly Phe Phe His Tyr
4435 4440 4445

Arg Arg Thr Gly Ser Leu Leu Pro Ala Leu Pro Lys Leu Pro Ser Leu
4450 4455 4460

Ser Ser Leu Val Lys Pro Ser Glu Asn Gly Asn Gly Val Thr Phe Arg
4465 4470 4475 4480

Ser Gly Ala Asp Leu Asn Met Asp Ile Gly Val Ser Gly Phe Gly Pro
4485 4490 4495

Glu Thr Ala Ile Asp Arg Ser Met Ala Met Ser Glu Asp Phe Val Met
4500 4505 4510

Glu Met Gly Lys Gln Pro Ile Ile Phe Glu Asn Pro Met Tyr Ser Ala
4515 4520 4525

Arg Asp Ser Ala Val lLys Val Val Gln Pro Ile Gln Val Thr Val Ser
4530 4535 4540

Glu Asn Val Asp Asn Lys Asn Tyr Gly Ser Pro Ile Asn Pro Ser Glu
4545 4550 4555 4560

Ile Val Pro Glu Thr Asn Pro Thr Ser Pro Ala Ala Asp Gly Thr Gln
4565 4570 4575

Val Thr Lys Trp Asn Leu Phe Lys Arg Lys Ser Lys Gln Thr Thr Asn
4580 4585 4590

Phe Glu Asn Pro Ile Tyr Ala Gln Met Glu Asn Glu Gln Lys Glu Ser
4595 4600 4605

Val Ala Ala Thr Pro Pro Pro Ser Pro Ser Leu Pro Ala Lys Pro Lys
4610 4615 4620

Pro Pro Ser Arg Arg Asp Pro Thr Pro Thr Tyr Ser Ala Thr Glu Asp
4625 4630 4635 4640

Thr Phe Lys Asp Thr Ala Asn Leu Val Lys Glu Asp Ser Glu Val
4645 4650 4655
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REIVINDICACIONES

Método para detectar nefropatia mediante la determinacién de una cantidad aumentada de megalina
humana en una muestra de orina usando un primer ligando que puede unirse a megalina humana y que se
une a un soporte solido y un segundo ligando que puede unirse a megalina humana, comprendiendo el
método permitir que la muestra reaccione con dicho primer ligando, permitir que la muestra reaccione con
dicho segundo ligando y medir el segundo ligando que se une a dicho soporte solido mediante formacion de
un complejo con megalina humana en la muestra y dicho primer ligando.

Método para detectar nefropatia segun la reivindicacion 1, en el que el primer ligando que puede unirse a
megalina humana y el segundo ligando que puede unirse a megalina humana son ambos anticuerpos.

Método segun la reivindicacion 2, en el que los anticuerpos son anticuerpos monoclonales anti-megalina
humana.

Método para detectar nefropatia mediante la determinacién de una cantidad aumentada de megalina
humana en una muestra de orina usando megalina humana o un fragmento parcial de megalina humana
que se une a un soporte solido y un ligando que puede unirse a megalina humana, comprendiendo el
método permitir que la muestra reaccione con dicho ligando, permitir que el producto reaccione con la
megalina humana que se une a un soporte sélido, medir el ligando que puede unirse a megalina humana
que se une a un soporte soélido y cuantificar la megalina humana en la muestra basandose en una
disminucion en un porcentaje del ligando que puede unirse a megalina humana que se une a un soporte
sélido.

Método para detectar nefropatia segun la reivindicacion 4, en el que el ligando que puede unirse a megalina
humana es un anticuerpo monoclonal anti-megalina humana.

Uso de megalina humana como marcador de deteccién de enfermedad para detectar nefropatia en el
método segun la reivindicacion 1.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Aclaramiento de creatinina (nmol de megalina/g de Cre-o)
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Fig. 3
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Fig. 4
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