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DESCRIPCION
Proteinas de fusion basadas en Notch3 humanas como inhibidores sefiuelo de la sefalizacién de Notch3

A lo largo de esta descripcion, se hace referencia a varias publicaciones por nimeros arabigos en paréntesis o por
autor y fecha de publicacion en paréntesis. Las citas completas de estas publicaciones pueden encontrarse al final
de la especificacion.

Antecedentes de la invencion
Desarrollo vascular

Durante la embriogénesis de mamiferos, la formacion del sistema vascular es un proceso temprano y esencial. En el
embrion, el desarrollo vascular se inicia con el hemangioblasto pluripotente derivado del mesodermo de la placa
paraxial y lateral. EI hemangioblasto tiene el potencial de diferenciarse bien en un progenitor hematopoyético o un
progenitor de células endoteliales, conocido como el angioblasto.

El desarrollo vascular empieza con un proceso conocido como vasculogénesis mediante el cual los angioblastos se
diferencian en células endoteliales y migran conjuntamente para formar el plexo vascular primitivo. Esta red vascular
inicial consiste en vasos que son homogéneos en tamafo y comprenden en su totalidad células endoteliales. El
plexo vascular se remodela entonces mediante angiogénesis.

La angiogénesis implica la aparicion de nuevos vasos, la migracion de estos vasos a regiones avasculares, y el
reclutamiento de células accesorias, pericitos y células de musculo liso (Gale y Yancopoulos, 1999). Las células de
musculo liso que se diferencian y forman las paredes de los vasos contractiles se originan de multiples progenitores
incluyendo células de la cresta neural, células mesenquimales e incluso células endoteliales (Owens, 1995). En los
adultos, la angiogénesis esta implicada en el desarrollo folicular, cicatrizacion de heridas, y procesos patolégicos
tales como angiogénesis tumoral y enfermedad cardiaca.

La familia Notch y ligandos Notch

Los estudios de Drosophila, C. elegans, pez cebra y mamiferos han demostrado que la ruta Notch es un mecanismo
de sefializacion evolutivamente conservado que funciona para modular numerosas decisiones del destino celular. La
sefializacion Notch se requiere para la formacion del patrén apropiado de células que se originan de las tres capas
germinales. Dependiendo del contexto celular, la sefalizacion Notch puede tanto inhibir como inducir la
diferenciacion, inducir la proliferacion, y estimular la supervivencia celular (Artavanis-Tsakonas et al., 1995; Lewis,
1998; Weinmaster, 1997). En Drosophila, una Unica proteina Notch se activa por dos ligandos, Serrate y Delta. En
mamiferos, estas familias se han expandido a cuatro genes Notch (Notch1, Notch2, Notch3 y Notch4) y cinco
ligandos, 2 semejantes a Serrate (Jagged1-2) y 3 Delta (D11, 3, 4) (Bettenhausen et al., 1995; Dunwoodie et al.,
1997; Gallahan y Callahan, 1997; Lardelli et al., 1994; Lindsell et al., 1995; Shawber et al., 1996a; Shutter et al.,
2000a; Uyttendaele et al., 1996; Weinmaster et al., 1992; Weinmaster et al., 1991). Durante la embriogénesis, los
receptores y ligandos Notch se expresan en patrones espaciales y temporales dinamicos. Sin embargo, no se sabe
si todos los ligandos activan todos los receptores.

Sefializacion y funcion de Notch

La sefalizacion Notch influye en muchos tipos diferentes de decisiones del destino celular proporcionando sefales
inhibidoras, inductoras o proliferativas dependiendo del contexto medioambiental (revisado en Artavanis-Tsakonas et
al., 1996; Greenwald, 1998; Robey, 1997; Vervoort et al., 1997). Esta funcién pleyotropica sugiere que Notch modula
multiples rutas de sefializacion de una manera espacio-temporal.

Consistente con la regulacion por Notch de decisiones del destino celular, tanto los receptores como los ligandos
son proteinas de la superficie celular con dominios transmembrana unicos (Figura 1). EI dominio regulador
extracelular de las proteinas Notch consiste en gran medida en repeticiones semejantes a EGF organizadas en
tandem que se requieren para la union del ligando (Artavanis-Tsakonas et al., 1995; Weinmaster, 1998). En el
extremo C terminal de las repeticiones semejantes a EGF se encuentran tres repeticiones ricas en cisteina
adicionales, designadas las repeticiones LIN12/Notch (LNR) (Greenwald, 1994). Aguas abajo de LNR se encuentra
la secuencia de escisidon proteolitica (RXRR) que es reconocida por una convertasa semejante a furina. Para
Notch1, la escision en este sitio rinde un péptido extracelular de 180 kilodaltons y un péptido intracelular de 120
kilodaltons que se mantienen juntos para generar un receptor heterodimérico en la superficie celular (Blaumueller et
al., 1997; Kopan et al., 1996; Logeat et al., 1998).

El dominio intracelular de Notch (NotchICD, Figura 1), rescata los fenotipos de pérdida de funcidon de Notch lo que
indica que esta forma de Notch produce la sefial constitutivamente (Fortini y Artavanis-Tsakonas, 1993; Lyman y
Young, 1993; Rebay et al., 1993; Struhl et al., 1993).

El dominio citoplasmico de Notch contiene tres dominios identificables: el dominio RAM, el dominio de repeticion de
anquirina y el dominio PEST C terminal (Figura 1). Después de la activacion por el ligando, Notch experimenta dos
escisiones proteoliticas adicionales que resultan en la liberacion del dominio citoplasmico (Weinmaster, 1998). Este
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péptido Notch se transloca al nucleo e interacciona con los represores transcripcionales conocidos como CSL (CBF,
Su (H), Lag-2) y lo convierte en activador transcripcional. La interaccion CSL/Notch depende de la presencia del
dominio RAM de Notch; mientras, la actividad transcripcional también requiere la presencia de las repeticiones de
anquirina (Hsieh et al., 1996; Hsieh et al., 1997; Roehl et al., 1996; Tamura et al., 1995; Wettstein et al., 1997). Los
estudios tanto in vivo como in vitro indican que los genes HES y Hey son dianas directas de la sefalizacion
dependiente de Notch/CSL (Bailey y Posakony, 1995; Eastman et al., 1997; Henderson et al., 2001; Jarriault et al.,
1995; Nakagawa et al., 2000; Wettstein et al., 1997). Los genes HES y Hey son represor transcripcional bHLH que
se unen al ADN en las cajas N (Nakagawa et al., 2000; Sasai et al., 1992; Tietze et al., 1992). Se ha propuesto que
Notch sefializa por una ruta independiente de CSL. De hecho, sélo es necesaria y suficiente la expresion del dominio
de repeticiéon de anquirina para algunas formas de sefializacion de Notch (Lieber et al., 1993; Matsuno et al., 1997;
Shawber et al., 1996b).

Finalmente, el dominio PEST se ha implicado en la velocidad de recambio de proteinas por una ruta dependiente de
SEL-10/ubiquitina (Greenwald, 1994; Oberg et al., 2001, Rogers et al., 1986; Wu et al., 1998; Wu et al., 2001). De
manera similar a los receptores, el dominio extracelular de los ligandos Notch también consiste en gran medida en
repeticiones semejantes a EGF organizadas en tandem (Figura 1). Aguas arriba de estas repeticiones se encuentra
una repeticion semejante a EGF divergente conocida como el DSL (Delta, Serrate, Lag-2) que se requiere para la
union del ligando y la activacion de los receptores (Artavanis-Tsakonas et al., 1995).

Senfializacion Notch y desarrollo vascular

Aunque se han identificado muchos de los genes que funcionan para inducir la vasculogénesis y angiogénesis, poco
se sabe acerca de como las decisiones del destino celular se especifican durante el desarrollo vascular. Varias de
las observaciones sugieren que la ruta de sefializacion Notch puede jugar un papel en la determinacion y formacion
de patrones del destino celular del sistema vascular.

Notch1, Notch4, Jagged1 y D114 todos se expresan en la vasculatura en desarrollo, mientras Notch3 se expresa en
las células del musculo liso accesorias (Krebs et al., 2000; Shuttler et al., 2000b; Uyttendaele et al., 1996; Villa et al.,
2001; Xue et al., 1999). Los ratones que carecen de Jagged1 son letales en el estadio embrionario y tienen defectos
vasculares graves (Xue et al., 1999). Los ratones nulicigotos para Notch1 son letales en el estadio embrionario y
mueren de defectos neuronales graves, pero también tienen defectos en la angiogénesis (Krebs et al., 2000;
Swalatek et al., 1994). Los ratones que carecen de Notch4 nacen y parecen normales, pero los embriones que han
perdido tanto Notch1 como Notch4 mueren en E9.5 de hemorragias graves y defectos en el patrén vascular
indicando que Notch1 y Notch4 pueden ser funcionalmente redundantes durante el desarrollo vascular (Krebs et al.,
2000). La expresidon exodgena de una forma activada de Notch4 en el endotelio también resultd en defectos
vasculares similares a los observados pata los ratones nulicigotos dobles Notch1/Notch4, sugiriendo que son criticos
niveles apropiados de la sefializacién Notch para el desarrollo apropiado de la vasculatura embrionaria (Uyttendaele
et al., 2001).

Tomados conjuntamente, los datos de ratones mutantes para los componentes de la sefalizacion Notch/Notch
descubren varios procesos dependientes de Notch incluyendo remodelado vascular, especificacion venosa arterial,
reclutamiento de células del musculo liso vascular y desarrollo de vasos de salida de flujo corazén/corazon.

Experimentos recientes han implicado a la sefializacion Notch en la especificacion de células endoteliales
arteriales/venosas. El analisis in situ de embriones E13.5 encontré que la expresién de Notch1, Notch3, Notch4,
D14, Jagged1 y Jagged2 estaba restringida a las arterias y estaba ausente en las venas (Villa et al., 2001).
Consistente con los datos de expresion, la disrupcion de la sefializacién de Notch en el pez cebra se asocié con la
pérdida del marcador arterial efrinaB2; mientras, la expresion ectopica de una forma activada de Notch dio lugar a
una pérdida en el marcador celular venoso EphB4 en la aorta dorsal (Lawson et al., 2001). Estos datos sugieren que
la sefializacion Notch puede ayudar a especificar los destinos celulares arteriales y venosos durante la angiogénesis.

Tomados conjuntamente, los datos de ratones mutantes para los componentes de la sefalizacion Notch/Notch
descubren varios procesos dependientes de Notch incluyendo remodelado vascular, especificacion venosa arterial,
reclutamiento de células del musculo liso vascular y desarrollo de vasos de salida de flujo corazén/corazon.

También se ha sugerido que la sefalizacion Notch funciona en el sistema vascular adulto. En los seres humanos, las
mutaciones con cambio de sentido en el dominio extracelular de Notch3 se correlacionan con el desarrollo de la
enfermedad vascular degenerativa, CADASIL (US 2003/186290 presentada el 2 de octubre, 2003 de Bach et al;
Caronti et al., 1998; Desmond et al., 1998; Joutel et al., 2000; Joutel et al., 1996). En un modelo de cicatrizacion de
heridas, se observé una expresion incrementada de Jagged1 en el borde de la herida endotelial que se estaba
regenerando, lo que sugiere que la sefalizacion Notch puede funcionar durante procesos de angiogénesis en el
adulto (Lindner et al., 2001). Tomados conjuntamente, estos datos apoyan que la sefializacion Notch funciona en
varias etapas criticas durante el desarrollo vascular: vasculogénesis, formacion de patrones
vasculares/angiogénesis, y especificacion arterial/venosa. Sin embargo, todavia deben elucidarse el o los
mecanismos moleculares por los que las rutas de sefializacién Notch influyen en estas diferentes etapas.
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Significancia

Shimizu et al. (J. Biol. Chem. 274(46): 32961-32969 (1999)) describen el uso de Notch1ECD/Fc, Notch2ECD/Fc y
Notch3ECD/Fc en estudios de unién. Sin embargo, Shimizu et al. no mencionan el uso de dichas proteinas para
inhibir la angiogénesis.

La Patente U.S. No. 6.379.925 presentada el 30 de abril, 2002 de Kitajewski et al. describe Notch4 murino. Sin
embargo, no describe proteinas de fusion basadas en Notch como se muestra en la presente solicitud.

WO 2006/047878 presentada el 11 de mayo, 2006 de Karsan y Leong, US 2006/030694 presentada el 9 de febrero,
2006 de Kitajewski et al. y US 2008/118520 presentada el 22 de mayo, 2008 de Li et al. describen proteinas y
proteinas de fusién basadas en Notch, respectivamente, y su uso en el tratamiento de enfermedades relacionadas
con Notch. Sin embargo, ninguna de ellas describe proteinas de fusién como se muestra en la presente solicitud.

Las proteinas Notch juegan papeles clave en las decisiones de desarrollo que implican la vasculatura, el sistema
hematopoyeético, y el sistema nervioso. Como tal, una comprension de su funcién es clave para entender como se
controlan las decisiones y compromiso del destino celular durante el desarrollo y en los tejidos adultos. Hasta la
fecha, varias publicaciones sobre disrupciones de genes Notch o ligando Notch han descrito fenotipos vasculares
proporcionando énfasis en que esta ruta es una parte fundamental de la maquinaria que guia el desarrollo vascular.
La actividad de Notch aberrante se ha ligado a patologias humanas; incluyendo tanto cancer como trastornos
vasculares (CADASIL). El analisis de Notch en la angiogénesis tumoral sélo ha empezado recientemente; sin
embargo, nuestro descubrimiento de dianas potenciales aguas abajo de Notch sugiere un papel en los procesos
patolégicos asociados con la angiogénesis. Por ejemplo, VEGFR-3 se ha ligado tanto a angiogénesis tumoral como
a linfangiogénesis tumoral. La expresion o funcion de varias otras dianas potenciales Notch también se ha ligado a
angiogénesis tumoral; incluyendo EfrinaB2, 1d3, Angiopoyetina 1, y PDGF-B. Una mayor comprensién sobre el papel
de estas dianas en las que funciona el gen Notch facilitara claramente el analisis futuro de Notch en las patologias
humanas.

Compendio de la invencion

La invencion se refiere a una proteina de fusiéon y al uso de ésta como se define en las reivindicaciones. Esta
descripcion se refiere generalmente a una proteina de fusidon que comprende un péptido sefial, repeticiones de EGF
1-X del dominio extracelular de la proteina receptora Notch3 humana en la que X es cualquier nimero entero de 12
a 34, y una parte Fc de un anticuerpo unido a ella.

Esta descripcion describe una proteina de fusion que comprende un péptido sefal, repeticiones de EGF 1-X del
dominio extracelular de la proteina receptora Notch3 humana en la que X es cualquier numero entero de 1 a 10, y
una parte Fc de un anticuerpo unido a ella.

Esta descripcion describe una proteina de fusiéon que comprende un péptido sefial, al menos 12 repeticiones de EGF
del dominio extracelular del receptor Notch3 humano, y una parte Fc de un anticuerpo unido a ella.

Esta descripcién describe una proteina de fusién que comprende un péptido sefal, repeticiones de EGF del dominio
extracelular de la proteina receptora Notch3 humana, en la que estan presentes al menos 12 repeticiones de EGF, y
una parte Fc de un anticuerpo unido a ella.

Esta descripcion describe la proteina de fusién descrita en la presente memoria para uso en un método para tratar
un tumor en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de la proteina de fusion descrita en la
presente memoria efectiva para tratar al sujeto, tratando de esta manera al sujeto que tiene un tumor.

Esta descripciéon describe la proteina de fusién descrita en la presente memoria para uso en un método para inhibir
la angiogénesis en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de la proteina de fusion descrita en
la presente memoria efectiva para inhibir la angiogénesis en el sujeto, inhibiendo de esta manera la angiogénesis en
el sujeto.

Esta descripcion describe la proteina de fusién descrita en la presente memoria para uso en un método para tratar el
cancer de ovario en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de la proteina de fusion descrita en
la presente memoria efectiva para tratar al sujeto, tratando de esta manera al sujeto que tiene cancer de ovario.

Esta descripcion describe el uso de la proteina de fusién descrita en la presente memoria para la preparacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento de un tumor en un sujeto.

Esta descripcion describe el uso de la proteina de fusion descrita en la presente memoria para la preparacion de una
composicion farmacéutica para inhibir la angiogénesis en un sujeto.

Esta descripcion describe el uso de la proteina de fusion descrita en la presente memoria para la preparacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento de cancer de ovario en un sujeto.
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Esta descripcion describe el uso de la proteina de fusién descrita en la presente memoria para la preparacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento de un trastorno metabdlico en un sujeto.

Esta descripcion describe la proteina de fusion descrita en la presente memoria para uso en un método para inhibir
la linfangiogénesis fisioldgica o linfangiogénesis patoldgica en un sujeto que comprende administrar al sujeto una
cantidad de la proteina de fusidn descrita en la presente memoria efectiva para inhibir la linfangiogénesis fisiolégica
o linfangiogénesis patoldgica en el sujeto.

Esta descripcion describe la proteina de fusidn descrita en la presente memoria para uso en un método para inhibir
la metastasis tumoral en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de la proteina de fusion
descrita en la presente memoria efectiva para inhibir la metastasis tumoral en el sujeto. Esta descripcion describe la
proteina de fusion descrita en la presente memoria para uso en un método para inhibir el crecimiento de un tumor
secundario en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de la proteina de fusién descrita en la
presente memoria efectiva para inhibir el crecimiento del tumor secundario en el sujeto.

Esta descripcion describe la proteina de fusién descrita en la presente memoria para uso en un método para inhibir
la coopcion de vasos sanguineos por un tumor en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de la
proteina de fusién descrita en la presente memoria efectiva para inhibir la coopcidon de vasos sanguineos por un
tumor en el sujeto.

Esta descripcion describe la proteina de fusién descrita en la presente memoria y un inhibidor del Factor de
Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) para uso en un método para tratar cancer en un sujeto que comprende
administrar al sujeto la proteina de fusion descrita en la presente memoria y un inhibidor del Factor de Crecimiento
del Endotelio Vascular (VEGF), cada uno en una cantidad efectiva para tratar el cancer en el sujeto.

Esta descripcion describe la proteina de fusion descrita en la presente memoria y un inhibidor del receptor de VEGF
para uso en un método para tratar cancer en un sujeto que comprende administrar al sujeto la proteina de fusion
descrita en la presente memoria y un inhibidor del receptor de VEGF, cada uno en una cantidad efectiva para tratar
el cancer en el sujeto.

Esta descripcion describe la proteina de fusién descrita en la presente memoria y un inhibidor del Factor de
Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) para uso en un método para tratar cancer en un sujeto que comprende
administrar al sujeto la proteina de fusidon descrita en la presente memoria y un inhibidor Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas (PDGF), cada uno en una cantidad efectiva para tratar el cancer en el sujeto.

Esta descripcion describe la proteina de fusion descrita en la presente memoria y un antagonista del receptor de
PDGF para uso en un método para tratar cancer en un sujeto que comprende administrar al sujeto la proteina de
fusion descrita en la presente memoria y un antagonista del receptor de PDGF, cada uno en una cantidad efectiva
para tratar el cancer en el sujeto.

Esta descripcion describe la proteina de fusiéon descrita en la presente memoria y un inhibidor de HER2/neu para
uso en un método para tratar cancer en un sujeto que comprende administrar al sujeto la proteina de fusion descrita
en la presente memoria y un inhibidor de HER2/neu, cada uno en una cantidad efectiva para tratar el cancer en el
sujeto.

Esta descripcion describe la proteina de fusién descrita en la presente memoria para uso en un método para tratar
cancer de mama en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de la proteina de fusion descrita en
la presente memoria efectiva para tratar el cancer de mama en el sujeto.

Esta descripcion describe el uso de la proteina de fusion descrita en la presente memoria para la preparacion de una
composicion farmacéutica para tratar cancer de mama en un sujeto.

Descripcion breve de las figuras
Figura 1

Esta Figura muestra la estructura esquematica de Notch y ligandos Notch: Notch1, Notch2, Notch3, Notch4, Jagged-
1, Jagged-2, semejante a Delta 1, semejante a Delta 3, semejante a Delta 4.

Figura 2

Esta Figura muestra el disefio esquematico de proteinas de fusion basadas en Notch (NotchECD/Fc). El dominio
extracelular de Notch1, Notch2, Notch3, o Notch4 que contiene las repeticiones de EGF se fusiona con la parte Fc
de un anticuerpo.

Figura 3

Esta Figura muestra un ensayo de co-cultivo para ensayar la actividad de las proteinas de fusion basadas en Notch.
Notch y los informadores transcripcionales que responden a Notch se expresan en una célula "que responde a
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Notch", HelLa. Los ligandos Notch, Jagged-1, semejante a Delta 1, o semejante a Delta 4 se expresan en una célula
"presentadora de ligando", 293. La expresion esta mediada por la transfeccion de poblaciones celulares individuales,
las células se co-cultivan, y se ensayan para actividad informadora dependiente de Notch.

Figura 4

Esta Figura muestra la actividad inhibidora de la proteina de fusién basada en Notch frente a la activacion de la
sefializacion Notch por la interaccion entre Notch y ligando Notch. La induccion de la sefializacion Notch se detecto
por co-cultivo tanto del tipo Notch1 como 3 de células que expresan ligando Notch y estas inducciones se inhibieron
por co-transfeccion de un vector que expresa la proteina de fusién basada en Notch en células que expresan
Notch1. Por lo tanto, las proteinas de fusiéon basadas en Notch pueden usarse como inhibidor de Notch tomando
como base la inhibicién de la interaccion entre Notch y ligando Notch.

Figura 5

Esta Figura muestra la expresion de la proteina de fusion basada en Notch1 (Notch1ECD/Fc) en 293. Panel A:
expresion en lisados celulares (lys) o secretada en el medio (sup). Panel B: expresion en lisados de 293 de
NECD/Fcs, como se lista.

Figura 6

Esta Figura muestra la activacion de la sefalizacion Notch en HUVEC infectadas con adenoviral que codifica VEGF-
165. La activacion de la sefalizacion Notch puede detectarse usando actividad promotora CBF1. La actividad
transcripcional del promotor CBF1 se activa por la uniéon de Notch-1C a CBF1. Medimos la actividad promotora
CBF1 en HUVEC que se infecté con adenovirus que codifica VEGF-165 a diferentes MOI. La induccién del promotor
CBF1 se detectoé claramente en HUVEC infectadas con Ad-VEGF, comparado con células infectadas con Ad-LacZ
de una manera dependiente de MOI. Estos datos mostraron que la sobreexpresién de VEGF podia activar la
sefializacion Notch en HUVEC.

Figura 7

Esta Figura muestra el efecto de las proteinas de fusidon basadas en Notch en la activacién inducida por VEGF de la
sefializacion Notch. La co-infeccion de la proteina de fusion basada en Ad-Notch con Ad-VEGF redujo claramente la
activacion de la actividad promotora de CBF1 inducida por la infeccién con Ad-VEGF solo. En el caso de infeccion a
40 MOI para cada adenovirus en el panel A, se detecté una inhibicion del 60% a las 24 horas y una inhibicién del
90% a las 48 horas después de la transfeccion del gen informador. Esta actividad inhibidora de la trampa Notch fue
dependiente de MOI de la proteina de fusiéon basada en Ad-Notch.

Figura 8

Esta Figura muestra un experimento en el que evaluamos el efecto de las proteinas de fusion basadas en Notch en
la induccién de gemacion por VEGF-165 sobreexpresado en HUVEC. Cuando HUVEC infectadas con Ad-VEGF se
cultivaron en gel de tipo colageno durante 8 dias, se indujo la gemacioén en el gel de colageno. Esta induccion de la
gemacion por VEGF sobreexpresado se inhibié claramente por coinfeccion de adenovirus que codifican proteinas de
fusion basadas en Notch. La proteina de fusion basada en Ad-Notch en si misma tuvo menos efecto en la
morfologia.

Figura 9

Esta Figura muestra el resultado del recuento de yemas por campo con microscopio. La infeccion con Ad-VEGF en
HUVEC increment6 el nimero de yemas dependiendo del MOI usado. Aunque se usé un medio de MOI de proteina
de fusion basada en Notch, comparado con Ad-VEGF, la gemacion inducida por Ad-VEGF se inhibio claramente.
Estos datos sugirieron que VEGF indujo la gemacion de HUVEC mediante la activacion de la sefalizacion Notch y
que la proteina de fusién basada en Notch pudo inhibir la gemacién inducida por VEGF.

Figura 10

Esta Figura muestra la secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de la proteina Notch1 de rata (SEQ ID
NO:1) y una secuencia conectora (SEQ ID NO:2).

Figura 11

Esta Figura muestra la secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de la proteina Notch2 de rata (SEQ ID
NO:3) y una secuencia conectora (SEQ ID NO:2).

Figura 12

Esta Figura muestra la secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de la proteina Notch3 de ratén (SEQ ID
NO:4).
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Figura 13

Esta Figura muestra la secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de la proteina Notch4 de ratén (SEQ ID
NO:5) y una secuencia conectora (SEQ ID NO:2).

Figuras 14A 'y 14B

Esta Figura muestra la secuencia de acido nucleico del dominio extracelular del gen de Notch1 de rata (SEQ ID
NO:6).

Figuras 15A 'y 15B

Esta Figura muestra la secuencia de acido nucleico del dominio extracelular del gen de Notch2 de rata (SEQ ID
NO:7).

Figuras 16A 'y 16B

Esta Figura muestra la secuencia de acido nucleico del dominio extracelular del gen de Notch3 de ratén (SEQ ID
NO:8).

Figuras 17Ay 17B

Esta Figura muestra la secuencia de acido nucleico del dominio extracelular del gen de Notch4 de raton (SEQ ID
NO:9) y la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO:10) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:2) de una
secuencia conectora.

Figuras 18A 'y 18B

Esta Figura muestra la secuencia de acido nucleico del dominio extracelular del gen de Notch1 humano (SEQ ID
NO:11).

Figuras 19Ay 19B

Esta Figura muestra la secuencia de acido nucleico del dominio extracelular del gen de Notch2 humano (SEQ ID
NO:12).

Figuras 20A y 20B

Esta Figura muestra la secuencia de acido nucleico del dominio extracelular del gen de Notch3 humano (SEQ ID
NO:13).

Figuras 21Ay 21B

Esta Figura muestra la secuencia de acido nucleico del dominio extracelular del gen de Notch4 humano (SEQ ID
NO:14).

Figuras 22A-22|

Estas Figuras muestran que VEGF activa la sefalizacion Notch para inducir la gemacion de HUVEC. Se
transdujeron HUVEC con Ad-VEGF a 40 MOI (Figs. 22A, 22H, 22I) 6 20 MOI (Figs. 22C, 22G). Ad-LacZ se co-
transdujo en HUVEC para conseguir la misma cantidad total de adenovirus 60 MOI (Fig. 22G), 80 MOI (Fig. 22A) y
100 MOI (Figs. 22H, 22I). La Figura 22A muestra el analisis por RT-PCR de la expresion de Notch y ligando Notch.
Los numeros muestran los ciclos de PCR. La Figura 22B muestra el efecto de VEGF transducido en la actividad
informadora CSL. La Figura 22C muestra el efecto de SU5416 en la actividad informadora CSL transactivado con
Ad-VEGF. La Figura 22D muestra la construccion de sefiuelo Notch (N1ECDFc). La Figura 22E muestra la secrecion
de N1ECDFc de HUVEC transducidas con Ad-N1ECDFc. La Figura 22F muestra el efecto de N1ECDFc frente a la
actividad informadora CSL inducida por ligando en un ensayo de co-cultivo (o: (-); m: 0,33 ng pHyTC-NIECDFc; m:
0,67 ng pHyTC-N1ECDFc). Las Figuras 22G-I muestran el efecto de N1ECDFc frente a HUVEC transducidas con
Ad-VEGF. La sefalizacion Notch se activé con la transduccion de Ad-VEGF en HUVEC en ausencia o presencia de
co-transduccion de Ad-N1ECDFc a la dosificacion indicada. La Figura 22G muestra el efecto de N1TECDFc en la
actividad informadora CSL transactivada por Ad-VEGF. La Figura 22H muestra la inhibicion de la gemaciéon de
HUVEC transducidas con Ad-VEGF con co-transduccion de Ad-N1ECDFc a 40 MOI. La Figura 22| muestra la
cuantificacion del efecto de NTECDFc en la gemacion de HUVEC transducidas con Ad-VEGF (o: bud; m: nimero de
células).

Figuras 23A-23J

Estas Figuras muestran que la sefalizacion Notch regula al alza la expresion de Flt1 para inducir la gemacion de
HUVEC. Se transdujeron HUVEC bien con Ad-LacZ o Ad-N1IC a 40 MOI. Las Figuras 23A-23C muestran el efecto
de inhibidores para las tirosina quinasas de receptores en la gemacion de HUVEC inducida por Notch. La Figura 23A

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2532405 T3

es una fotografia de la gemacion de HUVEC transducidas con Ad-N1IC tratadas con PD166866, ZD1893 a 1 uM y
SU5416 a 0,5 yM. La Figura 23B muestra la cuantificacion del efecto de los inhibidores a 1 uM (o: bud; m: nimero de
células). La Figura 23C muestra la dependencia de la dosis del efecto de SU5416 (o: bud; m: nimero de células).
Las Figuras 23D-E muestran la induccion de la expresion de Flt-1 en HUVEC transducidas con Ad-NIIC. La Figura
23D muestra el analisis por RT-PCR de la expresion del ARNm de Flt-1. La Figura 23E muestra el analisis W.B. de
la expresion de la proteina Flt-1. Las Figuras 23F-G muestran la estimulacion de la gemacion de HUVEC inducida
por Notch con estimulacion con P1GF. Se cultivaron HUVEC transducidas con Ad-N1IC en gel de colageno con
SFM, en lugar de medio completo, en ausencia o presencia de 50 ng/ml de P1GF. La Figura 23F muestra la
gemacion inducida por P1GF de HUVEC transducidas con Ad-N1IC (cabeza de flecha: yemas con filopodia Unica;
flecha: yemas con multiples filopodias). La Figura 23G muestra la cuantificacion del efecto de P1GF en la gemacion
de HUVEC transducidas con Ad-N1IC (o: multi; E: total). Las Figuras 23H-I muestran el efecto de la transfeccion de
siARN de Flt-1 en la expresién de Flt-1. Se transfectaron HUVEC transducidas con Ad-N1IC con 200 pmoles bien de
siARN control (CT) o de Flt-1. La Figura 23H muestra la reduccion de la expresion del ARNm de Flt-1. La Figura 23l
muestra la reduccion de la expresion de la proteina Flt-1. La Figura 23J muestra el efecto de la transfeccion de
siARN de Flt-1 en la gemacion de HUVEC inducida por Notch. Se transfectaron HUVEC transducidas con Ad-N1IC
bien con 100 6 200 pmoles de siARN y se cultivaron en gel de colageno durante 2 dias.

Figuras 24A-24E

Estas Figuras muestran que VEGF regula la actividad gelatinasa a través de la sefalizacion Notch por la regulacion
al alza tanto de MMP-9 como MT1-MMP. Las Figuras 24A-B muestran el analisis de zimografia en gelatina de la
actividad de MMP-9 y MMP-2 estimulada por VEGF en HUVEC. La Figura 24A muestra el efecto de NTECDFc en la
actividad de MMP-9. Se cultivaron HUVEC transducidas en gel de fibrina en el dia indicado (es decir, D2, D4, D6,
D8). También se obtuvieron resultados similares usando gel de colageno, aunque la induccion de MMP-9 fue mayor
en el gel de fibrina que en el gel de colageno (datos no mostrados). La Figura 24B muestra el efecto de N1ECDFc
en la actividad de MMP-2. Se transdujeron HUVEC con Ad-N1ECDFc a las dosis indicadas y se recogio el medio
condicionado de HUVEC cultivadas en gel de colageno en el dia 4. Las Figuras 24C-D muestran la regulacion al
alza de MMP-9 y MT1-MMP con sefializacion Notch. Se transdujeron HUVEC bien con Ad-LacZ o Ad-N1IC a 40
MOI. Los numeros muestran los ciclos de PCR. La Figura 24C muestra el analisis por RT-PCR del efecto de la
sefializacion Notch en la expresion de MMP-9 y MMP-2. La Figura 24D muestra la induccién de la expresion de
MT1-MMP tanto en el transcrito como la proteina con sefializacion Notch. La Figura 24E muestra el analisis por RT-
PCR de la expresion de MMP-9 y MT1-MMP en ad-VEGF-HUVEC con co-transduccion de Ad-N1ECDFc. Se
transdujeron HUVEC con Ad-VEGF en ausencia o presencia de co-transduccion con Ad-N1ECDFc a 40 MOI cada
uno. Se co-transdujo Ad-LacZ para conseguir la misma cantidad total de adenovirus a 80 MOI.

Figuras 25A-25D

Estas Figuras muestran el papel de la sefalizacion Notch e la angiogénesis in vivo dependiente de VEGF. Las
Figuras 25A-25D muestran la inhibicion de la angiogénesis inducida por VEGF con N1ECDFc en el ensayo DAS en
raton. Se muestran fotografias representativas. La Figura 25A muestra angiogénesis inducida subcutanea con
transfectante 293/VEGF frente a 293/VEGF que también expresa el sefiuelo Notch (proteina de fusion basada en
Notch) N1ECDFc. La Figura 25B muestra la cuantificacion del grado de vascularizacion inducido por 293/VEGF en
control, frente a 293 que expresan el sefiuelo Notch (proteina de fusién basada en Notch) NTECDFc. La Figura 25C
muestra la angiogénesis inducida subcutanea con células MDA-MB-231 infectadas con Ad-LacZ frente a células
MDA-MB-231 infectadas con Ad-N1ECDFc (proteina de fusion basada en Notch). Las células de cancer de mama
MDA-MB-231 producen VEGF (datos no mostrados). La Figura 25D muestra la cuantificacion del grado de
vascularizacion inducido por células MDA-MB-231 infectadas con Ad-LacZ frente a células MDA-MB-231 infectadas
con Ad-N1ECDFc (proteina de fusion basada en Notch).

Figuras 26A y 26B

Estas Figuras muestran la proliferacion de HUVEC transducidas con Ad-VEGF165. Se transdujeron HUVEC con Ad-
VEGF 165 a las dosificaciones indicadas. También se co-infecté Ad-LacZ para conseguir la misma cantidad total de
adenovirus a una MOI de 40 pfu/célula. Se suspendieron HUVEC en SFM suplementado con 1% FBS y se
plaguearon a 1 X 10* células/pocillo en placas multi-pocillo de 24 pocillos con 0,4 ml de medio. Después de 4 dias,
se determind el numero de células usando el kit CCK-8 y los resultados se indican como la proporcién del nimero de
células determinado respecto al numero de células control, que se transdujeron con Ad-GFP a una MOI de 40
pfu/célula. La Figura 26A muestra el efecto de VEGF transducido en la proliferacion. La Figura 26B muestra el efecto
inhibidor de SU5416. Se trataron HUVEC transducidas con Ad-VEGF con SU5416 a las dosificaciones indicadas.

Figuras 27Ay 27B

Estas Figuras muestran la induccion de yemas HUVEC en gel de colageno de tipo I. Se transdujeron HUVEC bien
con Ad-VEGF165 o AD-N1IC a las dosificaciones indicadas. También se co-infectdé Ad-LacZ para conseguir la
misma cantidad total de adenovirus a una MOI de 40 pfu/célula. Se cultivaron HUVEC transducidas en gel de
colageno con medio completo. La cantidad de gemacion se evalud bajo microcopio en el dia 7.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2532405 T3

Figuras 28A y 28B

Estas Figuras muestran el efecto de la alteracion de la sefializacion Notch en la proliferacién celular. Las células se
transdujeron con los adenovirus indicados. También se co-infecté Ad-GFP para conseguir la misma cantidad total de
adenovirus a una MOI de 60 pfu/célula. Después de 4 dias, se determiné el nimero de células usando el kit CCK-8 y
los resultados se indican como la proporcion del nimero de células determinado respecto al nUmero de células
control, que se transdujeron con Ad-GFP a una MOI de 60 pfu/célula. La Figura 28A muestra el efecto de N1IC y
proteina de fusién Notch transducidas en la proliferacion de HUVEC. Se suspendieron HUVEC transducidas en
medio completo y se plaquearon a 1 X 10* células/pocillo en placas multipocillo de 24 pocillos con 0,4 ml del medio
indicado (o: Ad-N1IC; m: Ad-N1ECDFc). La Figura 28B muestra el efecto de la proteina de fusién Notch en la
proliferacion de transfectantes KP1/VEGF. Los transfectantes transducidos KP1/VEGF se suspendieron en medio
RPMI 1640 y se plaquearon a 2 X 10* células/pocillo en placas multipocillo de 24 pocillos con 0,5 ml de medio.

Figura 29

Esta Figura muestra el analisis por RT-PCR de la induccion de la expresion de PIGF en HUVEC transducidas con
Ad-N1IC. Se infectaron HUVEC bien con Ad-LacZ o Ad-N1IC a una MOI de 40 pfu/célula. EI ARN total se aislé de
HUVEC transducidas cultivadas en gel de colageno durante 5 dias con medio completo.

Figuras 30A-30C

Estas Figuras muestran la inhibicién de la gemacion de HUVEC transducidas bien con Ad-N1IC o Ad-VEGF con
transfeccion de siARN de Flk-1. La Figura 30A muestra la reduccion de la expresion del ARNm y proteina Flk-1 en
Ad-VEGF-HUVEC con transfeccién de 200 pmoles de siARN de Flk-1. Ad-VEGF-HUVEC a una MOI de 40 pfu/célula
se transfectaron con 200 pmoles de siARN control (CT) o de Flk-1. El ARN total se aislé 48 horas después de la
transfeccion. Se recogio el lisado celular total de células desprovistas de suero con SFM durante 48 horas después
de la transfeccion. Las Figuras 30B y 30C muestran el efecto inhibidor de la transfeccion con siARN de Flk-1 en las
yemas de HUVEC inducidas bien con VEGF o Notch. Se transfecté bien Ad-N1IC o Ad-VEGF-HUVEC a una MOI de
40 pfu/célula con 200 pmoles de siARN como se indica y se cultivaron en gel de colageno durante 5 dias. La Figura
30B muestra el efecto de la transfeccion con siARN de Flk-1 en las yemas HUVEC (o: Ad-VEGF; m: Ad-N1IC). La
Figura 30C muestra la cuantificacion del efecto inhibidor de la transfeccion con siARN de Flk-1.

Figuras 31Ay 31B

Estas Figuras muestran la inhibicion de la gemacion de HUVEC transducidas con Ad-N1IC con tratamiento con el
inhibidor de metaloproteinasa de la matriz GM6001. Bien Ad-LacZ o Ad-N1IC-HUVEC a una MOI de 40 pfu/célula se
cultivaron en gel de colageno durante 5 dias en ausencia o presencia de GM6001 a 50 pm. La Figura 31A muestra
el efecto de GM6001 en yemas HUVEC inducidas con Notch. La Figura 31B muestra la cuantificacion del efecto
inhibidor de GM6001.

Figura 32A, 32B y 32C:

Esta Figura muestra la secuencia de nucleétidos de longitud completa de Notch3 humano (SEQ ID NO:15), que
consiste en ATG de inicio (nt 1) a parada (TGA; nt 6964). El péptido sefial y los primeros 34 dominios de
repeticiones semejantes a EGF estan presentes en nt 1-4158 de esta secuencia. Los nucleotidos 1-4158 se utilizan
para el disefio de las proteinas sefiuelo Notch3 humanas, descritas en la presente memoria. Los nucleétidos que
engloban las repeticiones de EGF 1-34 estan subrayados.

Figura 33:

Esta Figura muestra la secuencia de aminoacidos (aa) de longitud completa de Notch3 humano (SEQ ID NO:16),
que consiste en aa 1 (M= metionina) a aa 2555 (K= lisina). El péptido sefial y los primeros 34 dominios de
repeticiones semejantes a EGF estan presentes en aa 1-1386 de esta secuencia. Los aminoacidos 1-1386 se
utilizan para el disefio de las proteinas sefiuelo Notch3 humanas, descritas en las secciones siguientes. Los
aminoacidos que engloban las repeticiones de EGF 1-34 estan subrayados.

Figura 34

g(1-34

Esta Figura muestra la esquematizacion de dos proteinas sefiuelo Notch3 humanas, sefiuelo h-Notch ) y sefiuelo

h-spHC-Notch3(1'34).
Figura 35

Esta Figura muestra la secuencia de nucleétidos de Fc humano utilizada para generar la etiqueta Fc en las proteinas
sefiuelo Notch3 (SEQ ID NO: 17). Los 713 nucledétidos de Fc humano se fusionan en el extremo 3' de la construccion
sefiuelo Notch3, justo aguas abajo de las repeticiones semejantes a EGF de Notch3. Esta regién de Fc humano
permite la deteccion y purificacion de los sefiuelos Notch y sirve para estabilizar las proteinas de fusion secretadas
Notch3 humana-Fc humana.
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Figura 36

Esta Figura muestra la secuencia de aminoacidos de Fc humano utilizada para generar la etiqueta Fc en las
proteinas sefiuelo Notch3 (SEQ ID NO: 18). Los 237 aminoacidos de Fc humano se fusionaron en el extremo C de
todas las construcciones sefiuelo Notch3, justo aguas abajo de las repeticiones semejantes a EGF de Notch3. Esta
region de Fc humano permite la deteccion y purificacion de los sefiuelos Notch y sirve para estabilizar las proteinas
de fusion secretadas Notch3 humana-Fc humana.

Figura 37:

Esta Figura muestra la secuencia de la fusidon Notch3/Fc humana para todas las construcciones que finalizan
después de la repeticion 34 de EGF de Notch3 humana.

Figura 38

Esta Figura muestra el analisis de la secuencia sefial del péptido sefial de Notch3 humano que se predice que
engloba los aminoacidos 1-40 de Notch3 humano. Esta determinacion se hizo usando el programa SignalP 3.0
Server proporcionado por la Technical University de Dinamarca. Estos resultados predicen un sitio principal de
escision localizado entre alanina 39 (A39) y alanina 40 (A40). El sitio de escision esta indicado por "/" en la
secuencia de aminoacidos 1-40 de Notch3 humano como se representa en esta figura.

Figura 39:

Esta Figura muestra el analisis de la secuencia sefial del péptido sefial de HC humano que se predice que engloba
los aminoacidos 1-22 de HC humano. Esta determinacion se hizo usando el programa SignalP 3.0 Server
proporcionado por la Technical University de Dinamarca. Estos resultados predicen un sitio principal de escision
localizado entre alanina 21 (A21) y arginina 22 (A22). El sitio de escision esta indicado por "/" en la secuencia de
aminoacidos 1-22 de HC humano proporcionado anteriormente.

Figura 40A y 40B:

Esta Figura muestra la secuencia de nucledtidos de la proteina sefiuelo h-Notch3** (SEQ ID NO: 31). El péptido
sefial de Notch3 humano predicho esta subrayado (nt 1-120). Las repeticiones 1-34 de EGF de Notch3 estan
codificadas desde nt 121-4158. La unién de fusion, sitio Bglll, esta localizada en el nt 4158-4163. La secuencia
etiqueta Fc esta subrayada y en italica.

Figura 41

Esta Figura muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina sefiuelo h-Notch3** (SEQ ID NO: 32). El péptido
sefial de Notch3 humano predicho esta subrayado (AA 1-40). Las repeticiones 1-34 de EGF de Notch3 estan
codificadas desde aa 41-1386. La secuencia etiqueta Fc esta subrayada y en italica.

Figura 42

Esta Figura muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina sefiuelo h-sp"“Notch3">* (SEQ ID NO: 33). El
péptido sefial de Notch3 humano predicho esta subrayado (AA 1-22). Las repeticiones 1-34 de EGF de Notch3 estan
codificadas desde aa 22-1386. La secuencia etiqueta Fc esta subrayada y en italica.

Figura 43A 'y 43B

Esta Figura muestra la secuencia de nucledtidos de la proteina sefiuelo h-sp"°Notch3!"** (SEQ ID NO: 34). El
péptido sefial de HC humano predicho esta subrayado (nt 1-66). Las repeticiones de EGF de Notch3 estan
codificadas desde nt 67-4104. La union de fusion, sitio Bglll, es de nt 5004 a 5009. La secuencia etiqueta Fc esta
subrayada y en italica.

Figura 44

Esta Figura muestra la expresion de proteinas y ligandos Notch en células endoteliales sanguineas y linfaticas. Se
llevé a cabo RT-PCR para Notch1-4, D114, D114 y Jagged1 en ARN aislado de células endoteliales sanguineas
(BEC) y células endoteliales linfaticas (LEC) purificadas de HMVEC. Notch1, Notch2, Notch4, D114 y Jagged1 se
expresaron tanto en BEC como LEC a un nivel similar. La expresion de Notch3 parece estar restringida a LEC lo que
sugiere que la sefializacion de Notch3 funciona en el endotelio linfatico.

Figura 45

Esta Figura muestra que Notch3 se co-expresa con el marcador de células endoteliales linfaticas LYVE-1 y Prox1 en
embriones €13.5. Se inmunotifieron secciones seriadas de 10 micrometros de embriones de raton de 13.5 dias
embrionarios bien para LYVE-1, Prox1 y Notch3. Notch3 se expresaba en las células que también expresaban los
marcadores de células endoteliales linfaticas, LYVE-1 y Prox1.
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Figura 46

Esta Figura muestra que Prox1 induce la expresion de Notch3 en células endoteliales sanguineas. (A) Se examind si
la expresion ectopica de Prox1 alteraria la expresion de proteinas o ligandos Notch. Veinticuatro horas después de
la infeccidon adenoviral bien con Ad-Prox1 o Ad-LacZ, se aisl6 el ARN total de HUVEC vy se llevé a cabo RT-PCR
cuantitativa para Notch1-4, D114 y Jagged1. Prox-1 regulé al alza de manera robusta la expresién de Notch3. La
expresion de Notch1, Notch2, Notch4, D114 y Jagged1 no se vio afectada significativamente. (B) El compuesto E
(cE), inhibidor de presenilina que inhibe la sefializacion de Notch, se incubé durante 24 horas en HUVEC infectadas
bien con Ad-LacZ o Ad-Prox1. Se aislé el ARN total y se llevd a cabo RT-PCR cuantitativa para determinar la
expresion de Notch3. Prox1 indujo la expresion de Notch3 y esta induccion se inhibié por la adicion del compuesto
E. Esto sugiere que la induccién por Prox1 de Notch3 depende de la activacion de la sefial Notch.

Figura 47

Esta Figura muestra que Prox1 induce genes diana de Notch en células endoteliales sanguineas. Se infectaron
HUVEC con adenovirus que codifican, LacZ, Prox1, N1IC o N4/int-3 y se aisl6 el ARN total 24 horas después de la
infeccion. Se llevo a cabo RT-PCR cuantitativa para los genes diana de Notch endoteliales, VEGFR-3, EfrinaB2,
Hey1 y Hey2. De manera similar a la activacion de la sefial de Notch1 y Notch4, Prox1 indujo los cuatro genes (A'y
B). Se desconoce la expresion de Hey1 y Hey2 en el endotelio linfatico.

Figura 48

Esta Figura muestra que Prox1 induce genes diana de Notch de manera dependiente de la sefializacién de Notch en
células endoteliales sanguineas. Se infectaron HUVEC con adenovirus que codifican, LacZ, Prox1, N1IC o N4/int-3.
El compuesto E (cE), inhibidor de presenilina que inhibe la sefializacion de Notch, se incubd durante 24 horas en
HUVEC infectadas bien con Ad-LacZ o Ad-Prox1 y se aislé el ARN total. Se llevé a cabo RT-PCR cuantitativa para
los genes diana de Notch endoteliales, VEGFR-3, EfrinaB2 y Hey2. La induccién mediada por Prox1 de los genes
diana de Notch, EfrinaB2, VEGFR-3 y Hey2 se inhibidé por la adicién del inhibidor de la sefalizacion de Notch,
Compuesto E. Asi, Prox1 regula la expresion de EfrinaB2, VEGFR-3 y Hey?2 a través de Notch.

Figura 49

Esta Figura muestra un esquema de la activacion génica de N1IC. Se insert6 una forma activada de Notch1 en el
locus EFlalfa flanqueado por dos sitios LoxP. Después de la expresién de la recombinasa Cre, el casete neo/tpA se
pierde y N1IC se expresa bajo el control del promotor ubicuo EF1 alfa.

Figura 50:

Esta Figura muestra que la activacion de Notch en células de musculo liso vascular que expresan SM22 resulta en
letalidad embrionaria antes de E10.5. No se observaron ratones SM22Cre/+; EF1aN1IC/ viables en el dia postnatal
21 (P21) con un valor de p menor de 0,001. En el dia embrionario E9.5, se observd un numero predicho de
embriones SM22Cre/+; EF1aN1IC/+, pero tenian un retraso grave en el crecimiento comparado con sus comparieros
de camada control (Panel inferior).

Figura 51:

Esta Figura muestra que la activacion de Notch en células de musculo liso vascular que expresan SM22 altera la
expresion de actina alfa en células de musculo liso. Los embriones E9.5 se inmunotifieron integramente para actina
alfa de células de musculo liso. La expresion de actina alfa de células de musculo liso se alteré en los embriones
SM22Cre/+; EF1aN1IC/+ comparado con los controles WT. Asi, la activacion de la sefial Notch en las células de
musculo liso vascular interrumpe el desarrollo cardiovascular.

Descripcion detallada de la invencién
Términos

Tal y como se usa en esta descripcion, excepto cuando se proporciona expresamente de otra forma en la presente
memoria, cada uno de los términos siguientes tendra el significado mostrado a continuacion.

"Administrar" puede efectuarse o llevarse a cabo usando cualquiera de los métodos conocidos para un experto en la
técnica. Los métodos comprenden, por ejemplo, medios de administracion intralesional, intramuscular, subcutaneo,
intravenoso, intraperitoneal, mediado por liposomas, transmucosal, intestinal, tépico, nasal, oral, anal, ocular u ético.

"Fijado" significara unido por cualquier medio. En una realizacion, fijado significa unido por un enlace covalente. En
otra realizacion, fijado significa unido no covalentemente.

"Aminoacido”, "residuo de aminoacido" y "residuo" se usan indistintamente en la presente memoria para hacer
referencia a un aminodacido que esta incorporado en una proteina, polipéptido o péptido. El aminoacido puede ser,
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por ejemplo, un aminoacido natural o un analogo de un aminoacido natural que puede funcionar de una manera
similar a la del aminoacido natural.

"Anticuerpo” incluira, sin limitacién, (a) una molécula de inmunoglobulina que comprende dos cadenas pesadas y
dos cadenas ligeras y que reconoce un antigeno; (b) una molécula de inmunoglobulina policlonal o monoclonal; y (c)
un fragmento monovalente o divalente de ésta. Las moléculas de inmunoglobulina puede derivar de cualquiera de
las clases cominmente conocidas, incluyendo pero no limitado a IgA, IgA secretora, IgG, IgE e IgM. Las subclases
de 1gG son muy conocidas para los expertos en la técnica e incluyen, pero no estan limitadas a, IgG1, IgG2, IgG3 e
IgG4 humanas. Los anticuerpos pueden ser tanto naturales como no naturales. Ademas, los anticuerpos incluyen
anticuerpos quiméricos, anticuerpos completamente sintéticos, anticuerpos de cadena Unica, y fragmentos de éstos.
Los anticuerpos pueden ser humanos o no humanos. Los anticuerpos no humanos pueden humanizarse por
métodos recombinantes para reducir su inmunogenicidad en los seres humanos. Los fragmentos de anticuerpo
incluyen, sin limitacion, fragmentos Fab y F.. La "parte Fc de un anticuerpo”, en una realizacién, es un fragmento
cristalizable obtenido por digestion con papaina de inmunoglobulina que consiste en la mitad C terminal de dos
cadenas pesadas unidas por enlaces disulfuro y conocida como la "region efectora" de la inmunoglobulina. En otra
realizacion, la "parte Fc de un anticuerpo” significa toda, o sustancialmente toda, de una mitad C terminal de una
cadena pesada.

"Humanizado", respecto a un anticuerpo, significa un anticuerpo en el que parte, la mayor parte o todos los
aminoacidos fuera de la region CDR se reemplazan con los aminoacidos correspondientes derivados de una
molécula de inmunoglobulina humana. Son permisibles pequefias adiciones, deleciones, inserciones, sustituciones o
modificaciones de aminoacidos siempre que no supriman la capacidad del anticuerpo de unirse a un antigeno dado.
Las moléculas de inmunoglobulina humanas adecuadas incluyen, sin limitacion, moléculas de 1gG1, 1gG2, 1gG3,
IgG4, IgA e IgM. Varias publicaciones describen coémo preparar anticuerpos humanizados, por ejemplo, las Patentes
de los Estados Unidos Nos. 4.816.567, 5.225.539, 5.585.089 y 5.693.761, y la Publicacion PCT Internacional No.
WO 90/07861.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "composicion", como en composicion farmacéutica, se
pretende que englobe un producto que comprende el o los ingredientes activos y el o los ingredientes inertes para
preparar el vehiculo, asi como cualquier producto que resulta, directamente o indirectamente de la combinacién
formacion de complejos, o agregacion de dos cualesquiera o mas de los ingredientes, o de la disociaciéon de uno o
mas de los ingredientes, o de otros tipos de reacciones o interacciones de uno o mas de los ingredientes.

Tal y como se usa en la presente memoria, "cantidad efectiva" se refiere a una cantidad que es capaz de tratar a un
sujeto que tiene un tumor, una enfermedad o un trastorno. De acuerdo con esto, la cantidad efectiva variara con el
sujeto que se esta tratando, asi como la afeccidon que se va a tratar. Un experto en la técnica puede llevar a cabo
experimentos rutinarios de titulacion para determinar dicha cantidad suficiente. La cantidad efectiva de un
compuesto variara dependiendo del sujeto y de la ruta particular de administracion usada. Tomando como base el
compuesto, la cantidad puede administrarse continuamente, tal como por una bomba continua, o a intervalos
periodicos (por ejemplo, en una o mas ocasiones separadas). Un experto en la técnica puede determinar los
intervalos de tiempo deseados de multiples cantidades de un compuesto particular sin experimentacion innecesaria.
En una realizacion, la cantidad efectiva es entre aproximadamente 1 ug/kg-10 mg/kg. En otra realizacion, la cantidad
efectiva es entre aproximadamente 10 pg/kg-1 mg/kg. En una realizaciéon adicional, la cantidad efectiva es
100 pgrkg.

"Dominio extracelular" tal y como se usa en conexion con la proteina receptora Notch significa todo o una parte de
Notch que (i) existe extracelularmente (es decir, no existe ni como parte transmembrana ni como parte intracelular) y
(ii) se une a ligandos extracelulares a los que se une la proteina receptora Notch intacta. El dominio extracelular de
Notch puede incluir opcionalmente un péptido sefial. "Dominio extracelular”, "ECD" y "Ectodominio” son sindnimos.

"Resto que incrementa la vida media" significa un resto que, cuando se fija de forma operativa a un segundo resto,
incrementa la vida media in vivo del segundo resto. Los restos que incrementan la vida media incluyen, por ejemplo,
partes Fc de anticuerpos, etiquetas de glicosilacion (es decir, polipéptidos glicosilados), polietilen glicol (PEG),
polipéptidos que tienen PEG fijado a ellos, y polipéptidos modificados con lipidos.

"Inhibir" el inicio de un trastorno o proceso bioldgico no deseado significara bien disminuir la probabilidad del inicio
del trastorno o proceso, o prevenir el inicio del trastorno o proceso completamente. En la realizacién preferida, inhibir
el inicio de un trastorno o proceso significa prevenir su inicio totalmente.

"Notch", "proteina Notch", y "proteina receptora Notch" son sinénimos. Ademas, los términos "proteina de fusion
basada en Notch" y "sefiuelo Notch" son sinénimos. Se conocen las secuencias de aminoacidos de Notch
siguientes:

Notch1 (no. de registro Genbank S18188 (rata)); Notch2 (no. de registro Genbank NP_077334 (rata)); Notch3 (no.
de registro Genbank Q61982 (ratdn)); y Notch4 (no. de registro Genbank T09059 (ratén)). Se conocen las
secuencias de acido nucleico de Notch siguientes:
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Notch1 (no. de registro Genbank XM_342392 (rata) y NM_017617 (humano)); Notch2 (no. de registro Genbank
NM_024358 (rata), M99437 (humano y AF308601 (humano)); Notch3 (no. de registro Genbank NM_008716 (rat6n) y
XM_009303 (humano)); y Notch4 (no. de registro Genbank NM_010929 (ratén) y NM_004557 (humano)).

Los términos "acido nucleico”, "polinucledtido" y "secuencia de acido nucleico” se usan indistintamente en la
presente memoria, y cada uno se refiere a un polimero de desoxirribonucleétidos y/o ribonucleétidos. Los
desoxirribonucledtidos y ribonucleétidos pueden ser naturales o analogos sintéticos de éstos. "Acido nucleico”
significara cualquier acido nucleico, incluyendo, sin limitacion, ADN, ARN e hibridos de éstos. Las bases de acido
nucleico que forman moléculas de acido nucleico pueden ser las bases A, C, G, T y U, asi como derivados de éstas.
Los derivados de estas bases son muy conocidos en la técnica, y se ejemplifican en PCR Systems, Reagents and
Consumables (Perkin Elmer Catalogo 1996-1997, Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, Nueva .Jersey,
EEUU). Los acidos nucleicos incluyen, sin limitacion, moléculas anti-sentido y moléculas de acido nucleico cataliticas
tales como ribozimas y ADNzimas. Los acidos nucleicos también incluyen acido nucleicos que codifican analogos de
péptido, fragmentos o derivados que se diferencian de las formas naturales en términos de la identidad de uno o
mas residuos de aminoacidos (analogos de delecion que contienen menos de todos los residuos especificados;
analogos de sustitucion en los que uno o mas residuos se reemplazan por uno o mas residuos; y analogos de
adicion, en los que uno o mas residuos se afiaden a una parte terminal o mediana del péptido) que comparten parte
o todas las propiedades de las formas naturales.

"Fijado de forma operativa" significa, respecto a un primer resto fijado a un segundo resto, fijado de una manera que
permite al primer resto funcionar (por ejemplo, propiedades de unién) como si no estuviera fijado.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan indistintamente en la presente memoria, y cada uno
significa un polimero de residuos de aminoacidos. Los residuos de aminoacidos pueden ser naturales o analogos
quimicos de éstos. Los polipéptidos, péptidos y proteinas también pueden incluir modificaciones tales como
glicosilacion, union de lipidos, sulfatacion, hidroxilacion y ADP-ribosilacion.

Tal y como se usa en la presente memoria, "vehiculo farmacéuticamente aceptable" significa que el vehiculo es
compatible con los demas ingredientes de la formulacion y que no es perjudicial para el receptor de éstos, y engloba
cualquiera de los vehiculos estandar farmacéuticamente aceptados. Dichos vehiculos incluyen, por ejemplo, 0,01-
0.1 M vy preferiblemente 0,05 M tampdén fosfato 6 0,8% disolucion salina. Ademas, dichos vehiculos
farmacéuticamente aceptables pueden ser disoluciones, suspensiones y emulsiones acuosas o no acuosas. Los
ejemplos de disolventes no acuosos son propilen glicol, polietilen glicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva,
y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los vehiculos acuosos incluyen agua, disoluciones,
emulsiones y suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluyendo disolucién salina y medios tamponados. Los vehiculos
parenterales incluyen disolucion de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, Ringer con
lactosa y aceites fijados. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de fluidos y nutrientes, reponedores de
electrolitos tales como los basados en dextrosa de Ringer, y semejantes. También pueden estar presentes
conservantes y otros aditivos, tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, gases
inertes, y semejantes.

"Sujeto" significara cualquier organismo incluyendo, sin limitaciéon, un mamifero tal como un ratén, una rata, un perro,
una cobaya, un hurén, un conejo y un primate. En la realizacion preferida, el sujeto es un ser humano.

"Tratar" significara ralentizar, parar o revertir la progresion de una enfermedad o trastorno. Tal y como se usa en la
presente memoria, "tratar" también significa la mejora de los sintomas asociados con la enfermedad o trastorno. Las
enfermedades incluyen, pero no estan limitadas a, Angiogénesis Tumoral, Aterosclerosis, Cicatrizacion de Heridas,
Degeneracion macular, Retinopatia de los Prematuros, Pre-eclampsia, Retinopatia diabética, Isquemia, Ictus,
Enfermedad Cardiovascular y Psoriasis.

La angiogénesis se produce durante los procesos de cicatrizacion de heridas, el ciclo menstrual femenino y el
remodelado endometrial, asi como durante el desarrollo embrionario y el crecimiento de los 6rganos. En el entorno
patoldgico, la angiogénesis juega un papel importante en diferentes enfermedades como artritis reumatoide,
psoriasis, degeneracion macular, retinopatia diabética, y crecimiento tumoral.

Ha habido una evidencia considerable in vivo, incluyendo observaciones clinicas, de que la angiogénesis anormal
esta implicada en varias afecciones patoldgicas, que incluyen artritis reumatoide, inflamacion, cancer, psoriasis,
afecciones oculares degenerativas y otras.

Las unidades, prefijos y simbolos pueden indicarse en su forma aceptada por el Sl. A no ser que se indique otra
cosa, las secuencias de acido nucleico se escriben de izquierda a derecha en la orientacion 5' a 3' y las secuencias
de aminoacidos se escriben de izquierda a derecha en la orientacién amino a carboxi terminal. Los aminoacidos
pueden referirse en la presente memoria bien por sus simbolos de tres letras cominmente conocidos o por los
simbolos de una letra recomendados por la Comisién de Nomenclatura Bioquimica IUPAC-IUB. Los nucleétidos,
asimismo, pueden referirse por sus codigos de una letra cominmente aceptados.

En la presente memoria se usan las abreviaturas siguientes: ECD: dominio extracelular; IC: dominio intracelular;
NECD/Fc: proteina de fusion basada en Notch; N1: Notch1; N2: Notch2; N3: Notch3; N4: Notch4; D11: semejante a
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Delta; EC: células endoteliales; FGF: factor de crecimiento de fibroblastos; FGFR: receptor del factor de crecimiento
de fibroblastos; HUVEC: célula endotelial de la vena umbilical humana; m.o.i.; multiplicidad de infeccién; VMC:
células murales vasculares; VEGF: factor de crecimiento de las células del endotelio vascular; VEGFR: receptor del
factor de crecimiento de las células del endotelio vascular; sp: péptido sefal; HC o Hc: Cadena pesada de IgG;
PDGF; factor de crecimiento derivado de plaquetas; PIGF: factor de crecimiento placentario;

Realizaciones de la invencién

Esta descripcion se refiere generalmente a una proteina de fusion que comprende un péptido sefal, repeticiones de
EGF 1-X del dominio extracelular de la proteina receptora Notch3 humana en el que X es cualquier nimero entero
de 12 a 34, y una parte Fc de un anticuerpo unida a éste.

Esta descripcion describe una proteina de fusion que comprende un péptido seial, repeticiones de EGF 1-X del
dominio extracelular de la proteina receptora Notch3 humana en el que X es cualquier numero entero de 1 a 10, y
una parte Fc de un anticuerpo unida a éste.

Esta descripcion describe una proteina de fusiéon que comprende un péptido sefial, al menos 12 repeticiones de EGF
del dominio extracelular del receptor Notch3 humano, y una parte Fc de un anticuerpo unida a éste.

Esta descripcién describe una proteina de fusién que comprende un péptido sefial, repeticiones de EGF del dominio
extracelular de la proteina receptora Notch3 humana, en el que estan presentes al menos 12 repeticiones de EGF, y
una parte Fc de un anticuerpo unida a éste.

En una realizaciéon de la proteina de fusion, el dominio extracelular de la proteina receptora Notch3 comprende
repeticiones semejantes a EGF 1-34.

En una realizacién de la proteina de fusion, la parte Fc del anticuerpo es la parte Fc de un anticuerpo humano.

En una realizacién de la proteina de fusion, el péptido sefal es el péptido sefial de Notch3 o la parte Hc (HC;
Cadena Pesada) de un anticuerpo.

En una realizacion, la proteina de fusién comprende aminoacidos consecutivos, cuya secuencia se muestra en SEQ
ID NO: 32. En otra realizacion, la proteina de fusion comprende aminoacidos consecutivos, cuya secuencia se
muestra en SEQ ID NO: 33.

En una realizacion, la proteina de fusion esta codificada por nucledtidos consecutivos, cuya secuencia se muestra
en SEQ ID NO: 31. En ofra realizacion, la proteina de fusion esta codificada por nucleétidos consecutivos, cuya
secuencia se muestra en SEQ ID NO: 34.

Esta descripcion describe la proteina de fusién descrita en la presente memoria para uso en un método para tratar
un tumor en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de la proteina de fusion descrita en la
presente memoria efectiva para tratar al sujeto, tratando de esta manera al sujeto que tiene un tumor.

Esta descripcion describe la proteina de fusién descrita en la presente memoria para uso en un método para inhibir
la angiogénesis en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de la proteina de fusién descrita en
la presente memoria efectiva para inhibir la angiogénesis en el sujeto, inhibiendo de esta manera la angiogénesis en
el sujeto.

Esta descripcion describe la proteina de fusién descrita en la presente memoria para uso en un método para tratar
cancer de ovario en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de la proteina de fusion descrita en
la presente memoria efectiva para tratar al sujeto, tratando de esta manera al sujeto que tiene cancer de ovario.

Esta descripcion describe el uso de la proteina de fusion descrita en la presente memoria para la preparacion de una
composicion farmacéutica para tratar una enfermedad cardiovascular en un sujeto. En una realizacion, la
enfermedad cardiovascular es aterosclerosis, isquemia o ictus.

Esta descripcion describe el uso de la proteina de fusion descrita en la presente memoria para la preparacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento de un tumor en un sujeto.

Esta descripcion describe el uso de la proteina de fusion descrita en la presente memoria para la preparacion de una
composicion farmacéutica para inhibir la angiogénesis en un sujeto.

Esta descripcion describe el uso de la proteina de fusion descrita en la presente memoria para la preparacion de una
composicion farmacéutica para tratar cancer de ovario en un sujeto.

Esta descripcion describe el uso de la proteina de fusién descrita en la presente memoria para uso en un método
para inhibir la linfangiogénesis fisiolégica o linfangiogénesis patoldgica en un sujeto que comprende administrar al
sujeto una cantidad de la proteina de fusion descrita en la presente memoria efectiva para inhibir la linfangiogénesis
fisiolégica o linfangiogénesis patolégica en el sujeto. En una realizacion, la linfangiogénesis patologica es
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linfangiogénesis tumoral o metastasis en ganglios linfaticos que puede ser dependiente de la linfangiogénesis
tumoral.

Esta descripcion describe la proteina de fusion descrita en la presente memoria para uso en un método para inhibir
la metastasis tumoral en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de la proteina de fusion
descrita en la presente memoria efectiva para inhibir la metastasis tumoral en el sujeto. En una realizacion, la
metastasis ocurre a través de un vaso sanguineo, la vasculatura linfatica o un ganglio linfatico. La metastasis
tumoral es la diseminacion del cancer de un 6rgano a otro érgano no adyacente.

Esta descripcion describe la proteina de fusidn descrita en la presente memoria para uso en un método para inhibir
el crecimiento de un tumor secundario en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de la proteina
de fusidn descrita en la presente memoria efectiva para inhibir el crecimiento del tumor secundario en el sujeto. La
inhibicién también puede ser de la angiogénesis tumoral asociada con el tumor secundario o metastasico. En otra
realizacion, el crecimiento del tumor secundario se inhibe por la inhibicién de la angiogénesis asociada con el tumor
secundario.

Esta descripcion describe la proteina de fusidn descrita en la presente memoria para uso en un método para inhibir
la coopcidn de los vasos sanguineos por un tumor en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de
la proteina de fusidon descrita en la presente memoria efectiva para inhibir la coopcién de los vasos sanguineos por
un tumor en el sujeto. El proceso de coopcidn de los vasos es un proceso mediante el cual las células tumorales se
asocian con vasos pre-existentes y crecen con la ayuda de los vasos que experimentan coopcion. Este crecimiento
de tumores en vasos que experimentan coopcion puede ser en ausencia de, preceder, o estar en conjuncién con la
angiogénesis tumoral. Esta descripcion describe la proteina de fusidon descrita en la presente memoria y un inhibidor
del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) para uso en un método para tratar cancer en un sujeto que
comprende administrar al sujeto la proteina de fusion descrita en la presente memoria y un inhibidor del Factor de
Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF), cada uno en una cantidad efectiva para tratar el cancer en el sujeto. En
una realizacion, el inhibidor de VEGF es un inhibidor de VEGF-A, un inhibidor de PGIF, un inhibidor de VEGF-B, un
inhibidor de VEGF-C, o un inhibidor de VEGF-D. Los ejemplos de inhibidores de VEGF incluyen, pero no estan
limitados a, bevacizumab, PTK787, Bay43-9006, SU11248, AG013676, ZD6474, trampa de VEGF y Anti-VEGFR2.
Los ejemplos de dichos inhibidores se describen completamente en Ferrara et al., (2004) Nature Reviews Drug
Discovery, Vol. 3: 391-400 y Ellis et al. (2008) Nature Reviews Cancer Vol. 8: 579-591.

Esta descripcion describe la proteina de fusién descrita en la presente memoria y un inhibidor del receptor de VEGF
para uso en un método para tratar cancer en un sujeto que comprende administrar al sujeto la proteina de fusion
descrita en la presente memoria y un inhibidor del receptor de VEGF, cada uno en una cantidad efectiva para tratar
el cancer en el sujeto. En una realizacion, el inhibidor del receptor de VEGF es un inhibidor de VEGFR-1, un
inhibidor de VEGFR-2, un inhibidor de VEGFR-3 o un inhibidor de cualquier combinacion de VEGFR. Esta
descripcion describe la proteina de fusion descrita en la presente memoria y un inhibidor del Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas (PDGF) para uso en un método para tratar cancer en un sujeto que comprende administrar al
sujeto la proteina de fusion descrita en la presente memoria y un inhibidor del Factor de Crecimiento Derivado de
Plaquetas (PDGF), cada uno en una cantidad efectiva para tratar el cancer en el sujeto. En una realizacion, el
inhibidor de los Factores de Crecimiento Derivados de Plaquetas es un inhibidor de PDGF-A o un inhibidor de
PDGF-B.

Esta descripcion describe la proteina de fusion descrita en la presente memoria y un antagonista del receptor de
PDGF para uso en un método para tratar cancer en un sujeto que comprende administrar al sujeto la proteina de
fusion descrita en la presente memoria y un antagonista del receptor de PDGF, cada uno en una cantidad efectiva
para tratar el cancer en el sujeto. En una realizacién, el antagonista del receptor de PDGF es un antagonista del
receptor PDGF B.

Esta descripcion describe la proteina de fusiéon descrita en la presente memoria y un inhibidor de HER2/neu para
uso en un método para tratar cancer en un sujeto que comprende administrar al sujeto la proteina de fusion descrita
en la presente memoria y un inhibidor de HER2/neu, cada uno en una cantidad efectiva para tratar el cancer en el
sujeto.

Esta descripcion describe la proteina de fusién descrita en la presente memoria para uso en un método para tratar
cancer de mama en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad de la proteina de fusion descrita en
la presente memoria efectiva para tratar el cancer de mama en el sujeto.

Esta descripcion describe el uso de la proteina de fusion descrita en la presente memoria para la preparacion de una
composicion farmacéutica para tratar cancer de mama en un sujeto.

Esta descripcién describe una composicion de materia que comprende el dominio extracelular de una proteina
receptora Notch fijado de forma operativa a un resto que incrementa la vida media para uso en un primer método
para tratar un tumor en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de una composicion de
materia que comprende el dominio extracelular de una proteina receptora Notch fijado de forma operativa a un resto
que incrementa la vida media, de forma que de esta manera se trata al sujeto.
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Esta descripcién describe una composicion de materia que comprende el dominio extracelular de una proteina
receptora Notch fijado de forma operativa a un resto que incrementa la vida media para uso en un segundo método
para inhibir la angiogénesis en un sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de una
composicion de materia que comprende el dominio extracelular de una proteina receptora Notch fijado de forma
operativa a un resto que incrementa la vida media, de forma que de esta manera se inhibe la angiogénesis en el
sujeto.

En una primera realizacion de los métodos anteriores, la proteina receptora Notch es una proteina receptora Notch1.
En una realizacion, la proteina receptora Notch1 es una proteina receptora Notch1 humana. En otra realizacion, el
resto que incrementa la vida media es una parte Fc de un anticuerpo. En otra realizacion, la parte Fc del anticuerpo
es la parte Fc de un anticuerpo humano. En una realizacion adicional, el dominio extracelular y el resto que
incrementa la vida media estan en la misma cadena polipeptidica.

En una segunda realizacion de los métodos anteriores, la proteina receptora Notch es una proteina receptora
Notch2. En una realizaciéon, la proteina receptora Notch2 es una proteina receptora Notch2 humana. En otra
realizacion, el resto que incrementa la vida media es una parte Fc de un anticuerpo. En otra realizacién, la parte Fc
del anticuerpo es la parte Fc de un anticuerpo humano. En una realizaciéon adicional, el dominio extracelular y el
resto que incrementa la vida media estan en la misma cadena polipeptidica.

En una tercera realizacion de los métodos anteriores, la proteina receptora Notch es una proteina receptora Notch3.
En una realizacion, la proteina receptora Notch3 es una proteina receptora Notch3 humana. En otra realizacion, el
resto que incrementa la vida media es una parte Fc de un anticuerpo. En otra realizacion, la parte Fc del anticuerpo
es la parte Fc de un anticuerpo humano. En una realizacion adicional, el dominio extracelular y el resto que
incrementa la vida media estan en la misma cadena polipeptidica.

En una cuarta realizacion de los métodos anteriores, la proteina receptora Notch es una proteina receptora Notch4.
En una realizacion, la proteina receptora Notch4 es una proteina receptora Notch4 humana. En otra realizacion, el
resto que incrementa la vida media es una parte Fc de un anticuerpo. En otra realizacion, la parte Fc del anticuerpo
es la parte Fc de un anticuerpo humano. En una realizacion adicional, el dominio extracelular y el resto que
incrementa la vida media estan en la misma cadena polipeptidica.

En una quinta realizacién de los métodos anteriores, el sujeto es un mamifero. En una realizacion, el mamifero es un
ser humano.

En una sexta realizacion de los métodos anteriores, la angiogénesis es angiogénesis tumoral.

En una realizacién adicional del segundo método, el sujeto tiene un tumor. En otra realizacion, el sujeto padece una
hiperplasia vascular patologica. En una realizacion, la hiperplasia vascular patoldgica es un hemangioma benigno.
En una realizacion adicional, el sujeto padece una enfermedad proliferativa vascular linfatica.

Esta descripcion describe una primera composicién de materia que comprende el dominio extracelular de una
proteina receptora Notch4 fijado de forma operativa a un resto que incrementa la vida media. En una realizacion, el
dominio extracelular esta unido covalentemente al resto que incrementa la vida media. En otra realizacion, el
dominio extracelular y el resto que incrementa la vida media estan en la misma cadena polipeptidica.

Esta descripcion describe una segunda composicion de materia que comprende el dominio extracelular de una
proteina receptora Notch4 fijado de forma operativa a un resto que incrementa la vida media y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Esta descripcion describe un articulo de fabricacion que comprende (i) un material de envasado que tiene en él una
composicion de materia que comprende el dominio extracelular de una proteina receptora Notch fijado de forma
operativa a un resto que incrementa la vida media y (ii) una etiqueta que indica que la composicion se pretende para
uso en un método para tratar un tumor en un sujeto u otro trastorno tratable mediante la inhibicién de la
angiogénesis en el sujeto.

En una primera realizacion del articulo anterior, la proteina receptora Notch es una proteina receptora Notch1. En
una realizacion, la proteina receptora Notch1 es una proteina receptora Notch1 humana. En otra realizacion, el resto
que incrementa la vida media es una parte Fc de un anticuerpo. En otra realizacién, la parte Fc del anticuerpo es la
parte Fc de un anticuerpo humano. En una realizacién adicional, el dominio extracelular y el resto que incrementa la
vida media estan en la misma cadena polipeptidica.

En una segunda realizacion del articulo anterior, la proteina receptora Notch es una proteina receptora Notch2. En
una realizacion, la proteina receptora Notch2 es una proteina receptora Notch2 humana. En otra realizacion, el resto
que incrementa la vida media es una parte Fc de un anticuerpo. En otra realizacién, la parte Fc del anticuerpo es la
parte Fc de un anticuerpo humano. En una realizacién adicional, el dominio extracelular y el resto que incrementa la
vida media estan en la misma cadena polipeptidica.
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En una tercera realizacién del articulo anterior, la proteina receptora Notch es una proteina receptora Notch3. En
una realizacion, la proteina receptora Notch3 es una proteina receptora Notch3 humana. En otra realizacion, el resto
que incrementa la vida media es una parte Fc de un anticuerpo. En otra realizacién, la parte Fc del anticuerpo es la
parte Fc de un anticuerpo humano. En una realizacién adicional, el dominio extracelular y el resto que incrementa la
vida media estan en la misma cadena polipeptidica.

En una cuarta realizacion del articulo anterior, la proteina receptora Notch es una proteina receptora Notch4. En una
realizacion, la proteina receptora Notch4 es una proteina receptora Notch4 humana. En otra realizacién, el resto que
incrementa la vida media es una parte Fc de un anticuerpo. En otra realizacién, la parte Fc del anticuerpo es la parte
Fc de un anticuerpo humano. En una realizacién adicional, el dominio extracelular y el resto que incrementa la vida
media estan en la misma cadena polipeptidica.

En otra realizacion del articulo anterior, la composicidon se mezcla con un vehiculo farmacéutico. En una realizaciéon
final, el sujeto es un ser humano.

Esta descripciéon describe un vector replicable que codifica un polipéptido que comprende el dominio extracelular de
una proteina receptora Notch3 fijado de forma operativa a un resto que incrementa la vida media. En una
realizacion, el resto que incrementa la vida media es una parte Fc de un anticuerpo. En otra realizacion, el vector
incluye, sin limitacion, un plasmido, un césmido, un retrovirus, un adenovirus, un fago lambda o un YAC.

Esta descripcion también se refiere a un sistema de huésped vector que comprende un vector replicable que codifica
un polipéptido que comprende el dominio extracelular de una proteina receptora Notch fijado de forma operativa a un
resto que incrementa la vida media y una célula huésped adecuada. En una realizacion, la célula huésped es una
célula eucariota. En otra realizacién, la célula eucariota es una célula CHO. En otra realizacién, la célula eucariota es
una célula HelLa. En una realizacién adicional, la célula huésped es una célula bacteriana.

Finalmente, esta descripcion describe un tercer método para producir un polipéptido que comprende crecer un
sistema huésped vector que comprende un vector replicable que codifica un polipéptido que comprende el dominio
extracelular de una proteina receptora Notch fijado de forma operativa a un resto que incrementa la vida media y una
célula huésped adecuada en condiciones que permitan la produccién del polipéptido, y recuperar el polipéptido asi
producido.

La invencion se ilustra en la seccién de Detalles Experimentales que sigue. Esta seccion se muestra para ayudar en
la comprensién de la invencion.

Detalles experimentales
Primera serie de experimentos
Proteinas de fusiéon Notch3 humanas (sefiuelos Notch)

Los sefiuelos Notch3 se ensamblan usando secuencias que codifican un péptido sefial, una parte del dominio
extracelular de Notch3 que engloba todos los dominios de repeticion semejantes a EGF, y una parte de la region Fc
humana (aminoacidos 1-237). La secuencia de nucleétidos completa de longitud completa de Notch3 humano se
proporciona en la Figura 32. La secuencia de aminoacidos completa de longitud completa de Notch3 humano se
proporciona en la Figura 33.

Los péptidos senal utilizados son bien el péptido sefial nativo de Notch3 o el péptido sefial de Hc humano, cada uno
fusionado a una regién de Notch3. El péptido sefal permite la secrecion de las proteinas sefiuelo Notch.

Los dominios extracelulares de Notch3 usados se disefian para unirse a los ligandos Notch y consisten en todo o un
subconjunto de los 34 dominios de repeticion semejante a EGF de la proteina Notch humana.

La etiqueta Fc se fusiona al extremo C de una repeticion semejante a EGF dada de Notch3 humano y sirve para
permitir la purificacion, deteccion, y estabilizacion de las proteinas sefiuelo Notch3.

El disefio global de los sefiuelos Notch3 humanos, dos formulaciones, es para codificar; (1) un péptido sefial para
permitir la secrecion de las proteinas sefiuelo Notch3 en el medio extracelular de células eucariotas que se usan
para producir las proteinas, (2) una parte del dominio extracelular de todas las repeticiones semejantes a EGF de
Notch3 humano para permitir la asociaciéon con ligandos Notch, y (3) una parte de la proteina Fc humana para
permitir la deteccion.

Se describiran las dos formulaciones siguientes de sefiuelos Notch3 humanos y se esquematizan en la Figura 34.
1) Sefiuelo h-Notch3!3*

2) Sefiuelo h-sp"°Notch3!"3*
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Secuencia de Notch3 humano

La secuencia de nucleodtidos (nt) de longitud completa de Notch3 humano, que consiste en ATG de inicio (nt 1) hasta
la parada (TGA; nt 6964) se muestra en la Figura 32. El péptido sefial y los primeros 34 dominios de repeticion
semejantes a EGF estan presentes en nt 1-4158 de esta secuencia. Los nucleétidos 1-4158 se utilizan para el
disefio de las proteinas sefiuelo Notch3 humanas, descritas en las secciones siguientes. Los nucledtidos que
engloban las repeticiones 1-34 de EGF estan subrayados.

La secuencia de aminoacidos (aa) de longitud completa de Notch3 humano, que consiste en aa 1 (M= metionina)
hasta aa 2555 (K= lisina) se muestra en la Figura 33. El péptido sefial y los primeros 34 dominios de repeticion
semejantes a EGF estan presentes en aa 1-1386 de esta secuencia. Los aminoacidos 1-1386 se utilizan para el
disefio de las proteinas sefiuelo Notch3 humanas, descritas en las secciones siguientes. Los aminoacidos que
engloban las repeticiones 1-34 de EGF estan subrayados.

Secuencia de Fc humano utilizado para generar la etiqueta Fc en las proteinas sefiuelo Notch3

Los 713 nucledtidos de Fc humano, que se muestran en la Figura 35, se fusionan en el extremo 3' de la construccion
sefiuelo Notch3, justo aguas abajo de las repeticiones de Notch3 semejantes a EGF. Esta region de Fc humano
permite la deteccion y purificacion de los sefiuelos Notch y sirve para estabilizar las proteinas de fusion secretadas
Notch3 humano-Fc humano.

Los 237 aminoacidos de Fc humano, mostrados en la Figura 36, se fusionan en el extremo C de todas las
construcciones sefiuelo Notch3, justo aguas abajo de las repeticiones de Notch3 semejantes a EGF. Esta region de
Fc humano permite la deteccidn y purificacion de los sefiuelos Notch y sirve para estabilizar las proteinas de fusion
secretadas Notch3 humano-Fc humano.

Péptidos sefial utilizados en las proteinas sefiuelo Notch3

Dos secuencias de péptido sefial distintas se incorporaron en el disefio de las proteinas sefiuelo Notch1 humanas.
La primera es el péptido sefial de Notch3 humano que se predice que engloba los aminoacidos 1-40 de Notch3
humano.

Esta determinacion se hizo usando el programa Signal IP 3.0 Server proporcionado por la Technical University de
Dinamarca. La segunda es el péptido sefial de Hc humano que se predice que engloba los aminoacidos 1-22 del
péptido sefial de la cadena pesada (HC) de IgG humana.

1. Péptido sefial de Notch3 humano (nt 1-20)

MGPGARGRRERRRPMSPPPPPPPVRALPLLLLLAGPGAASA (SEQ ID NO:27)

La secuencia de aminoacidos del péptido sefial predicho Notch3 humano se esquematiza en la Figura 37. Los
resultados de la prediccion del analisis utilizando el SignallP 3.0 Server proporcionado en linea por la Technical
University de Dinamarca se muestran en la Figura 37. Estos resultados predicen un sitio de escision principal
localizado entre la alanina 39 (A39) y alanina 40 (A40). Este sitio de escision se indica por "/" en la secuencia de
aminoacidos 1-40 de Notch3 humano, proporcionada anteriormente.

2. Péptido sefial de HC humano (aa 1-22)

La secuencia de aminoacidos del péptido sefal predicho de Hc humano es

MWGWICLLFWAVLYVTATLCTA/R (SEQ ID NO: 29)

La secuencia de nucleétidos del péptido sefal predicho de Hc humano es:

Los resultados de la prediccion del analisis utilizando el SignallP 3.0 Server proporcionado en linea por la Technical
University de Dinamarca se muestran anteriormente. Estos resultados predicen un sitio de escision principal
localizado entre la alanina 21 (A21) y arginina 22 (22). Este sitio de escision se indica por "/" en la secuencia de
aminoacidos 1-22 de Hc humano proporcionada anteriormente.

Seriuelo h-Notch3(%

El sefiuelo h-Notch1"** indica el sefiuelo Notch3 humano que engloba las repeticiones 1-34 semejantes a EGF de
Notch3.

La secuencia de aminoacidos de la proteina sefiuelo h-Notch3!"**) se muestra en la Figura 41. El péptido sefial
predicho de Notch3 humano esta subrayado (AA 1-40). Las repeticiones 1-34 de EGF de Notch3 estan codificadas
desde aa 41-1386. La secuencia de la etiqueta Fc esta subrayada y en italica.
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La secuencia de nucleétidos de la proteina sefiuelo h-Notch3"'% se muestra en la Figura 40. El péptido sefal
predicho de Notch3 humano esta subrayado (nt 1-120). Las repeticiones 1-34 de EGF de Notch3 estan codificadas
desde nt 121-4158. La unién de fusion, sitio Bglll, es nt 4158 a 4163. La secuencia de la etiqueta Fc esta subrayada
y en italica.

Sefuelo h-sp™Notch134

El sefiuelo h-spHCNotch‘I(1'34) indica el sefiuelo Notch3 humano que engloba las repeticiones 1-34 semejantes a EGF.
La abreviatura spHC indica que se usa el péptido sefial de Hc humano en esta formulacion.

La secuencia de aminoacidos de la proteina sefiuelo h-Notch3!"**) se muestra en la Figura 42. El péptido sefial
predicho de Hc humano esta subrayado (AA 1-22). Las repeticiones 1-34 de EGF de Notch3 estan codificadas
desde aa 22-1386. La secuencia de la etiqueta Fc esta subrayada y en italica.

La secuencia de nucledtidos de la proteina sefiuelo h-Notch3"'% se muestra en la Figura 43. El péptido sefal
predicho de Hc humano esta subrayado (nt 1-66). Las repeticiones 1-34 de EGF de Notch3 estan codificadas desde
nt 67-4104. La union de fusion, sitio Bglll, es nt 4104 a 4109. La secuencia de la etiqueta Fc esta subrayada y en
italica.

Métodos
Construcciéon de sefiuelos Notch3 humanos

Se uso6 el ARN total bien de células de musculo liso aértico humano (AoSMC) o células endoteliales de la vena
umbilical humana (HUVEC) que sobreexpresaban Prox1 para generar variantes sefiuelo Notch3 humanas. EI ARN
total se transcribié de forma inversa con la transcriptasa inversa M-MLV y bien cebadores hexaméricos aleatorios o
cebadores especificos del sefiuelo Notch3. EI ADNc sintetizado se amplificé con cebadores especificos del sefiuelo
Notch3 aguas arriba (con sentido) y aguas baja (antisentido). El sefiuelo Notch3 se construyd a partir de 4
amplicones individuales. EI amplicon 3' se amplificé con un cebador aguas abajo que codificaba un sitio de
restriccion Bglll en el extremo 5' para ligacion en el sitio Bglll en la secuencia Fc para generar una quimera
Notch3/Fc humana en marco.

En el caso de los sefiuelos Notch3 que generan la fusion después de la secuencia de nucledtidos que codifica la
repeticion 35 semejante a EGF, se generara un sitio Bglll para crear el sitio de fusidon y se proporciona esta
secuencia de fusion (Notch3, Figura 37). Esto se aplica a las formulaciones sefiuelo h-Notch3(1-34) y sefiuelo h-
sp""°Notch3 (1-34).

Los productos de PCR amplificados se subclonaron en pBluescript SK Il Fc para generar las diferentes quimeras
Notch3/Fc humanas. Las secuencias sefiuelo Notch3/Fc humanas se trasladan a vectores de expresion de
mamiferos (pAd-lox, pCCL o pcDNAZ3) para la expresion y purificacion de las proteinas sefiuelo Notch3 humanas.

Segunda serie de experimentos
Materiales y métodos
Construcciones de plasmido

Las construcciones de adenovirus que codifican LacZ, Notch4 de longitud completa, o la forma activada de
Notch4/int3 se han descrito previamente (Shawber et al., 2003). Una forma activada de ADNc de Notch1 fusionado
en marco con 6 etiquetas myc (Kopan et al., 1994) se cloné en el vector de expresion de adenovirus, pAd-lox. Tanto
VEGF165 como N1ECDFc también se clonaron en el pAd-lox. Se generaron preparaciones madre de adenovirus y
se titularon como se ha descrito previamente (Hardy et al., 1997). El vector de expresién retroviral pHyTc que
codifica bien LacZ, la forma activada de Notch4/int3, J1, D111 y D114 se han descrito previamente (Uyttendaele et
al., 2000, Shawber et al., 2003, Das et al., 2004 en prensa). Los plasmidos que codifican el dominio extracelular de
Notch1 (pb 5479-7833, registro Genbank# X57405) y el dominio extracelular de D114 (pb 1-1545, registro Genbank#
AF253468, proporcionado por Chiron) fusionados en marco con una etiqueta myc/His, se prepararon por ingenieria
en pHyTC.

Notch1ECD, Notch2ECD, Notch3ECD y Notch4ECD se prepararon por ingenieria en el plasmido pCMX-sFR1-1gG
que contiene Fc usando los métodos mostrados en Clin. Exp. Immunol. (1992) 87(1): 105-110 para crear las
proteinas de fusion basadas en Notch, es decir, Notch1ECD/Fc, Notch2ECD/Fc, Notch3ECD/Fc y Notch4ECD/Fc.

Transferencia génica adenoviral

Se sembraron 7,5 X 10° células de HUVEC en el subcultivo 3 en placas de 6 pocillos recubiertas con colageno de
tipo | el dia antes de la infeccién adenoviral. La infecciéon adenoviral con Ad-lacZ, Ad-VEGF165 o Ad-N1ECDFc se
llevdé a cabo a las m.o.i. indicadas, y se incub6 a 37°C durante 1 hr mezclando con movimientos circulares
ocasionales de las placas.
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Ensayos informadores con luciferasa

Para determinar la sefializacion Notch inducida por ligando, se llevaron a cabo ensayos de co-cultivo usando células
Hela y Bosc derivadas de 293. Se llevaron a cabo transfecciones transﬂonas por precipitacién con fosfato de calcio.
Las células HelLa plaqueadas 1 dia antes en placas de 10 cm a 1,5 X 10° se transfectaron con 333 ng de pBOS
Notch1, 333 ng de pGA981-6, y 83 ng de pLNC lacZ bien con 666 ng de pCMV-Fc o pHyTC-N1ECDFc
(333 ng para xl, 666 ng para x2). Las células Bosc plaqueadas 1 dia antes en placas de 10 cm a 4 X 10° se
transfectaron bien con 680 ng de pHyTc-Jagged1, pHyTc-D111, pHyTc-D114 o pHyTc-x (vector vacio). Un dia
después de la transfeccion, las células se co-cultivaron en triplicado (HeLa:Bosc, 1:2) en placas de 12 pocillos
durante 24 horas. Las células se recogieron y se determind la actividad luciferasa 2 dias después de la transfeccion
usando el kit de ensayo Enhanced Luciferase (BD PharMingen), y se determiné la actividad B-galactosidasa usando
el kit Galacto-Light Plus (PE Biosystems). Todos los ensayos se llevaron a cabo en un luminémetro de inyeccion
dual Berthold.

Para determinar la sefalizacion Notch inducida por VEGF, se usaron HUVEC que se hablan infectado con
adenovirus. Se infectaron HUVEC plaqueadas 1 dia antes en placas de 6 pocillos a 8,0 X 10° bien con Ad-LacZ
como control o Ad-VEGF a las m.o.i. indicadas en presencia o ausencia de Ad-N1ECD/Fc. Dos dias después de la
infeccion, las HUVEC infectadas se volvieron a sembrar en placas de 24 pocillos a 1,5 X 10° células en triplicado y
se cultivaron durante 24 horas, y se transfectaron con 12,5 ng de pRL-SV40 (Promega) y 137,5 ng de pGA981-6
usando reactivo de transfeccion Effectene (Qiagen). Las células se recogieron bien 1 6 2 dias después de la
transfeccion y se determind la actividad luciferasa usando el Sistema de Ensayo Informador Dual-Luciferase®
(Promega).

Ensayo de formacion de brotes

Para preparar geles de colageno, se mezclé una disolucion helada de colégeno porcino de tipo | (Nitta gelatin, Tokio,
Japon) con medio 10X RPMI1640 y tampon de neutralizacion en la proporcion de 8:1:1. Se ahadieron allcuotas de
400 pl de gel de colageno a placas de 24 pocillos y se dejo que gelificara durante al menos 1 hora a 37°C. Después
de la infeccion adenoviral (anteriormente), las HUVEC se recogieron y plaquearon a 1,3 X 10° células por pocillo en
la parte superior del gel de colageno en placas de 24 pocillos en 0,8 ml de medio EGM2. Las HUVEC estaban casi
confluentes 48 horas después de la siembra. Después de la siembra, el medio se cambié cada 2 dias durante 1
semana. Se observo la formacion de brotes y se hicieron fotografias después de 8 dias con una camara digital
Olympus montada en un microscopio. Para la cuantificacion del numero de brotes, se seleccionaron aleatoriamente
5 campos para cada pocillo y dos investigadores contaron los brotes con microscopio de una manera ciega.

Resultados y discusion
Las proteinas de fusion NOTCHECD/Fc funcionan como antagonistas de Notch
Antagonistas de Notch-proteinas de fusién NotchECD/Fc

Hemos preparado varios antagonistas de Notch (Figura 2). Nuestra estrategia fue fusionar la secuencia codificadora
de las repeticiones de EGF de Notch en el Dominio Extracelular (ECD) con el dominio Fc humano o de raton. Este
disefio resulta en una proteina secretada sin funcién de sefializacion pero que retiene el dominio de unién a ligando
y asi deberia unirse a e inhibir la funcion del ligando. Nos referimos a estas proteinas como "NotchECD/Fc" y se han
preparado las cuatro Notch1-4ECD/Fc. El dominio Fc facilita la purificacion por afinidad y la deteccion de la proteina
por inmunotransferencia o inmunohistoquimica.

Ensayo de los antagonistas de Notch

Se uso6 un sistema de co-cultivo in vitro (Figura 3) con ligandos expresados en una célula y activacion del receptor
Notch valorada en otra célula para medir la activacién transcripcional de la ruta Notch. Usamos este ensayo de co-
cultivo para mostrar que Notch1ECD/Fc funciona para bloquear la sefializacién de Notch dependiente de ligando
(Figura 4). El vector de expresion N1ECD/Fc se co-transfectd a diferentes proporciones con Notch1 de longitud
completa y el informador de luciferasa CSL en células Hela, seguido de co-cultivo con células 293 que expresaban
el ligando. Observamos que la activacion de la sefalizacion de Notch1 por los ligandos Notch se redujo por la
expresion de N1ECD/Fc. Este efecto presenté dependencia de la concentracion; una proporcion 2:1 de N1ECD/Fc a
Notch1 fue mas efectiva para inhibir la sefalizacién que una proporcién 1:1. Notch1ECD/Fc pudo bloquear la
sefializacion mediada por Jagged1, semejante a Delta 1 o semejante a Delta 4.

Expresion y purificacién de los antagonistas de Notch

Hemos preparado lineas celulares CHO y HelLa que expresan NotchECD/Fc usando vectores retrovirales para el
propésito de la purificacion de proteinas. Las proteinas N1ECD/Fc se secretan (Figura 5); como se muestra en el
medio condicionado recogido de las lineas HeLa-NotchECD/Fc y purificado con Proteina A(pA) agarosa. La muestra
purificada por pA (Sup) y lisados celulares completos (Lys) se inmunotransfirieron con anticuerpo a-Fc (Figura 5,
panel A) demostrando que N1ECD/Fc se secreta en el medio. Los vectores de adenovirus para NotchECD/Fc se
usaron para infectar células Hela y los lisados de estas células se inmunotransfirieron con anticuerpos a-Fc
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demostrando que expresan proteinas NotchECD/Fc (1, 2, 3, 4) (Figura 5, panel B). Actualmente estamos purificando
N1ECD/Fc del medio condicionado de células CHO usando cromatografia de afinidad con pA.

Definicién de la inhibicién angiogénica usando proteinas de fusion Notch
La activacién de la sefializacion Notch puede detectarse usando la actividad promotora CBF1

Se puede medir la funcién de sefalizacion de Notch midiendo la actividad transcripcional del promotor CBF1, que se
activa por la union de Notch-IC a CBF1. Medimos la actividad promotora de CBF1 en HUVEC que se infectaron con
adenovirus que codificaban VEGF-165 a diferentes MOI (Figura 6). La induccion del promotor CBF1 se detectd
claramente en HUVEC infectadas con Ad-VEGF, comparado con células infectadas con Ad-LacZ de una manera
dependiente de MOI. Estos datos mostraron que la sobreexpresion de VEGF podia activar la sefializacion de Notch
en HUVEC. Asi, VEGF indujo la actividad de sefializacion de Notch.

Nos preguntamos si las proteinas de fusion Notch podian bloquear la activacion inducida por VEGF de la
sefializacion de Notch. La co-infeccion de la proteina de fusién Ad-Notch con Ad-VEGF redujo claramente la
activacion de la actividad promotora de CBF1 inducida por la infeccion con Ad-VEGF solo (Figura 7). En el caso de
la infeccion a 40 MOI para cada adenovirus en la Figura 7 (panel A), se detectaron una inhibicion del 60% a las 24 hr
y una inhibicion del 90% a las 48 hr después de la transfeccion del gen informador y también la actividad inhibidora
del sefiuelo Notch fue dependiente de MOI de la proteina de fusién Ad-Notch.

Las proteinas de fusion Notch bloquean el inicio del brote angiogénico inducido por VEGF

En este experimento, evaluamos el efecto del sefiuelo Notch en la induccién de la gemacion (inicio de brote) por
VEGF-165 sobreexpresado en HUVEC. Cuando HUVEC infectadas con Ad-VEGF se cultivaron en gel de tipo de
colageno durante 8 dias, la gemacion se indujo en el gel de colageno. Esta induccion de la gemacion por VEGF
sobreexpresado se inhibid claramente por coinfeccién de adenovirus que codificaban la proteina de fusion Notch
(Figura 8). La proteina de fusion Ad-Notch en si misma tuvo menos efecto en la morfologia.

En la Figura 9, contamos las yemas por campo usando el microscopio. La infeccion de Ad-VEGF en HUVEC
increment6 el nimero de yemas dependiendo de la MOI usada. La gemacion inducida por Ad-VEGF se inhibio
claramente. Estos datos sugieren que VEGF indujo la gemacién de HUVEC a través de la activacion de la
sefializacion de Notch y que la proteina de fusién Notch podia inhibir la gemacién inducida por VEGF.
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Tercera serie de experimentos
VEGEF inicia la angiogénesis mediante una activacion de la sefalizacion Notch

Las rutas de sefalizacion tanto de VEGF como de Notch son criticas para el desarrollo vascular. Aqui mostramos
que VEGF activa la sefializacién Notch para iniciar la angiogénesis. VEGF incrementd la expresion de Delta4 y
Notch4 causando la activacion de la sefial Notch e induciendo filopodia en células endoteliales primarias cultivadas.
Los estudios usando inhibidores del receptor de VEGF muestran que la activaciéon de la sefial Notch a su vez
aumenta la accion de VEGF induciendo la expresion de VEGFR-1 (Flt-1). Otros elementos de la accion de VEGF,
incluyendo la induccién de MMP-9 y MT1-MMP, estan mediados por Notch. Usando ensayos in vivo para modelizar
la neo-vascularizacion de la piel inducida por VEGF, encontramos que un inhibidor de Notch secretado (proteina de
fusion basada en Notch) bloquea la neo-vascularizacion inducida por VEGF y la induccion de la expresion de
VEGFR-1. Asi, la sefalizacion de Notch es un requisito para la angiogénesis regulada por VEGF, probablemente a
nivel del inicio.

VEGF es un regulador clave de la progresion de la angiogénesis que consiste en multiples procesos, tales como la
degradacion de ECM, gemacioén (formacion de filopodia), proliferacion, supervivencia y migracion de las células
endoteliales. Aunque la mayor parte de las etapas podrian co-operar con moléculas aguas abajo de la sefializacion
de VEGF, no se sabe como estas etapas estan reguladas de forma coordinada para resultar en eventos
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morfogenéticos mas complejos, tales como brote angiogénico. La sefalizacion Notch es un mecanismo de
sefializacion conservado evolutivamente que funciona para regular las decisiones sobre el destino celular (1).
Después de la union por un ligando, tal como Jagged y semejante a Delta, el dominio citoplasmico de Notch
(NotchlIC) se libera por presenilina/y-secretasa, se transloca al nucleo, interacciona con el represor transcripcional
CSL (CBF1/Su(H)lag2) y lo convierte en un activador transcripcional (1). Los papeles de la sefalizacion Notch en el
desarrollo vascular fueron sugeridos por estudios de ratones con mutacion dirigida (2). Como la activacion de Notch
en el endotelio también altera el remodelado vascular, la sefalizacion Notch apropiada es esencial para el desarrollo
vascular (3). Aunque se sugiere la relevancia de Notch para la sefalizacion de VEGF (4-6), todavia no esta claro
cémo la sefalizacion Notch tiene un papel en la angiogénesis regulada por VEGF vy si la sefializacion Notch participa
en la angiogénesis fisioldgica y patoldgica en la vasculatura adulta.

El crecimiento de HUVEC (células endoteliales de la vena umbilical humana) depende de VEGF (Figs, 26A y 26B) y
las respuestas bioldgicas relacionadas con la diferenciacién, tales como brote, y puede evaluarse en un estadio
temprano (7). En primer lugar, examinamos si VEGF transducido adenoviralmente inducia la expresion tanto de
Notch como de ligando Notch en HUVEC cultivadas con medio completo que contenia bFGF (Fig. 22A), como se
indica (5). Los analisis por RT-PCR mostraron que el ARNm tanto de D14 como de Notch4 se regul6 al alza en
HUVEC transducidas con VEGF adenoviralmente (Ad-VEGF-HUVEC), comparado con HUVEC transducidas con
LacZ adenoviralmente (Ad-LacZ-HUVEC) (Fig. 22A). El VEGF transducido no parecio inducir la expresion de
Jagged1 y Notch1. El VEGF transducido también activd la sefializacion Notch de una manera dependiente de la
dosis midiendo la actividad informadora luciferasa CSL (Fig. 22B), que se transactivd con la sefalizacion Notch (8).
La sefalizacion Notch se activd a una dosificacion mayor de Ad-VEGF, comparado con la proliferacion (Fig. 26A).
Como SU5416, que es un inhibidor de las quinasas de VEGFR, disminuy6 la actividad informadora luciferasa CSL
inducida por VEGF (Fig. 22C), VEGF indujo la sefializacién Notch a través de la activacion de la quinasa del
receptor. Como los mutantes de Notch que carecian de los dominios tanto transmembrana como citoplasmico
funcionaban como inhibidores dominantes negativos frente a la sefializacion Notch (9), preparamos una proteina de
fusion basada en Notch o sefiuelo (N1ECDFc) para inhibir la sefalizacion Notch (Fig. 22D). El analisis por
transferencia Western del medio condicionado de HUVEC transducidas con Ad-N1ECDFc (Ad-N1ECDFc-HUVEC)
demostré que N1ECDFc se expresaba y se secretaba bien (Fig. 22E). Usando un ensayo de co-cultivo, en el que las
células Bosc que expresaban ligandos Notch (bien J1, D11 o D14) activaban la sefializacion Notch en células HelLa
que expresaban Notch1 comparado con células Bosc control, determinamos la inhibiciéon de la sefializacién Notch
con la transfeccion de un plasmido de expresion de N1ECDFc (Fig. 22F). Después, examinamos si N1ECDFc inhibia
la activacion de la sefalizacion Notch por VEGF transducido en HUVEC (Fig. 22G). La co-transduccién de Ad-
N1ECDFc con Ad-VEGF en HUVEC disminuyd claramente la actividad luciferasa CSL inducida por VEGF. Gerhardt
et al. reportaron que VEGF controlaba la angiogénesis en la retina postnatal temprana guiando la extension de
filopodia a las puntas de los brotes vasculares (10). Durante el brote angiogénico, la formacion de una célula
endotelial especializada que hace proyecciones de filopodia entre células endoteliales quiescentes, podria ser uno
de los eventos tempranos. Aqui queremos decir formacién de una Unica célula endotelial que hace protrusiones de
filopodia como gemacion. La gemacion de las células endoteliales primarias se induce cultivandolas
tridimensionalmente en gel de fibrina o colageno (11). En el caso en el que Ad-VEGF-HUVEC se cultivaron en gel de
colageno con medio completo, HUVEC transducidas hicieron extensiones de filopodia en el gel de colageno durante
5 dias (Fig. 22H) y el numero de yemas se incrementd de una manera dependiente de la dosis (Fig. 27A). La
activacion de la sefializacion Notch por adenovirus que codifican la forma activada de Notch4 (Ad-Notch4/int3) indujo
la gemaciéon de HUVEC (12) y la de Notch1 (Ad-N1IC) también indujo la gemacién de HUVEC (Fig. 23A y 27B).
Como tanto la sefializaciéon de VEGF como de Notch inducen la gemacién de HUVEC, examinamos si N1ECDFc
inhibia la gemacion de HUVEC inducida por VEGF (Fig. 22H-I). La gemacién de Ad-VEGF-HUVEC se inhibio
claramente por co-transduccion de Ad-N1ECDFc. Ni HUVEC transducidas con Ad-Lac ni Ad-N1ECDFc¢ formaron
yemas (Fig. 22H). N1ECDFc inhibié la gemacién de HUVEC inducida por VEGF sin afectar el nimero de células
(Fig. 22). N1ECDFc transducido no alter6 claramente la proliferacion de HUVEC, mientras la de HUVEC
transducidas con Ad-N1IC se inhibié de una manera dependiente de la dosis (Fig. 28A), consistente con la eficacia
inhibidora de la sefalizacion Notch frente a la proliferacion endotelial (13).

Para ensayar si la sefalizacion Notch esta aguas abajo de VEGF, evaluamos tres inhibidores distintos para tirosina
quinasas de receptor, incluyendo VEGFR en la gemacion de HUVEC inducida por N1IC, porque existian tres
factores de crecimiento en el medio completo (Fig. 23A-C). A una concentracién de 1 uyM, cada compuesto mostré
una inhibicion selectiva frente a cada quinasa (datos no mostrados). Ni PD166866 ni ZD1893 afectaron la gemacion
de Ad-N1IC-HUVEC, mientras SU5416 la inhibid claramente (Fig. 23A-B). SU5416 inhibidé selectivamente la
gemacion de Ad-N1IC-HUVEC con menor reduccion de viabilidad a concentraciones menores (Fig. 23C). Como
Taylor et al. reportaron que Notch regulaba a la baja la expresion de FIk1/KDR/VEGFR2 (14), era improbable que
Notch co-operara con Flk1 para estimular la gemacion. Asi, examinamos si la activacion de la sefializacion Notch
afectaba la expresion de FIt1/VEGFR1 en HUVEC, porque SU5416 inhibe la actividad quinasa tanto de FIt1 como
Flk1 (15). El analisis por RT-PCR demostro que la expresion del ARNm de Flt1 estaba regulada al alza en Ad-N1IC-
HUVEC, mientras la expresion del marcador de célula endotelial, ARNm de CD31, no lo hizo comparado con la que
se producia en Ad-LacZ-HUVEC (Fig. 23D). El analisis por transferencia Western también mostré que la expresion
de la proteina FIt1 estaba regulada al alza en Ad-N1IC-HUVEC (Fig. 23E). Asi, examinamos si P1GF, que es un
ligando selectivo para Flt1, estimulaba la gemacion de HUVEC en las que Flt1 estaba regulado al alza mediante la
activacion de la sefalizacion Notch (Fig. 23F-G). PIGF incrementd el nimero de yemas Ad-N1IC-HUVEC un 150%,
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comparado con la ausencia de PIGF (Fig. 23F). Ademas, PIGF incrementé las yemas de HUVEC que contenian
multiples filopodias un 250% (Fig. 23G). Mientras la reduccién de la expresion de Flt1 usando ARN de interferencia
pequefios (siARN) para Flt1 inhibio la gemacién de Ad-N1IC-HUVEC (Fig. 23J), la transfeccion de éstos disminuyo
selectivamente la expresion del ARNm de Flit1 (Fig. 23H) y la de la proteina FIt1 (Fig. 23I). Aunque la reduccion de la
expresion de Flk1 con siARN de Flk1 también inhibié la gemacion de Ad-N1IC-HUVEC (Fig. 30B), la eficacia
inhibidora del siARN de Flk1 fue menor que la del siARN de Flt1 (Fig. 23J). Los efectos del siARN de Flk1 fueron
mas efectivos en la gemacion de Ad-VEGF-HUVEC que en la de Ad-N1IC-HUVEC (Fig. 30B-C). La transfeccion con
siARN de FIt1 inhibié la gemacién tanto de Ad-N1IC- como Ad-VEGF-HUVEC en un grado similar (datos no
mostrados).

Varios estudios demostraron que VEGF regulaba las actividades gelatinasa en células endoteliales y la significancia
de la actividad gelatinasa como MMP-2 y MMP-9 se ha establecido firmemente en la induccion del brote angiogénico
(16). Examinamos si VEGF regulaba la actividad gelatinasa mediante la sefializacion Notch en HUVEC.

En zimografia de gelatina, el medio condicionado de Ad-VEGF-HUVEC mostré tanto induccion como activacion de
MMP9, que empez6 a detectarse en el dia 6 (Fig. 24A) y activacion de MMP2, que se detectd en el dia 4 (Fig. 24B),
comparado con los de Ad-LacZ-HUVEC. La co-transduccién de Ad-N1ECDFc con Ad-VEGF mostré inhibicion tanto
de la induccion como de la activacion de MMP9 (Fig. 24A) y una activacion de MMP2 (Fig. 24B). El analisis por RT-
PCR demostré que la expresion del ARNm de MMP9 estaba regulada al alza en Ad-N1IC-HUVEC, pero la expresion
del ARNm de MMP2 estaba disminuida en Ad-N1IC-HUVEC (Fig. 24C). Como la induccion de la actividad de MMP2
no se detectd en zimografia de gelatina (Fig. 24B), este resultado fue una consecuencia probable. Mientras, la
expresion de MT1-MMP, que es capaz de activar MMP2 en la superficie celular (17), estaba regulada al alza tanto a
nivel de transcrito como de proteina en Ad-N1IC-HUVEC (Fig. 24D). Como VEGF puede regular tanto la expresion
de gelatinasa como MT1-MMP (16), el analisis por RT-PCR demostré que tanto MMP9 como MT1-MMP estaban
regulados al alza en Ad-VEGF-HUVEC, comparado con Ad-LacZ-HUVEC vy esta induccion se inhibié con la co-
transduccion de Ad-N1ECDFc (Fig. 24E). La infeccion con Ad-N1ECDFc solo no afecto la expresion ni de MMP9 ni
de MT1-MMP en HUVEC infectadas con Ad-LacZ (datos no mostrados). El requisito de los MMP para el brote
angiogénico se ha establecido por inhibidores sintéticos de MMP (16). GM6001 es un inhibidor general frente a los
MMP incluyendo MMP2, MMP9 y MT1-MMP (18). GM6001 disminuyé claramente la gemacién de Ad-N1IC-HUVEC
tanto en gel de colageno (Fig. 31A-B) como de fibrina (datos no mostrados).

En el ensayo en ratdn de Saco de Aire Dorsal (DAS) (19), transfectantes estables de células 293 que sobreexpresan
VEGF121 (293/VEGF) indujeron significativamente angiogénesis in vivo (Fig. 25A, panel izquierdo). Esta
angiogénesis inducida por VEGF se inhibié claramente por la coexpresion de NTECDFc, comparado con 293/VEGF
solo (Fig. 25A). Se midi6 la densidad de los vasos y en la Fig. 25B se proporciona un indice de angiogénesis,
demostrando que la angiogénesis inducida por 293/VEGF se inhibe por la co-expresion de 293/N1ECDFc (Fig. 25B).

También, en el ensayo en raton de Saco de Aire Dorsal (DAS) (19), la linea celular de cancer de mama humano,
MDA-MB-231 indujo significativamente angiogénesis in vivo, presumiblemente mediante la secrecion de VEGF (Fig.
25C, panel izquierdo). Esta angiogénesis inducida por VEGF se inhibié claramente por la expresion de N1ECDFc
mediada por adenovirus, comparado con adenovirus que expresan LacZ (Fig. 25C). Se midi6 la densidad de los
vasos y en la Fig. 25D se proporciona un indice de angiogénesis, demostrando que la angiogénesis inducida por
MDA-MB-231 se inhibe por la expresion de NTECDFc.

Flk1 es un transductor de la sefal positivo principal para la angiogénesis a través de su fuerte actividad tirosina
quinasa en el embrién, mientras se piensa que Flt1 es un transductor de la sefial negativo para la angiogénesis. Sin
embargo, se demostré un papel positivo para Flt-1 en ratones adultos, ya que el crecimiento in vivo de LLC que
sobreexpresaban P1GF2 se comprometié severamente en ratones que carecian de dominio quinasa de Flt-1
citoplasmico (20). Notch podria funcionar para alterar la sefializacion de VEGF induciendo la sefalizacion de Flt-1 'y
sefializacion de Flk-1 moderada bien para inducir extension de filopodia o potenciar el brote angiogénico, ya que la
sefializacion PIGF/Flt-1 altero el sitio de fosforilacion de Flk-1 y potencié angiogénesis miocardica isquémica (21).
De forma interesante, la sefalizacion de Notch también regul6 al alza la expresion de PIGF (Fig. 29). Sin embargo,
la activacion continua de la sefializacion de Notch inhibe la formacion de brotes angiogénicos que contienen lumen
multi-celular, como se ha reportado previamente (22). La sefializacion de Notch deberia desactivarse después de la
gemacion/formacion de filopodia y podria requerirse la activacion transitoria de la ruta Notch. En un modelo de ratén
transgénico de carcinogénesis de células beta pancreaticas (ratones RiplTag2) en los que la angiogénesis tumoral
depende de VEGF, el nivel de la expresion de VEGF no se incrementa, pero ocurre la movilizacién de VEGF
extracelular almacenado en la matriz hacia los receptores de VEGF. MMP-9 es responsable de esta movilizacion y la
progresion tumoral se inhibié en ratones transgénicos doble nulos Rip1Tag23MMP-9 (23). La expresion de MMP-9
regulada al alza por Notch podria incrementar el nivel local de VEGF en el sitio del brote angiogénico. Mientras
Notch también regula al alza la expresion de MT1-MMP, el MMP-2 extracelular podria ser dirigido a la membrana
celular de las células endoteliales activadas por Notch. Notch podria determinar el sitio para le brote angiogénico
regulando la actividad gelatinasa y la concentracion de VEGF. Como MMP-9 endotelial estaba regulado por Flt-1 en
metastasis especificas de pulmén (20), Flt-1 podria participar en la inducciéon de MMP-9 indirectamente.
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Cuarta serie de experimentos
Expresion de proteinas y ligandos Notch en células endoteliales sanguineas vy linfaticas

Se llevé a cabo RT-PCR para Notch1-4, D111, D114 y Jagged1 en ARN aislado de células endoteliales sanguineas
(BEC) y células endoteliales linfaticas (LEC) purificadas de HMVEC. Como se muestra en la Figura 44, Notch1,
Notch2, Notch4, D114 y Jagged1 se expresaban tanto en BEC como LEC a un nivel similar. La expresion de Notch3
parece estar restringida a las LEC lo que sugiere que la sefializacion de Notch3 funciona en el endotelio linfatico.

Notch3 se co-expresa con el marcador de células endoteliales linfaticas LYVE-1 y Prox1 en embriones €13.5

Se inmunotifieron secciones de 10 micrémetros de embriones de ratén en el dia embrionario 13.5 bien para LYVE-1,
Prox1 y Notch3. Como se muestra en la Figura 45, Notch3 se expresoé en las células que también expresaron los
marcadores de células endoteliales linfaticas, LYVE-1 y Prox1.

Prox1 indujo la expresion de Notch3 en células endoteliales sanguineas

Se examind si la expresion ectopica de Prox1 alteraria la expresion de proteinas o ligandos Notch. Como se muestra
en la Figura 46, seccion A, veinticuatro horas después de la infeccion adenoviral bien con Ad-Prox1 o Ad-LacZ, se
aislo el ARN total de HUVEC y se llevo a cabo RT-PCR cuantitativa para Notch1-4, D114 y Jagged1. Prox-1 reguld
al alza de manera robusta la expresion de Notch3. La expresion de Notch1, Notch2, Notch4, D114 y Jagged1 no se
vio afectada significativamente. Como se muestra en la Figura 46, seccion B, el Compuesto E (cE), inhibidor de
presenilina que inhibe la sefalizacion de Notch, se incubé durante 24 horas en HUVEC infectadas bien con Ad-LacZ
o Ad-Prox1. Se aislé el ARN total y se llevd a cabo RT-PCR cuantitativa para determinar la expresion de Notch3.
Prox1 indujo la expresion de Notch3 y esta induccion se inhibid por la adicion del compuesto E.

Esto sugiere que la induccion por Prox1 de Notch3 depende de la activacion de la sefial Notch.
Prox1 induce genes diana de Notch en células endoteliales sanguineas

Se infectaron HUVEC con adenovirus que codifican, LacZ, Prox1, N1IC o N4/int-3 y se aisl6 el ARN total 24 horas
después de la infeccion. Se llevé a cabo RT-PCR cuantitativa para los genes diana de Notch endoteliales. VEGFR-3,
EfrinaB2, Hey1 y Hey2. De manera similar a la activacion de la sefial de Notch1 y Notch4, Prox1 indujo los cuatro
genes (Figura 47, secciones A y B). Se desconoce la expresion de Hey1 y Hey?2 en el endotelio linfatico.
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La induccion de genes diana de Notch por Prox1 depende de la sefalizacion de Notch en las células endoteliales
sanguineas

Se infectaron HUVEC con adenovirus que codifican, LacZ, Prox1, N1IC o N4/int-3. El compuesto E (cE), inhibidor de
presenilina que inhibe la sefalizaciéon de Notch, se incubd durante 24 horas en HUVEC infectadas bien con Ad-LacZ
o Ad-Prox1 y se aislé el ARN total. Se llevo a cabo RT-PCR cuantitativa para los genes diana de Notch endoteliales.
VEGFR-3, EfrinaB2 y Hey2. La induccion mediada por Prox1 de los genes diana de Notch, EfrinaB2, VEGFR-3 y
Hey?2 se inhibié por la adicion del inhibidor de la sefializacion de Notch, Compuesto E, como se muestra en la Figura
48. Asi, Prox1 regula la expresion de EfrinaB2, VEGFR-3 y Hey?2 a través de Notch.

Quinta serie de experimentos
Antecedentes

Pueden trazarse avances sobre una funciéon para Notch en la homeostasis vascular a partir del trastorno
neurovascular humano, Arteriopatia Cerebral Autosomica Dominante con Infartos Subcorticales y
Leucoencefalopatia (CADASIL). En la mayoria de los pacientes, se ha encontrado que CADASIL se correlaciona con
mutaciéon con cambio de sentido en Notch3. CADASIL es un trastorno autosémico dominante de inicio tardio (edad
media de 45) caracterizado por migrafias con aura e |ctus recurrentes que dan lugar a sintomas psiquiatricos,
disminucion cognitiva progresiva, demencia y muerte ®"). Estos sintomas neuropatolégicos surgen secundariamente
a una arteriopatia con desarrollo lento, asociada con la desorgamzamon y destruccion de las células de musculo liso
vascular que rodean las arterias y arteriolas cerebrales. La regresion de las células de musculo liso vascular esta
asociada con una disminucion en el espesor de la pared de los vasos, una pérdida de la matriz extracelular y
debilidad de la pared de los vasos ®2) En las células de musculo liso vascular, existe una acumulacion del dominio
extracelular de Notch3 y en la matrlz extracelular una deposicion anormal de particulas referidas como materiales
osmofilicos granulares (GOM) ®). En este trastorno, las lesiones arteriales no estan restringidas al cerebro y se
encuentran en arterias de la piel y la retina (83-85)

El fenotipo de CADASIL se correlaciona con la expresién de Notch3 en las células de musculo liso vascular (70. 81)

Siendo la hipdtesis que Notch3 funciona para mantener las interacciones célula-célula o la comunicacién entre las
células de musculo liso vascular y las células endoteliales arteriales. Un estudio reciente ha recreado la patologia de
los vasos en CADASIL en ratones transgénicos que expresan un transgen Notch3 que codifica la mutacién R90C de
CADASIL especificamente en las células de musculo liso vascular @) "La vasculatura de estos ratones mostré una
arteriopatia clasica de CADASIL, incluyendo depdsitos de GOM vy acumulauon de Notch3. Sin embargo, estas
caracteristicas estuvieron precedidas de la alteracion del anclaje y adhesion de células de musculo liso vascular a
células vecinas seguido de degeneracion de las células de musculo liso vascular. Asi, CADASIL resulta del contacto
y viabilidad reducidos de las células de musculo liso vascular y la deposicion de GOM y acumulaciéon del dominio
extracelular de Notch3 son consecuencias secundarias de este deterioro celular. Consistente con un papel para
Notch3 en la supervivencia celular, la expresién de una forma constitutivamente activa de Notch3 en células de
musculo liso adrtico de rata resulté en la induccion de cFlip, un antagonista de la apoptosis dependiente de Fas @,
Ademas, la expresion ectopica de Hey1 en células de musculo liso vascular cultivadas estimulé la su ervivencia
celular a través de Akt e inhibié asi la apoptosis en respuesta a ausencia de suero y ligando Fas @) Tomados
conjuntamente, estos datos indican que Notch3 mantiene la homeostasis de los vasos arteriales estlmulando la
supervivencia de las células de musculo liso vascular. La permeabilidad de la pared de los vasos arteriales
resultante podria surgir de la muerte de las células de musculo liso vascular o un fallo de las células de musculo liso
vascular para comunicarse con sus células endoteliales vecinas. La alteraciéon de la actividad de Notch3 en ratones
puede ayudar a definir la naturaleza de este defecto.

La actividad especifica de las proteinas Notch3 mutantes de CADASIL todavia se entiende poco. Una complicacion
en la interpretacion de la funcién de Notch3 mutante surge de estudios in vitro confllctlvos que han mostrado que
Notch3 citoplasmico truncado puede bien inhibir o activar el factor de transcripcion CSL 8990,

La activacion de la sefializacion de Notch en las células de musculo liso vascular resulta en letalidad embrionaria.

Notch3 se expresa y es activo en células que rodean los vasos sanguineos, las células de musculo liso y pericitos.
Las células de musculo liso son importantes para la funciéon cardiovascular y deben estar sanas para prevenir el
ictus. Los pericitos pueden contribuir al crecimiento de los vasos tumorales. No se piensa que Notch1 y Notch4
funcionen en estos tipos celulares.

Por lo tanto, las proteinas de fusidon Notch3 descritas en la presente memoria pueden ser Utiles para prevenir el ictus
mediante la prevencion de la actividad anormal de Notch3. Ademas, las proteinas de fusién Notch3 pueden ser Utiles
para mantener las células de musculo liso vascular, para restringir el crecimiento o funcién de los pericitos
tumorales, o para influir en la angiogénesis retiniana mediante la modulacion de la funcion de los pericitos.

Hemos construido un ratéon transgénico que expresa una forma activada de Notch1 (N1IC) bajo el control del
promotor alfa del factor de elongacion 1 (EF1a) en tejidos que expresan la recombinasa Cre, referido como
EF1a""°* (Fig. 49). EF1d""" es viable y fértil (Fig. 50). Hemos expresado N1IC en células de musculo liso
vascular cruzando EF1a""* con una linea de ratén SM22-Cre (SM22°"®"). Los dobles transgénicos resultantes
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SM22°"  EF1a™"" mueren a E9.5 (Fig. 50), Los embriones SM22°®"*, EF1a"""°" presentan defectos miocardicos
que creemos son los responsables de la letalidad embrionaria. Consistente con estos defectos en las células de
musculo liso miocardico, observamos una alteracion en la expresion del marcador de las células de musculo liso
vascular, actina alfa de células de musculo liso en animales transgénicos SM22°", EF1a"""°"* E9.5 (Fig. 51). Estos
resultados demuestran que una sefalizacion de Notch incrementada en las células de musculo liso vascular altera el
desarrollo cardiovascular embrionario.

Referencias citadas en la quinta serie de experimentos

81. Viitanen M, Kalimo H. CADASIL: Hereditary arteriopathy leading to multiple brain infarcts and dementia. Ann.
M. Y. Acad. Sci. 2000,903:273-84,

82, Brulin P, Godfraind C, Leteurtre E, Ruchoux MM. Morphometric analysis of ultrastructural vascular changes in
CADASIL: analysis of 50 skin biopsy specimens and pathogenic implications. Acta. Neuropathol. 2002;104:241-8.
83, Uyama E, Tokunaga M, Suenaga A, Kolorii S, Kamimura K, Takahashi K, Tabira T, Uchino M. Arg133Cys
mutation of Notch2 in two unrelated Japanese families with CADASIL. Intern. Med. 2000;39(9):732-7.

84, Joutel A, Favrole P, Labauge P, Chabriat H, Lescoat C, Andreux F, Domenga V, Cecillon M, Vahedi K, Ducros
A wyotros.  Skin biospy immunostaining with a Motch3 monoclonal antibody for CADASIL diagnosis. Lancet
2001;358:2049-51.

85, Smith BW, Henneberry J, Connally T. Skin biopsy findings in CADASIL. Meurclogy 2002;59(6):961.

86. Ruchoux MM, Domenga ¥V, Brulin P, Maciazek J, Limol 3, Tournier-Lasserve E, Joulel A. Transgenic mice
expressing mutant Netch3 develop vascular alterations characteristic of cerebral autosomal dominant arteriopathy
with subcortical infarcts and leuckoencephalopathy. Am. J. Path. 2003;162{1):320-42,

a7, Wang W, Prince CZ, Mou Y, Pollman MJ. Natch3 signaling in vascular smooth muscle calls induces c-FLIP
exprassion via ERK/MAPK activation, J Biol Cham 2002;277(24):21723-9,

88.Wang W, Prince CZ, Hu X, Pollman MJ. HRT1 modulates vascular smooth muscle cell proliferation and apoptosis.
Biochem Biophys Res Commun 2003;308(3):598-601.

89, Beatus P, Lundkvist J, Oberg C, Lendahl U, The Nolch3 intracellular domain represses Naotch1-mediated acli-
vation through Hairy/Enhancer of split (HES) promoters. Development 1999128(17):3925-35.

90. Saxena MT, Schroeter EH, Mumm J3, Kopan R. Murine notch homologs (M1-4) undergo presenilin-dependent
proteclysis. J, Biol. Chem, 2001;276(43):40268-73,

31



10

15

20

Listado se Secuencias

<110> The Trustees of columbia University in The City of New York Kitajewski, Jan Shawber, carrie

<120> Proteinas de fusion basadas en Notch3 humanas como inhibidores sefuelo de la sefializacion de Notch3

<130> 79285-PCT/JPW/WS

<160> 34

<170> PatentIn version 3.4

<210> 1
<211> 1433
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 1

Met Pro Arg Leu
1

Leu

Asn

ser

Ser

65

Gly

Leu

Asn

cys

Ala

145

Ser

Gln

Ala
Gly
Gly
50

Thr
Ile
Cys
Gly
Pro
130
Ser

Tyr

Asp

Ala

Gly

35

Ala

Pro

val

Leu

Gly

Pro

Asn

Ile

val

Arg

20

Arg

Phe

Cys

Asp

Thr

100

Thr

Gly

Pro

cys

Asn

Leu
5
Gly
Cys
val
LysS
Tyr
85
Pro
Cys

Trp

Cys

Ala

Leu

Glu

Gly

Asn

70

Ala

Leu

Asp

ser

Ala

150

Cys

cys

Pro

Arg

val

GlIn

55

Ala

cys

Ala

Leu

Gly

Asn

Pro

ser

Leu

Cys

Ala

40

Arg

Gly

ser

Asn

Leu

120

Lys

Gly

Pro

Gln

ES 2532405 T3

Leu

Ser

25

Asn

Cys

Thr

Cys

Ala

105

Thr

ser

Gly

Gly

Asn

Cys

10

GlIn

Gly

Gln

Cys

Pro

20

Cys

Leu

Cys

GIn

Phe

170

Pro

Leu Thr

Pro ser

Thr Glu

Asp Pro

60

Tyr val
75

Leu Gly

Leu Ala

Thr Glu

GIn GlIn

140

Cys Leu
155
His Gly

Gly Leu

32

Leu Leu

Gly Thr
30

Ala Cys
45

ser Pro
val Asp
Phe Sser
Asn Pro

110
Tyr Lys
125
Ala ASp
Pro Phe

Pro Thr

Cys Arg

Pro

15

cys

val

Ccys

His

Gly

95

Cys

Cys

Pro

Glu

Cys

175

His

Ala

Leu

cys

Leu

Gly

80

Pro

Arg

Arg

Cys

Ser

160

Arg

Gly



Gly

Thr

Ser

225

His
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Phe Asn Gly Gly Thr Cys val Asp Gly Ile Asn Ser Phe Thr Cys Leu
995 1000 1005

Cys Pro Pro Gly Phe Thr Gly Ser Tyr Cys GIn Tyr Asp val Asn
1010 1015 1020

Glu Cys Asp Ser Arg Pro Cys Leu His Gly Gly Thr Cys GIn Asp
1025 1030 1035

Ser Tyr Gly Thr Tyr Lys Cys Thr Cys Pro GIln Gly Tyr Thr Gly
1040 1045 1050

Leu Asn Cys GIn Asn Leu val Arg Trp Cys Asp Ser Ala Pro Cys
1055 1060 1065

Lys Asn Gly Gly Lys Cys Trp GIn Thr Asn Thr GIn Tyr His Cys
1070 1075 1080

Glu Cys Arg Ser Gly Trp Thr Gly Phe Asn Cys Asp Vval Leu Ser
1085 1090 1095

val ser Cys Glu val Ala Ala GIn Lys Arg Gly Ile Asp val Thr
1100 1105 1110

Leu Leu Cys GIn His Gly Gly Leu Cys val Asp Glu Glu Asp Lys
1115 1120 1125

His Tyr Cys His Cys GIn Ala Gly Tyr Thr Gly Ser Tyr Cys Glu
1130 1135 1140

Asp Glu val Asp Glu Cys Ser Pro Asn Pro Cys GIn Asn Gly Ala
1145 1150 1155

Thr Cys Thr Asp Tyr Leu Gly Gly Phe Ser Cys Lys Cys val Ala
1160 1165 1170

Gly Tyr His Gly Ser Asn Cys Ser Glu Glu Ile Asn Glu Cys Leu
1175 1180 1185

ser GIn Pro Cys GIn Asn Gly Gly Thr Cys Ile Asp Leu Thr Asn
1190 1195 1200

Thr Tyr Lys Cys Ser Cys Pro Arg Gly Thr GIn Gly val His Cys
1205 1210 1215

Glu ITe Asn val Asp Asp Cys His Pro Pro Leu Asp Pro Ala Ser
1220 1225 1230

Arg Ser Pro Lys Cys Phe Asn Asn Gly Thr Cys val Asp GlIn val
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Lys Gly Phe Lys Gly Tyr Asn Cys GIn val Asn Ile Asp Glu Cys Ala
785 790 795 800

Ser Asn Pro Cys Leu Asn Gln Gly Thr Cys Leu Asp Asp val Ser Gly
805 810 815

Tyr Thr Cys His Cys Met Leu Pro Tyr Thr Gly Lys Asn Cys GIn Thr
820 825 830

val Leu Ala Pro Cys Ser Pro Asn Pro Cys Glu Asn Ala Ala val Cys
835 840 845

Lys Glu Ala Pro Asn Phe Glu Ser Phe Thr Cys Leu Cys Ala Pro Gly
850 855 860

Trp GIn Gly GIn Arg Cys Thr val Asp val Asp Glu Cys val Ser Lys
865 870 875 880

Pro Cys Met Asn Asn Gly Ile Cys His Asn Thr Gln Gly Ser Tyr Met
885 890 895

Cys Glu Cys Pro Pro Gly Phe Ser Gly Met Asp Cys Glu Glu Asp Ile
900 905 910

Asn Asp Cys Leu Ala Asn Pro Cys GIn Asn Gly Gly Ser Cys val Asp
915 920 925

Lys val Asn Thr Phe Ser Cys Leu Cys Leu Pro Gly Phe val Gly Asp
930 935 940

Lys Cys GIn Thr Asp Met Asn Glu Cys Leu Ser Glu Pro Cys Lys Asn
945 950 : 955 960

Gly Gly Thr Cys Ser Asp Tyr val Asn Ser Tyr Thr Cys Thr Cys Pro
965 970 975

Ala Gly phe His Gly val His Cys Glu Asn Asn Ile Asp Glu Cys Thr
980 985 990

Glu Ser Ser Cys Phe Asn Gly Gly Thr Cys val Asp Gly 1Ile Asn Ser
995 1000 1005

Phe Ser Cys Leu Cys Pro val Gly Phe Thr Gly Pro Phe Cys Leu
1010 1015 1020

His Asp Ile Asn Glu Cys Ser Ser Asn Pro Cys Leu Asn Ser Gly
1025 1030 1035

Thr Cys val Asp Gly Leu Gly Thr Tyr Arg Cys Thr Cys Pro Leu
1040 1045 1050
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Gly Tyr Thr Gly Lys Asn Cys GIn Thr Leu val Asn Leu Cys Ser
1055 1060 1065

Pro Ser Pro Cys Lys Asn Lys Gly Thr Cys Ala GIn Glu Lys-Ala
1070 1075 Y Y 1080

Arg Pro Arg Cys Leu Cys Pro Pro Gly Trp Asp Gly Ala Tyr Cys
1085 1090 1095

Asp val Leu Asn val Ser Cys Lys Ala Ala Ala Leu GIn Lys Gly
1100 1105 1110

val Pro val Glu His Leu Cys GIn His Ser Gly Ile Cys Ile Asn
1115 1120 1125

Ala Asn Thr His His Cys GIn Cys Pro Leu Gly Tyr Thr Gly

Gly
1130 1135 1140

ser Tyr Cys Glu Glu GIn Leu Asp Glu Cys Ala Ser Asn Pro Cys
1145 1150 1155

Gln His Gly Ala Thr Cys Ser Asp Phe Ile Gly Gly Tyr Arg Cys
1160 1165 1170

Glu cys val Pro Gly Tyr GIn Gly val Asn Cys Glu Tyr Glu val
1175 1180 1185

Asp Glu Cys GIn Asn GIn Pro Cys GIn Asn Gly Gly Thr Cys Ile
1190 1195 1200

Asp Leu Vval Asn His Phe Lys Cys Ser Cys Pro Pro Gly Thr Arg
1205 1210 1215

Gly Leu Leu Cys Glu Glu Asn Ile Asp Asp Cys Ala Gly Ala Pro
1220 1225 1230

His Cys Leu Asn Gly Gly GIn Cys val Asp Arg Ile Gly Gly Tyr
1235 1240 1245

ser Cys Arg Cys Leu Pro Gly Phe Ala Gly Glu Arg Cys Glu Gly
1250 1255 1260

Asp Ile Asn Glu Cys Leu Ser Asn Pro Cys Ser Ser Glu Gly Ser
1265 1270 1275

Leu ASp Cys Ile GIn Leu Lys Asn Asn Tyr GIn Cys Val Cys Arg
1280 1285 1290

ser Ala Phe Thr Gly Arg His Cys Glu Thr Phe Leu Asp val Cys
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10

1295

Pro GIn Lys Pro Cys

1310

Asn val Pro Asp Gly

1325

Gly Ala Arg Cys Gln

1340

Gly Glu Gln Cys val

1355

Pro Asn His Lys Asp

1370

GIn His Gly Gly Thr

1385

ser Cys Arg Cys Ser

1400

Tyr Thr Ala Pro Thr

1415
<210> 4
<211> 1379
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 4

Met Gly Leu Gly Ala
1

Leu Pro Pro Pro Pro
20

Leu Ala g}y Leu Gly

Cys Ala Asn Gly Gly
50

Ala Cys Leu Cys Leu
65

Asp Pro Cys His Ser
85

Ser val val Ala Gly

1300 1305
Leu Asn Gly Gly Thr Cys Ala val Ala ser
1315 1320
Phe Ile Cys Arg Cys Pro Pro Gly #he ser
1330 1335 .
ser ser Cys Gly GIn val Lys Cys Arg Arg
1345 1350
His Thr Ala Ser Gly Pro His Cys Phe Cys
1360 1365
Cys Glu Ser Gly Cys Ala Ser Asn Pro Cys
1375 1380
Cys Tyr Pro GIn Arg Gln Pro Pro Tyr Tyr
1390 1395
Pro Pro Phe Trp Gly Ser His Cys Glu Ser
1405 1410
Ser
Arg Gly Arg Arg Arg Arg Arg Arg Leu Met Ala
10 15
Pro Pro Met Arg Ala Leu Pro Leu Leu Leu Leu
25 30
Ala Ala Ala Pro Pro Cys Leu Asp Gly Ser Pro
40 45
Arg Cys Thr His GIn Gln Pro Ser Leu Glu Ala
55 60
Pro Gly Trp val Gly Glu Arg Cys GIn Leu Glu
70 75 80
Gly Pro Cys Ala Gly Arg Gly val Cys GIn Ser
90 95
Thr Ala Arg Phe Ser Cys Arg Cys Leu Arg Gly

ES 2532405 T3
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Phe

Cys

145

Asp

Asn

Leu

Asn

Cys

225

Cys

Asn

Thr

Gly

Asn

305

Thr

Phe

Asp

Gln

val

130.

Ala

Glu

Thr

Leu

Gly

Leu

Pro

Thr

Glu

Gly

290

Gly

Ala

Tyr

Asp

Gly
H'i s
Cys
Cys
Pro
Cys
195
Gly
Pro
Gly
Tyr
Asp
275
Thr
Trp
val

Cys

Ala
355

100

Pro
Gly
Pro
Arg
Gly
Glu
Thr
Gly
His
Asn
260
val
Cys
Thr
Cys
Ala

340

Cys

Asp

Ala

Pro

Ser

165

ser

Asn

Cys

Phe

Arg

Cys

ASp

Phe

Gly

Phe

325

Ccys

val

Cys

Pro

Gly

Phe

Pro

Arg

Glu

230

Cys

Gln

Glu

Asn

Glu

310

His

Pro

ser

ser

135

Tyr

Thr

Arg

val

GlIn

215

Gly

Leu

Cys

Cys

Leu

295

ser

Gly

Met

Asn

GIn

120

ser

GIn

Thr

Cys

val

200

Ser

GlIn

Asn

Pro

GIn

280

Leu

Cys

Ala

Gly

Pro
360
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105

Pro

val

Gly

Cys

Gln

185

Pro

ser

Asn

Gly

Pro

265

Leu

Gly

ser

Thr

345

Cys

Asp
Gly

Gln

Cys
Cys
Asp
Cys
Gly
2

Glu
Gln
Gly
GlIn
Cys
330

Thr

His

Pro

Pro

Ser

155

His

Pro

Ala

val

Glu

Thr

Trp

Pro

His

Asn

315

His

Gly

Glu

Cys

140

Cys

Gly

Lteu

Pro

Thr

220

val

cys

Thr

Asn

ser

300

Ile

ASp

Leu

Asp

44

val

125

Gly

Gin

Gly

Gly

ser

205

TYyr

Asn

val

Gly

Ala

285

cys

Asp

Arg

Leu

Ala
365

110

ser

Arg

ser

Thr

TYr

Pro

Asp

val

Asp

Gln

270

cys

val

Asp

val

350

Ile

Arg
Phe
Asp
iz
Thr
cys
cys
Asp
Gly
2

Phe
His
Cys
cys
Ala
His

cys

Pro

Ala

Ile

160

Leu

Gly

Arg

Ala

cys

Asn

val

Ala

320

Ser

Leu

Asp



Thr

Thr

385

Asn

Leu

val

ASp

Thr

465

Asn

Pro

Ala

Gly

Gly

Arg

Cys

625

Asn
370
Gly
Pro
Cys
Asn
450
Tyr
Gly
ser
Ser
TYyr
5

ASn
ASp
Ile
Tyr
Pro

610

Ala

Pro

Gly

Cys

GlIn

Glu

435

Ile

Cys

Gly

Gly

Thr

515

Glu

val

Gly

Arg

Gly

Pro

Ser

val

Ala

Glu

Cys

420

Cys

Gly

Glu

val

Phe

500

Pro

cys

ASp

Ile

580

Gly

Gly

Asn

ser Gly Arg

Cys

His

405

Gly

Leu

GIn

val

cys

485

ser

Cys

Arg

Asp

Ala

565

Glu

Lys

Thr

Pro

Asp

390

Leu

Arg

ser

Phe

Lys

Gly

Arg

Cys

Cys

550

ser

Ser

Cys

Thr

Cys
630

375

GIn

Gly

Gly

Gly

Thr

455

Ile

Asp

Ser

Asn

Ala

Ser

Phe

Gln

Leu

Gly

Thr

Ala

Asp

Arg

Tyr

Pro

440

cys

Asp

Arg

Met

Pro

ser

val

600

val

Phe
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Ile

val

Cys

Thr

425

cys

Ile

Glu

val

Ccys

505

Ala

Gly

Asp

Cys

AsSp

585

Leu

Asn

Gly

cys

Asp

val

410

Gly

Arg

Cys

Cys

Asn

490

GlIn

Lys

Phe

Pro

Ala

570

Glu

val

Cys

val

Thr

Glu

395

Asn

Pro

Asn

Met

GIn

475

Gly

Leu

Cys

Glu

Cys

555

Cys

Cys

Asp

Glu

Cys
635

Cys

380

cys

Thr

Arg

Gln

Ala

460

ser

Phe

Asp

val

His

Ala

Arg

Lys

val

620

Arg

45

Pro

ser

Gln

cys

Ala

445

Gly

ser

Ser

val

Asp

525

Thr

His

Pro

Ser

Tyr

605

Asn

Asp

Pro

Ile

Gly

Glu

430

Thr

Phe

Pro

Cys

510

GlIn

Leu

Gly

Gly

Gln

590

Leu

Ile

Gly

Gly

Gly

ser

415

Thr

cys

Thr

cys

Thr

495

Glu

Pro

Cys

Arg

Tyr

575

Pro

Cys

Asp

Ile

Phe

Ala

400

Phe

Asp

Leu

Gly

val

480

Cys

cys

AsSp

Glu

Cys

560

Thr

Cys

Arg

Asp

Asn
640



Arg

val

cys

Leu

705

cys

Asp

Asp

GlIn

Gly

Pro

Gly

Asn

Gln

865

Ala

Cys

Tyr

Glu

val

Pro

690

Ser

Glu

Ala

Gly

Cys

770

His

Gly

Ala

Phe

Asp

Gln

Gly

Gly

Asp

Ile

Asp

675

Pro

His

Pro

Cys

Ile

755

Glu

Cys

Trp

ser

Arg

835

Ile

Asp

Pro

Pro

cys

ASn

660

Gly

Leu

Gly

Gly

Glu

740

Gly

val

Glu

Gln

Pro

820

Cys

Asp

Gly

Arg

Gly
900

val

645

Glu

Glu

Cys

val

Trp

Sser

Phe

Leu

ser

Cys

Ile

Asp

val

885

Thr

Cys

Cys

Asn

Leu

Cys

710

Ser

Gln

Arg

Ser

Gly

cys

Cys

Gly

Ala

Cys

Gln

Ala

Gly

Pro

695

His

Gly

Pro

Cys

Pro

775

Pro

Arg

Pro

His

Asp

855

ser

Arg

Thr

Pro

ser

Phe

680

Ala

AsSp

Pro

cys

Thr

760

cys

Asp

Cys

His

Phe

ASp

Asp
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Gly

ser

665

His

Asn

Ala

Arg

GIn

745

Cys

Thr

Arg

GlIn

Gly

Gly

Asn

ser

val

His
905

Phe

650

Pro

Cys

His

Pro

cys

730

Ala

Ala

Pro

Leu

Gln

810

Thr

Tyr

Pro

Cys

890

val

Thr

Cys

Leu

Pro

Gly

Ser

Gly

Pro

Ser

Thr

795

Asp

Cys

Thr

cys

ser

875

Glu

Ala

Gly
Gly
cys
Cys
700
Gly
Gln
Gly
Gly
Leu
780
val
val
Thr
Gly
Leu
860
Cys

Cys

Sser

46

Pro

Glu

Pro

685

Ala

Phe

ser

Thr

Phe

765

cys

cys

AsSp

Asn

Pro

845

His

Leu

Leu

Phe

Leu

Gly

Pro

His

Arg

Leu

Cys

750

Gln

Glu

Ser

Glu

Leu

830

Phe

Gly

Asp

ser

Thr
910

Cys

655

Gly

Gly

Lys

Cys

Ala

735

Thr

Gly

His

cys

cys

815

Pro

Cys

Gly

Gly

ser

895

Cys

Asn

ser

ser

Pro

val

720

Pro

ser

His

Gly

Pro

800

Ala

Gly

ASp

Ser

Phe

880

Pro

Ala
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Cys Pro Pro Gly Tyr Gly Gly Phe His Cys Glu Ile Asp Leu Pro Asp
915 920 925

Cys Ser Pro Sser Ser Cys Phe Asn Gly Gly Thr. Cys val Asp Gly val
930 935 940

Ser Ser Phe Ser Cys Leu Cys Arg Pro Gly Tyr Thr Gly Thr His Cys
945 950 955 960

Gln Tyr Glu Ala Asp Pro Cys Phe Ser Arg Pro Cys Leu His Gly Gly
965 970 975

ITe Cys Asn Pro Thr His Pro Gly Phe Glu Cys Thr Cys Arg Glu Gly
980 985 990

Phe Thr Gly Ser GIn Cys GIn Asn Pro val Asp Trp Cys Ser Gln Ala
995 1000 1005

Pro Cys GIn Asn Gly Gly Arg Cys val GIn Thr Gly Ala Tyr Cys
1010 1015 1020

Ile Cys Pro Pro Gly Trp Ser Gly Arg Leu Cys Asp Ile Gin Ser
1025 1030 1035

Leu Pro Cys Thr Glu Ala Ala Ala GIn Met Gly val Arg Leu Glu
1040 1045 1050

GIn Leu Cys GIn Glu Gly Gly Lys Cys Ile Asp Lys Gly Arg Ser
1055 1060 1065

His Tyr Cys val Cys Pro Glu Gly Arg Thr Gly Ser His Cys Glu
1070 1075 1080

His Glu val Asp Pro Cys Thr Ala GIn Pro Cys GIn His Gly Gly
1085 1090 1095

Thr Cys Arg Gly Tyr Met Gly Gly Tyr val Cys Glu Cys Pro Ala
1100 1105 1110

Gly Tyr Ala Gly Asp Ser Cys Glu Asp Asn Ile Asp Glu Cys Ala
1115 1120 1125

Ser GIn Pro Cys Gln Asn Gly Gly Ser Cys Ile Asp Leu val Ala
1130 1135 1140

Arg Tyr Leu Cys Ser Cys Pro Pro Gly Thr Leu Gly val Leu Cys
1145 1150 1155

Glu Ile Asn Glu Asp Asp Cys Asp Leu Gly Pro Ser Leu Asp Ser
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1160 1165 1170

Gly val GIn Cys Leu His Asn Gly Thr Cys val Asp Leu val Gly
1175 1180 1185

Gly Phe Arg Cys Asn Cys Pro Pro Gly Tyr Thr Gly Leu His Cys
1190 1195 1200

Glu Ala Asp ITe Asn Glu Cys Arg Pro Gly Ala Cys His Ala Ala
1205 1210 1215

His Thr Arg Asp Cys Leu Gln Asp Pro Gly Gly His Phe Arg Cys
1220 1225 1230

val Cys His Pro Gly Phe Thr Gly Pro Arg Cys Gin Ile Ala Leu
1235 1240 1245

Ser Pro Cys Glu Ser GIn Pro Cys GIn His Gly Gly Gln Cys Arg
1250 1255 1260

His Ser Leu Gly Arg Gly Gly Gly Leu Thr Phe Thr Cys His Cys
1265 1270 1275

val Pro Pro Phe Trp Gly Leu Arg Cys Glu Arg val Ala Arg Ser
1280 1285 1290

Cys Arg Glu Leu GIn Cys Pro val Gly Ile Pro Cys Gln Gln Thr
1295 1300 1305

Ala Arg Gly Pro Arg Cys Ala Cys Pro Pro Gly Leu Ser Gly Pro
1310 1315 1320

ser Cys Arg val Ser Arg Ala Ser Pro Ser Gly Ala Thr Asn Ala

1325 1330 1335

Ser Cys Ala Ser Ala Pro Cys Leu His Gly Gly Ser Cys Leu Pro
1340 1345 1350

val Gln sSer val Pro phe Phe Arg Cys val Cys Ala Pro Gly Trp
1355 1360 1365

Gly Gly Pro Arg Cys Glu Thr Pro Ser Ala Ala
1370 1375

<210>5

<211> 1170

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 5

Met GIn Pro GIn Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Pro Leu Ash Phe Pro
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val

Ala

Gln

Cys

65

Leu

His

Thr

His

Cys

Asn

His

Gly

Leu

His

Ile

Asn

Cys

50

Arg

Pro

Phe

His

Cys

130

Trp

Cys

Arg

Glu

Asn

210

Pro

ASn

Leu

Leu

Gly

35

Ala

Asp

Thr

ser

Leu

115

TYyr

Thr

Ala

Cys

Ccys

195

Thr

Gln

Gly

Cys

Thr

20

Gly

Pro

Thr

Pro

Cys

100

Glu

val

Gly

Asn

Pro

180

Phe

Leu

Cys

Gly

Leu
260

Arg

Thr

Gly

Gln

Pro

85

Thr

Glu

GlIn

Glu

165

Pro

Leu

Gly

Lys

Thr

245

Cys

Glu
cys
Phe
Leu
70

Ser
Cys
Leu
Ala
Gln
150
Gly
Gly
Glu
ser
Leu
230

Cys

Pro

Leu

Leu

Leu

55

Cys

ser

Pro

Cys

ser

135

Cys

val

Phe

Pro

Tyr

215

Arg

Gln

Pro

Leu

Arg

40

Gly

Lys

Arg

ser

Pro

120

Gly

Gln

Cys

Glu

Gly

Gln

Lys

Leu

Gly
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Cys

Leu

Glu

AsSn

ser

Gly

Pro

Arg

Leu

Leu

Gly

Pro

Cys

Gly

val

Phe
265

10

Gly
ser
Thr
Gly
Pro
90

Phe
Ser
Pro
Arg
Ala
170
His
cys
Leu
Ala
Pro

250

Thr

Gly Sser

Arg Gly

Cys Gln
60

Gly Sser
75

Thr Ser

Thr Gly

Phe Cys

GIn Cys

140

Asp Phe
155

Thr Tyr

Thr Cys

Pro GlIn

Cys Pro

220

Cys Pro
235
Glu Gly

Gly Leu

49

Pro

GlIn

45

Phe

Cys

Pro

Asp

ser

125

ser

Cys

Pro

Glu

Gly

val

Pro

His

Asp

Glu
30

Gly
Pro

Gln

Leu

Cys

Sser

Gln

190

Thr

Gly

Gly

ser

cys

270

15

Pro

Ite

Asp

Ala

Thr

95

Ccys

Gly

Glu

Ala

Ile

175

Asp

ser

Gln

ser

Thr

255

Glu

Cys

Cys

Pro

Leu

80

Pro

Gln

Gly

Pro

Asn

160

GlIn

Ile

Cys

Glu

Cys

240

Phe

Met



Asn

Leu

His

Leu

Asp

Leu

385

Asn

Cys

Cys

cys

Thr

465

Cys

Leu

Glu

Leu

Pro

Arg
cys
Asp
Arg
3

Leu
Ala
Gln
Gln
Ile
450
Gly
His
cys
Cys

Asn
530

Asp

275

Gly

Asp

Cys

val

Asp

355

val

Cys

Gln

Pro

Met

435

Asn

Ser

Pro

Pro

Thr

515

Gly

Asp

Leu

Cys

Arg

Cys

340

Cys

Gly

His

Cys

Gly

Ala

Thr

Arg

Gly

Pro

500

Ser

Phe

Cys

Asp

Ser

Asn

325

val

Ala

Ser

Leu

ser

405

Tyr

Gln

Pro

cys

ser

485

Gly

Asn

GIn

val

Thr

Glu

310

Gly

ser

Ala

Phe

Glu

390

Thr

Ser

GIn

Gly

Glu

470

Thr

Leu

Pro

Cys

Arg
Tyr
295
ASp
Gly
Gly
Ala
ser
375
Asp
Asn
Gly
Gly
ser
455
Ala
Cys
Glu

Cys

Leu
535

His

280

Thr

Ile

Thr

Trp

Thr

360

cys

Met

Pro

Ser

Pro

440

Phe

Asp

Leu

Gly

Leu

520

Cys
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GIn

cys

Asp

Cys

Gly

Cys

Leu

Cys

Leu

Thr

425

ser

Asn

His

ASp

Leu

Cys
Leu
Glu
Gln
330
Gly
Ala
Cys
Leu
Thr
410
Cys
Pro
Cys
AsSn
Leu
490
Leu

GIn

Pro

Gin~

Cys

cys

315

Asn

Ala

Pro

Pro

Ser

395

His

Cys

Leu

Glu

475

Leu

Cys

Ala

Gly

Asn

Pro

300

Glu

Thr

Gly

Gly

Pro

380

Gln

ser

Gln

Glu

Cys

460

Cys

Ala

Glu

Ala

Phe
540

50

Gly

Lys

Ala

Ala

Cys

ser

365

Gly

Pro

Thr

Asp

His

445

Leu

Leu

Thr

val

Cys

525

Thr

Ala

Thr

Arg

Gly

Glu

350

Thr

Arg

cys

Leu

Leu

430

Gly

Pro

ser

Phe

Glu

510

His

Gly

Thr

Trp

Gly

ser

335

Glu

Cys

Thr

His

Cys

415

Asp

Gly

Gly

Gln

His

495

val

ASp

Ala

cys
Lys
Pro
320

Phe

Asn

Gly

val

400

Ile

Glu

ser

Tyr

Pro

480

Cys

Asn

Leu

Arg



545

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu

625

Glu

Pro

Leu

Leu

Pro

705

Leu

Asn

Leu

val

Thr

785

Glu

Glu

Arg

Phe

Pro

Cys

610

Cys

His

Ala

Cys

Thr

Gly

Pro

ser

770

Phe

Lys

Lys

Cys

Glu

Cys

595

Leu

Thr

Arg

Glu

val

675

Gly

Pro

Cys

Gly

Ser

755

Ala

Phe

Thr

Asp

Arg

Gly

Pro

cys

Pro

Ala

cys

cys

ser

ser

ser

740

His

Ser

Cys

Asn

Met

Asp

565

Pro

val

Arg

Asn

Pro

645

ASn

Asp

Ile

Gly

Glu

725

cys

Thr

Cys

Leu

Pro
805

550

Gln

His

Gly

Pro

Met

630

Cys

Cys

Glu

Ser

TYyr

710

Glu

Ser

Gly

Leu

Cys

Ser

Glu

Pro

Cys

Ala

Leu

Pro

Gly

Thr

695

Asn

val

Ile

Arg

Asn

775

Ala

Cys

Cys

Gly

Glu

Ser

600

Phe

Gln

Cys

Cys

cys

Thr

Arg

His

760

Gly

Thr

Ala
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Ser

Ala

cys

Thr

Pro

Pro

His

665

Thr

Cys

Thr

Ala

Pro

745

cys

Gly

Gly

Asp

ser
Phe
570
Glu
Leu
Gly
Gly
650
His
Gly
Ala
Cys
Cys
730
Glu
Gln
Thr

Phe

ser
810

Thr

555

Tyr

val

Asp

Gln

Gln

635

Gly

Gly

Pro

His

Pro

715

His

Gly

Thr

Cys

Gln

795

Pro

Pro

Cys

Asp

Leu

Leu

620

Gln

ser

His

Glu

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

val

780

Gly

Cys

51

Cys

Glu

Glu

Pro

605

Cys

Cys

Pro

Cys

Cys

685

Gly

Gly

Gly

ser

val

765

Asn

Leu

Arg

Ala

Cys

Cys

590

Gly

Glu

Gln

Gly

Gln

670

Glu

Thr

Tyr

Pro

Cys

750

Asp

Lys

His

Asn

Asn

Leu

575

Leu

Ala

val

Gly

Cys

655

Arg

Thr

Cys

Met

Cys

735

Thr

His

Pro

cys

Lys
815

Gly

Pro

ser

Phe

Pro

GIn

640

val

ser

Glu

His

Gly

Leu

cys

Cys

Gly

Glu

800

Ala
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Thr Cys GIn Asp Thr Pro Arg Gly Ala Arg Cys Leu Cys Ser Pro Gly
820 825 830

Tyr Thr Gly Ser Ser Cys GIn Thr Leu Ile Asp Leu Cys Ala Arg Lys
835 840 845

Pro Cys Pro His Thr Ala Arg Cys Leu Gln Ser Gly Pro Ser phe Gln
850 855 860

Cys Leu Cys Leu GIn Gly Trp Thr Gly Ala Leu Cys Asp Phe Pro Leu
865 870 875 880

Ser Cys GIn Lys Ala Ala Met Ser Gln Gly Ile Glu Ile Ser Gly Leu
885 890 895

Cys GIn Asn Gly Gly Leu Cys Ile Asp Thr Gly Ser Ser Tyr phe Cys
900 905 910

Arg Cys Pro Pro Gly Phe Gln G;y Lys Leu Cys GIn Asp Asn val Asn
915 9

o
O
N
w

Pro Cys Glu Pro Asn Pro Cys His His Gly Ser Thr Cys val Pro Gln
930 935 940

Pro Ser Gly Tyr val Cys GIn Cys Ala Pro Gly Tyr Glu Gly GIn Asn
945 950 955 960

Cys Ser Lys val Leu Asp Ala Cys GIn Ser GIn Pro Cys His Asn His
965 970 975

Gly Thr Cys Thr Ser Arg Pro Gly Gly Phe His Cys Ala Cys Pro Pro
980 985 990

Gly Phe val Gly Leu Arg Cys Glu Gly Asp val Asp Glu Cys Leu Asp
995 1000 1005

Arg Pro Cys His Pro Ser Gly Thr Ala Ala Cys His Ser Leu Ala
1010 1015 1020

Asn Ala Phe Tyr Cys GIn Cys Leu Pro Gly His Thr Gly Gln Arg
1025 1030 1035

Cys Glu val Glu Met Asp Leu Cys Gln Ser GIn Pro Cys Ser Asn
1040 1045 1050

Gly Gly Ser Cys Glu Ile Thr Thr Gly Pro Pro Pro Gly Phe Thr
1055 1060 1065

Cys His Cys Pro Lys Gly Phe Glu Gly Pro Thr Cys Ser His Lys

52



10

1070

Ala
1085

Leu
1100

Ser
1115

Gly
1130

Thr
1145

Glu

Pro
1160

<210>6
<211> 4293
<212> DNA

Leu Ser

Pro Ser

Gly Phe

Cys Gly

Pro

Asp Ser

Cys Gly

Pro Lys
Gly Gly
Pro Pro
Leu

Gly

Pro Gly

<213> Rattus norvegicus

<400> 6

atgacaggct
agatgctccc
actgaagcct
tgcctcagea
gtggactatg
gccaatgcect
acagaataca
ccctgtgect
atctgtggct
agccagaacc
cgctgtgect
agcccctcac
tgtgcctgec
ggaaacaact
tgcccaccgg
cccaacgcect

tgtgtcaatg

tccagggctg
agccaagtgg
gtgtctgcag
caccatgtaa
cctgcagttg
gcctggecaa
agtgccggtg
ccaacccctg
gcccgeccgg
ctgggttgtg
gccgtgecac
cctgecagaa
tgccaggctt
gcaagaacgg
agtggacagg
gccagaatgg
gctggactgg

Ile

Pro

Pro

Ser

Gly

Pro

1075

His His

1090

ser

Cys

Pro
1135

Cys

Asn Pro

1150

Arg
1165

cys

ccaggccctg
gacctgectg
cggagcgttc
gaatgctgga
ccccctgggt
ccecctgecge
cccgecaggg
tgccaatggt
cttccatggc
ccgtcatggce
ccacactggt
cggaggcacc
tgctggacag
gggtgcctgt
tcagtactgc
cggaacctgc

tgaggactgc

ES 2532405 T3

Cys His

Pro Pro Leu

Leu Thr

Leu His

Gly Phe

GIn Arg

ctgcatctgg
aatggaggga
gtgggccagc
acgtgctatg
ttctctgggce
aacgggggga
tggtcaggaa
ggccagtgcc
cccacctgea
ggcacgtgcc
ccccactgeg
tgccgcccta
aactgtgaag
gtggacggtg
acagaggatg
cacaactccc

agtgagaaca

Asn

Pro

Asn

Gln

Pro

1080

1095

Cys
1110

1125

Gly
1170

ccaaggccgt
ggtgcgaagt
gatgccagga
ttgtggacca
ccctétgcct
cctgtgacct
agtcatgtca
tgccctttga
gacaagatgt
acaatgagat
agctgcccta
cgggggacac
aaaatgtgga
tgaataccta
tggacgagtg
acggtggcta
ttgatgactg

53

Gly Gly Leu Cys
Ala Cys Leu
Pro Ala Pro Pro
glzo Thr Cys Thr

Cys Thr Cys Pro
1155

ggttcgcttg
ggccaacggce
ccccagecct
tggcggeatc
gacacctctg
gctcactctc
gcaagccgac
gtcttcatac
taacgagtgc
tggctectat
cgtgcectge
cacccacgag
tgactgccca
caattgccgce
tcagctcatg
caactgcgtg

tgccagtgec

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



gcctgtttte
catgggcgca
gagggctcca
gggtacacgg
tgtgagcacg
ggctacactg
aatgatgcca
gagggtgtat
ggccgetgeg
cacctgtgcc
tgcctggatg
tgcgaggtgg
ggtgtggcca
aacattaatg
aactactacc
gatgactgtg
gagtgtgcgt
gcgggcagec
cgctgeecccg
aacccctgcea
cctgggtgga
gtcaacggtg
ttcagtggcc
cagggcacct
ggagccacat
gtatgcaagg
ggtcaaacct
tcttgccaga
aactgcgaga
actgacgggg
gaggaggaca
tgcgtggaca
aacacacctg

aactccttca

agggtgccac
caggcctgcet
actgcgacac
ggccagectg.
cgggcaagtg
ggcccecgetg
cgtgcctgga
actgtgagat
tggacaagat
agtatgacgt
ggcccaacac
acattgacga
cctttacctg
agtgtcacag
tctgcttatg
cgagcaaccc
gcgagccagg
cctgccacaa
agggctacca
tccatggagc
gtgggacaaa
gcacctgcaa
ctaactgcca
gcattgatga
gtgaggtggt
agtctgagga
gcgagatcga
acaccaatgg
gtgacatcga
tcaacgcggc
tcaacgaatg
gctacacgtg
actgtaccga

cctgtctotg

ctgccatgac
gtgccacctg
caaccctgtc
cagccaggac
cctcaacaca
tgagattgat
ccagattggg
caacacggac
caacgagttc
ggatgagtgc
ctacacctgc
gtgtgaccct
cctctgccag
ccagccgtgce
cctcaagggg
ctgtgactct
ctacacaggg
cgggggcacc
cgaccctacg
ttgccgggat
ctgtgacatc
agacatgacc
gaccaacatt
tgtcgctggg
gttggcccca
ctatgagagc
catcaatgag
cagctaccgc
tgactgccga
cttctgcgac
cgccagcaat
cacctgeccc
gagctcctgt

cccacctgge

ES 2532405 T3

cgtgtggctt

aacgatgcgt
aacggcaagg
gtggatgagt
ctgggctctt
gtcaacgagt
gagtttcagt
gagtgtgcca
ctgtgtcagt
gccagcacac
gtgtgcacag
gacccctgtc
ccaggctaca
cgccatggcg
accacaggac
ggcacgtgtc
agcatgtgta
tgtgaggatg
tgcctgtctg
ggcctcaatg
aacaacaatg
agtggctacg
aacgaatgtg
tacaaatgca
tgtgccacca
ttttcctgtg
tgtgtgaaaa
tgcctctgec
cccaacccat
tgcctgcecg
ccatgccaaa
acgggcttca
ttcaatggtg

ttcacgggca

ccttctactg
gtatcagcaa
ccatctgceac
gcgctctagg
tcgagtgtca
gcatctccaa
gtatatgtat
gcagcccctg
gtcccaaagg
catgcaagaa
aaggttacac
actatggttt
caggccatca
gcacctgcca
ccaactgtga
tggacaagat
atgtcaacat
gcatcgcecgg
aggtcaacga
gatacaaatg
agtgtgagtc
tatgcacctg
cttccaaccc
actgccctct
gcccctgeaa
tctgtcccac
gcccgtgteg
aggctggcta
gtcacaacgg
gcttccaggg
atggcgccaa
atggcatcca
gcacctgtgt

gctactgcca

54

cgagtgtcca
cccctgcaac

ttgccectceg

tgccaacccg .

gtgtctacag
cccatgtcag
gccaggttat
tctacacaat
cttcagcggg
cggcgccaag
ggggacccac
gtgcaaggat
ctgtgagacc
ggaccgtgac
gatcaatctg
cgatggctac
tgacgaatgt
cttcacttgc
gtgcaacagt
tgactgtgcc
caacccttgt
ccgagaaggc
ctgcctgaac
gccctataca
aaacagtggg
aggctggcaa
ccatggtgcc
cacgggtcgc
gggttcctgce
tgccttctgt
ctgcactgac
ttgcgagaac
ggatggtatc
gtatgacgtc

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060



10

aatgagtgtg
tataagtgta
tgtgactcag
tgcgagtgcc
gtggctgcac
gtggatgagg
gaggacgagg
tatctcggtg
gagatcaacg
aacacctaca
gatgactgcc
acctgegtgg
cggtgcgagg
aactgcgtgce
cgctgtgagt
gctgtggect
gccacttgtg
tgcatctcag
tgccagttecc
tgtgagccca
ctgctgtgcec
<210>7

<211> 4257
<212> DNA

actcacggcc
cctgcccaca
ctccctgeaa
gcagcggcetg
agaagcgagg
aagacaagca
tggacgagtg
gcttttectg
agtgcctatc
agtgctcctg
atcctcccct
accaggtggg
gcgatgtcaa
agcgtgttaa
cggtcattaa
ccaacaccgc
aaaatgacgc
gcccacgeag
cagccagcag
catccgagag

acatcctgga

<213> Rattus norvegicus

<400>7

atgccecgctc
ggcceccgege
tgtgttacct
tattgtcaac
acgcaggcca
tgccaatact
tgccacatgc
cagtgtcagt
tctgtggcca

tgcgtcecge
acgctttgea
accacaacgg
atcgagaccc
tgttgggaaa
cgacctctca
tcagctggga
ggacagatgt

accagttctc

ctgtctgcat
gggctacact
gaatggcggc
gactggcttc
catcgatgtc
ttactgccac
ctcacctaat
caagtgtgtg
ccaaccectgce
ccccagggge
agaccctgct
tggctatacc
tgagtgtctc
tgacttccac
tggctgcagg
ccgtggattc
ccgcacttgt
tcccacctge
cccctgtgtyg
ccctttctac

ctacagcttc

cgcgctgegg
gtgtcgaggt
cacaggctac
ttgtgagaag
agccacctgt
cccctgttet
cacctatgag
ctgtctgtct
ctgcagatgt

ES 2532405 T3

ggtggcacct
ggtctcaact
aagtgctggc
aactgcgacg
actctcctat
tgccaggcag
ccctgccaga
gctgggtacc
cagaatgggg
acacagggtg
tcccgaagec
tgcacctgcc
tccaacccect
tgcgagtgcec
ggcaaaccat
atctgtaggt
ggcagtttgc
ctatgcctgg
ggtagcaacc
cgctgtctat

aca

gcgetgetgt
ggtcaagagc
tgccgatgtc
aaccgcetgtc
cgatgtgctc
gtttcccgec
tgcacctgtc
catccctgtg

cctgcaggcea

gccaagacag
gccagaacct
agaccaacac
tgctcagtgt
gccagcacgg
gatacacggg
acggagccac
atggctctaa
gtacctgcat
tacactgtga
Cccaaatgctt
cgccaggcett
gtgacccacg
gggctggcca
gcaggaatgg

gccctgeggg
gctgcctcaa

gctccttcac
cctgctacaa

gccctgccaa

ggctctggct
cctgtgtaaa
cagagggctt
agaatggtgg
cagggttcac
cctgtcagaa
aagttggctt
aaaatggaag

tcacaggcca

55

ctatggtacc
tgtgcgetgg
acagtaccac
gtcctgegag
agggctctgt
cagctactgt
ctgcactgac
ctgctctgag
tgatctgacc
gatcaacgtc
caataatggc
cgtcggggag
tggcacccag
cactggacgc
aggtgtctgt
cttcgagggt
cggtggtacg
tggccctgaa
tcagggcacc

attcaacggg

gtgcggcgeg
tgaggggacc
cttgggagaa
tacttgtgtg
aggggaggac
tggaggtacc
cacaggaaag
cacctgtagc

gaagtgtgac

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4293

60
120
180
240
300
360
420
480
540



gccgacatca
cttcctggat
ccttacgtgce
gacttcactt
atcgacgact
acttacaact
gagtgtctgc
ggctacggct
gactgtgcct
tcctgecttt
agcaaccctt
tgcacctgec
atggccaaca
cactgcgagt
cactcagacc
ctctgcatgc
aacccgtgtg
ccccctggtt
tgcctgaatg
ggattcactg
catggccagt
ggagccatct
cgctgcatcg
aattgtgaaa
-gacggcatca
atagacattg
gtgaatggtt
gtgaacgagt
tataagtgcc
tgtctttcta
tgtacatgca
tcgaaccegt

tgcatgctge

atgaatgtga
cctaccgatg
cctgtgcacc
ctgaatgcca
gccctaacca
gccgetgecc
tgcagcccaa
gcgtgtgcgt
tcgcttectg
gtccagaggg
gtcacaaggg
cacaggcgta
gtaacccttg
gtctgaaggg
cctgtcagaa
cgggtttcaa
taaacaatgg
tcacaggacc
gggccaagtg
gcacactgtg
gccaggatgg
gtagtgacca
acctggtgaa
ttaattttga
accgttacag
atgagtgtgc
tccggtgtat
gtttgagcag
tctgcgatge
acccgtgcca
agaaggggtt
gtctgaacca

cttacacagg

cattccagga
ccaatgccct
ctcaccctge
ttgcctgeca
caagtgtcag
ccctcagtgg
tgcttgtcag
gaacggctgg
cacgccaggc
daaggcaggg
ggcgctgtgt
caagggcgct
tgagcatgca
ctacgcaggg
cgacgccacc
aggtgtgcat
gcagtgtgtg
agtgtgccag
catcgatcac
tgatgagaac
gattgactcc
gattgatgaa
cggctaccag
tgactgtgcec
ttgtgtgtgc
ctccaacccc
gtgccctgag
tccctgecatce
aggctgggtt
gaatggaggg
caaaggctat
agggacctgc

caagaattgt

ES 2532405 T3

cgctgecaac
cagcggttca
gtcaatggag
ggctttgaag
aatggagggg
actgggcagt
aatggaggca
agtggggatg
tccacctgta
ctcctgtgtc
gataccaacc
gactgcacag
ggaaagtgtg
cctcgetgtg
tgcctggata
tgtgaactgg
gacaaagtca
atcgacattg
ccgaatggcet
atcgacaact
tacacctgca
tgctacagca
tgcaactgcec
agcaaccctt
tctccgggat
tgtcgcaagg
ggaccacacc
catggaaact
ggtatcaact
acatgtaata
aactgccagg
ctcgatgacg
caaacggtgt

atggtggcac
caggccagca
gcacctgecg
ggagcaactg
tgtgtgtgga
tctgcacaga
cttgcaccaa
actgcagcga
ttgaccgtgt
atctggatga
ccctgaatgg
aagacgtgga
tgaatacaga
agatggacat
agattggaqg
aggtgaatga
atcgcttcca
acgactgctc
atgaatgcca
gtgacccgga
tctgcaaccc
gccectgect
aaccgggtac
gtctgcacgg
tcacagggca
atgcgacgtg
atcccagctg
gtactggagg
gcgaagtgga
acctggtgaa
tgaacataga
tcagtggcta
tggcgcectg

56

ctgcctcaac
ctgtgacagc
tcagactgga
cgagtggaat
tggcgtcaat
agacgtggat
ccgcaacgga
gaacatcgat
ggcctccttc
tgcctgtatc
gcagtacatt
tgagtgtgct
tggcgecttce
caacgagtgt
cttcacctgt
atgccagagc
gtgtctgtgt
cagtactccc
gtgtgccaca
tccttgccac
cgggtacatg
gaatgatgga
ctcaggcctt
agcctgtgtg
gaggtgcaac
catcaatgac
ctactcacag
tctcagtggce
caaaaatgag
tggctacagg
tgagtgtgcc
cacctgccac

ctcccctaac

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
2520



10

ccgtgtgaga
tgtgcccctg
ccgtgtatga
cccggettca
cagaacggag
ttcgtagggg
ggggggacct
ggagtccact
acgtgtgttg
ttctgectcec
gttgatggcc
cagaccctgg
gaaaaggcaa
ctcaatgtgt
cagcactcgg
tacacgggga
ggtgccacct
ggtgtcaact
acctgcatcg
ctttgtgaag
tgtgtggacc
tgtgaggggag
tgcattcagc
tgcgaaacct
gtggctagca
agatgccaga
gcctcgggac
aacccctgcec

cgctgetecc

<210> 8
<211> 4137
<212> DNA

acgctgcagt
gctggcaagg
acaatggcat
gtggtatgga
gctcctgtgt
acaagtgcca
gctctgacta
gtgaaaacaa
atgggatcaa
atgatatcaa
tgggtaccta
tgaacctctg
ggccacgctg
cctgtaaggc
gtatctgtat
gctactgcga
gcagtgactt
gtgagtatga
acctcgtgaa
agaacattga
ggattggagg
acatcaatga
tcaaaaataa
tcctagatgt
acgtgcctga
gcagctgtgg
cccactgctt
agcacggagg
caccgttctg

<213> Mus musculus

<400> 8

atggggctag

gggcceggag

ttgtaaagag
tcagcgctgt
ctgccataat
ctgtgaggag
ggacaaagtg
aacagacatg
cgtcaacagc
catcgatgag
ctctttctct
tgagtgcagc
ccgatgcacc
cagcccctct
cctgtgtecg
ggcagccttg
caatgctggc
ggaacagctt
catcggagga
agtggacgag
ccatttcaag
tgactgtgct
ctacagttgt
atgcctgtcc
ctaccagtgt
gtgtccccag
tggcttcatt
acaagtgaag
ctgcccgaac
cacctgctac

gggcagccac

ccgeegecge

ES 2532405 T3

gcacccaact

acagttgacg
actcagggca
gacatcaatg
aacaccttct
aatgaatgtc
tacacctgca
tgcactgaga
tgcttatgcc
tctaacccgt
tgtceccttgg
ccatgtaaaa
cctggatggg
cagaaaggag
aacacgcatc
gacgagtotg
tacagatgtg
tgccagaacc
tgctcgtgcec
ggggccccce
cgctgtttge
aatccttgca
gtctgccgea
aagccttgcc
tgtcgttgtc
tgcagaagag
cacaaggact
cctcagegcec

tgcgagagct

cgtcgtcgec

ttgagagctt
ttgatgagtg
gctacatgtg
actgccttgce
cctgcctgtg
tgagcgagcc
cgtgccctge
gctcctgttt
ctgtgggttt
gcctgaattc
gctacactgg
acaaaggaac
atggcgcata
tacctgttga
actgccagtg
cgtccaatcc
agtgtgttcc
agccctgtca
caccaggcac
actgccttaa
ctggctttgce
gctcagaggg
gcgccttcac
tgaatggagg
ccccaggott
gggagcagtg
gcgagtcagg
agcctcctta

acacagcccc

tgatggectt

57

cacctgcctg
tgtctccaag
cgagtgccct
caacccctgce
ccttectgge
ctgtaagaat
gggcttccat
caatggcggc
cactggtccc
gggaacgtgt
gaaaaactgt
ttgtgctcag
ctgtgatgtg
acacttgtgc
ccccectggge
atgccagcat
agggtatcag
gaacggaggc
ccggggcectg
tggtggccag
tggggagcgg
cagcctggac
aggccgacac
gacttgtgct
ctccggggca
tgtgcacacc
ttgcgctagt
ctactcttgce

caccagc

gccaccgeca

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
4257

60



ccaccgcecca
ccececcttgte
tccctggagg
gacccttgcec
ggcaccgccc
ccagacccct
ggccgatttg
gatgagtgcc
tccttecget
ccctgtgecc
tatgactgtg
tgtcctggac
tgccagtgec
ctgcagccca
tgtgtatgtg
acagccgtgt
tgccctatgg
tgccatgagg
ccacctggct
aacccctgtg
ggcecgtggct
tgccgcaacc
ggcttcacag
aatggtggtg
agtgggtcca
gccaagtgtg
actttgtgtg
gtcgatggca
gagagccagg
ttggtggaca
aacattgatg
cgttatgact
gagtgtgcat

cactgcctct

tgcgggegcet
tggatggaag
ctgcttgect
actcaggccc
gattctcctg
gcgtcagcag
cctgtgectg
gatctggtac
gccagtgtcc
cttcceccgtg
cttgecttcc
atcggtgtct
ctccggagtg
atgcctgcca
tcaatggctg
gtttccatgg
ggaagacagg
atgctatctg
tcactggagg
aacatttggg
atactggacc
aggccacgtg
ggacctactg
tctgcaagga
tgtgtcagct
tggaccagcc
agcgaaacgt
ttgctagctt
tggatgagtg
agtacctctg
actgtgccag
gtgtctgtca
ccagcccatg

gtccacctgg

gcccctgetg
cccatgtgca
gtgcctgeca
ttgtgctggc
tcgttgtctc
gcectgtgtt
cccacctgge
aacttgccgt
tcttggttat
tcgtaatggt
tggcttcgag
caatggggga
gacaggccag
caatgggggt
gacgggtgag
ggccacctgc
cctcttgtgt
tgacacaaac
ggcatgtgac
tcggtgtgtg
tcgetgtgag
tcttgaccga
tgaggtggac
cagagtcaat
ggatgtggat
tgacggctat
ggatgactgc
ctcgtgtgct
ccgcagccag
ccgttgtect
taacccctgt
gcctggattc
tggagagggt
ctccctgect

ES 2532405 T3

ctgctgctag

aatggaggtc
ggctgggtgg
cgaggcgttt
cgtggcttcc
catggtgccc
taccagggtc
catggtggta
acagggctgce
ggcacctgta
ggccagaact
acgtgtgtag
ttctgtacag
acctgcttca
agctgcagtc
catgaccgtg
catctggatg
cctgtgagtg
caggatgtgg
aatacacagg
actgatgtca
attggccagt
atcgacgaat
ggcttcagct
gagtgtgcaa
gagtgtcgct
tctccggatc
tgtgccccag
ccctgtegat
cccggaacca
acctttggag
acagggcccc
ggctcctgtg

ccactttgec

€ggggctggg
ggtgcaccca
gtgagcggtg
gccagagttc
aaggcccaga
cctgctcagt
aaagctgcca
cctgtctcaa
tgtgtgagaa
ggcagagcag
gtgaagtcaa
acggtgtcaa
aagatgtgga
acctactggg
agaatatcga
tggcctcttt
atgcatgtgt
gccgggecat
atgagtgctc
gctcattctt
atgagtgtct
ttacttgcat
gtcagagcag
gcacctgecc
gcactcccetg
gtgcagaggg
cctgccacca
gctatacggg
atgggggcaa
caggtgtgaa
tttgccgtga
tctgcaacgt
tggatgggga
tacctgcgaa

58

ggctgcagcea
ccagcagccc
ccagctggaa
agtggtggcg
ctgctcccag
ggggccggat
aagtgacata
tacacctgga
ccccgtagtg
tgatgtcaca
cgtggatgac
tacttacaac
tgagtgtcag
tggccacagce
tgactgtgct
ctactgtgcce
cagcaacccc
ctgcacctgce
gattggtgcc
gtgccaatgt
ctccgggecc
ctgcatggca
cccatgtgtce
atcaggattc
ccggaatggt
ctttgagggc
cgggcgctgt
catacgctgt
atgtctagac
ctgtgaagtc
tggcatcaac
ggagatcaat
aaatggcttc

ccatccctgt

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



10

gcccacaage
tgtgagcccg
tcccageect
tgtgccectg
tgtgagcacg
ccaggctggc
tgcggecccc
ggatacactg
catggtggct
gctggtectc
acctgtactg
cactgtgaga
gtggatggeg
caatacgagg
acccacccag
ccagtggact
gcttactgea
tgcacggagg
aagtgcatag
cactgtgaac
cgtggttaca
gaggataata
cttgtggecc
aatgaggacg
ggcacctgtg
ctgcactgtg
cgggactgcc
gggcctcget
cagtgccgtc
ccattctggg
gtgggtatcc
tccgggeect
gcctetgecc
cgctgtatgt
<210>9

<211> 3510
<212> DNA

cctgtagtca
ggtggagtgg
gccaggctgg
gattccaggg
gaggccactg
aaggcccacg
atggtacctg
gccccttctg
cctgccagga
gctgtgeccg
atcacgtggc
ttgacttgcc
tgagctcctt
ctgacccctg
gatttgaatg
ggtgcagcca
tttgtccacc
ccgcagecca
acaagggccg
acgaggtgga
tggggggcta
tagatgagtg
gctatctctg
actgtgacct
tggacctggt
aggcagacat
tacaagatcc
gtcagattgc
acagcctagg
gtctgegttg
catgccagca
cctgecegggt
cttgtctgca

gcgctccggg

<213> Mus musculus

<400> 9

tggagtctgce
ccctegetgt
tggcacctgce
ccatcagtgt
tgagtctgac
atgccagcag
caccaacctg
tgatcaagac
tggcgtgggce
agafgtggac
ctccttcacc
ggactgcagc
cagctgtctg
cttttccegg
cacctgecgg
ggcaccctgt
tggatggagt
gatgggggtg
ctcccactac
tcecctgeacg
tgtgtgtgag
tgcttcccag
ttcctgtecc
aggcccatec
gggtggettc
caatgagtgt
aggtgggcat
tctgtcecce
ccgtggaggt
tgagcgggtg
gacagcccgt
ttctagggcg
tgggggctca

c€tggggcggc

ES 2532405 T3

catgatgcac
agccagagcec
accagtgatg
gaggtgctgt
cctgaccgge
gatgtggatg
ccagggaatt
attgacgact
tccttttect
gaatgtctga
tgtgecctgtc
cccagttect
tgtcgccccg
ccctgtctge
gagggcttca
cagaatgggg
ggcecgeetgt
aggttggagc
tgtgtgtgtc
gcccagectt
tgtccagctg
ccctgccaga
cctggcacac
ttggactcag
cgctgtaact
cgcccgggty
ttccgetgeg
tgtgagtccc
gggctgacct
gcacgctctt
ggaccacgct
tcaccctcag

tgcctacctg

ccgegttgtg

caggcgggtt
tggctccaga
gaataggctt
ccccctgtac
tgactgtctg
aatgtgccgg
tcaggtgcat
gtgaccccaa
gttcttgect
gcagcccectg
cacctggtta
gcttcaatgg
gctacacagg
acgggggcat
ctgggagtca
gtcgctgtgt
gcgacataca
agctgtgtca
cagagggccg
gccagcacgg
gctatgctgg
acggaggctc
tgggagttct
gcgttcagtg
gtcccccagg
cctgecatgce
tctgeccatcc
agccatgtca
tcacctgtca
gccgagagcet
gcgecttgtcc
gagctactaa

tacagagtgt

agaccccttce

59

ccgetgtgtt
tgcctgtgag
tcgctgeacc
tccaagectc
ttcctgtecc
tgcctcaccc
ctgccacagg
ccecgtgectc
cgacggcttt
tggccctgge
tggaggcttc
agggacctgt
cacacactgc
ctgcaacccc
gtgtcagaac
ccagactggg
aagcctgccc
ggaaggtgga
tacgggtagt
gggcacttgc
tgacagttgt
ctgtatcgat
ctgtgagatc
cctacacaat
atacacaggt
agcgcatact
tggcttcaca
gcatggaggc
ctgtgtcccg
gcagtgccca
tccggggetg
cgccagctgc

ccctrtctec

cgcagec

2160
2220
2280
2340
2400
2460
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

4137



atgcagcccc
agagagcttc
ctatctcagg
tttcctgacc
ctccccacac
acctgccect
ccttctttct
tcctgcgagce
ccctgtgeca
cctgggttcg
ccctgeectce
gtggggcagg
ctcaatgggg
tgtcccccag
cagtgtcaga
aagacatgga
cctecgetgea
gtgagtggct
tgtgccccgg
ggacgcacag
aatgcccagt
tactcaggat
agtccctgeg
ctgcctggtt
tgccacccag
ggcttggaag
aaccaagctg

accggcgecc

gggcgcetgec

agttgctgct
tgtgtggagg
gacaagggat
cctgcaggga
ccccaagetc
ctggcttcac
gttccaacgg
ctgggtggac
acggaggcgt
agggtcacac
agggcacctc
aaggtcccca
gcacctgcca
gtttcacggg
acggggccac
agggctggga
ggaacggtgg
ggggcggtgc
gatccacctg
gcctectgtg
gcagcaccaa
ccacctgtca
aacatggcgg
acacgggctc
gcagcacctg
ggaggctctg
cctgccatga
‘gatgtgagaa

gagaccagcc

gctgctgctc
atccccagag
ctgccagtgt
tacccaactc
ccgtagtcct
cggtgatcga
gggtcactgc
aggtgagcaa
gtgcctggec
ctgtgaacgc
ctgccataac
gtgcaagctc
gctggtccca
gctggactgt
ctgtctggat
ctgctctgaa
cacctgccag
aggttgtgag
catcgaccgt
ccacctggaa
ccctctgaca
ccaagatctg
ctcctgcatc
ccgctgtgaa
cctggacctg
tgaggtggag
cctgctcaac
agacatggac

tggagccttc

ES 2532405 T3

ttgccactca
ccctgtgeca
gcccctggat
tgcaagaatg
acttctccac
tgccaaaccc
tatgttcagg
tgccagctcec
acataccccc
gacatcaacg
accttgggtt
aggaagggag
gagggacact
gagatgaacc
gggctggata
gatatagatg
aacacagctg
gagaacctgg
gtgggctctt
gacatgtgtt
ggctccaccc
gatgagtgcc
aacacccctg
gctgaccaca
cttgcaacct
gtcaatgagt
ggcttccagt
gagtgtagca
tactgcgagt

atttccctgt
acggaggcac
ttctgggtga
gtggcagctg
tgacccctca
atctggaaga
cctcaggcecg
gagacttctg
agatccagtg
agtgcttcct
cctaccagtg
cctgceectec
ccacctttca
cagatgactg
cctacacctg
aatgtgaagc
gcagctttca
atgactgtgc
tctcctgect
tgagtcagcc
tctgcatatg
aaatggccca
gctccttcaa
atgagtgcct
tccactgect
gcacctctaa
gcctctgect
gcacccectg

gtctcccagg

60

catcctgacc
ctgcctgagg
gacttgccag
ccaagccctg
cttctcctge
gctctgtcca
cccacagtgc
ctcagccaac
ccgctgtcca
ggagccggga
tctectgeect
tggaagctgt
tctctgectce
tgtcaggcac
cctctgeecc
ccggggtecc
ctgtgtgtgc
agctgccacc
ctgcccacct
gtgccacgtg
ccagcctggce
gcaaggaccc
ctgcctctge
gtcacagccc
ctgcccacca
tccctgectg
tcctggattc
tgccaatggg
ctttgaaggg

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



10

15

ccacactgtg
tgccttgatc
tgtgaggttc
gaacacagag
aactgcccct
actggaccag
gggacctgcec
ttgacctgta
tgcagcatcc
tgccagactg
aacaagcctg
gagaagacta
acacctcgag
ctgatagact
ccctegttcc
tcctgecaga
ggcctctgta
aagttatgcc
tgtgtgcctc
tgctcaaaag
tccaggectg
ggagatgtgg
tctttagcca
gtggagatgg
acagggccac
agccacaaag
tccecctaage
tgtctgacac
acctgcactg

tcteccagggce

<210> 10
<211>15
<212> DNA

agaaagaagt
tccccggage
ccttgtgcac
cccectgect
gtcaccatgg
aatgcgagac
acccacagcec
gtgaggaggt
gtcctgaggg
ccgtggacca
gcactttctt
accccagcetg
gggcccgetg
tgtgtgcccg
agtgcctgtg
tggccgcaat
ttgacacggg
aggataatat
agcccagtgg
tacttgaagc
gaggcttcca
atgagtgtct
acgccttcta
acctctgtca
cccctggett
ccctttectg
cagggtcacc
ctccagctcc
agacccctgg

cccggtgtca

<213> Mus musculus

<400> 10

gatctgggcc cggge

<210> 11
<211> 4299
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 11

ggacgaatgt
attcttctgc
ccccaacatg
ctgccctgac
ccattgccag
agaactgggt
gtctggctac
gacagcttgt
ctattcctge
ctgtgtgtct
ctgcctctgt
tgcagacagc
cctctgecage
gaagccctgt
cctccaggga
gagccaaggc
ctcctectat
gaacccctgc
ctatgtctgc
ttgtcagtcc
ctgtgcctge
ggaccggecc
ctgccagtgt
gagccaaccc
cacctgtcac
cggcatccat
accactctgt
accgggctge
gttgggcaac
aaggccaggg

15

ES 2532405 T3

ctgagtgacc_
ctctgecgtc
tgccaacctg
ggaagtcctg
agatccttgt
ggctgcatct
aactgtacct
cactcagggc
acctgectte
gcctegtgec
gccactggct
ccctgcagga
cctggctata
ccacacactg
tggacagggg
atagagatct
ttctgecget
gagcccaatc
cagtgtgccc
cagccctgec
cctccagget
tgtcacccct
ctgcctgggc
tgctccaatg
tgccccaagg
cactgccaca
gcctgectca
ggtcccccct

ccgggcettte

cctgceccegt
ctggtttcac
gacagcaatg
gctgtgttcc
gtgtgtgtga
ccacaccctg
gccctgcagg
cctgtctcaa
caagtcacac
tcaatggggg
tccaggggct
acaaggcaac
caggaagcag
ctcgatgect
ctctctgtga
ctggecctgtg
gccctectgg
cctgeccatcea
caggctatga
acaaccacgg
tcgtgggact
cgggcactgc
acacaggcca
gaggatcctg
gttttgaagg
atggaggcct
gtggttttgg
caccctgect

aatgcacctg

61

gggagccagc
aggtcaactt
ccaaggtcag
tgccgaggac
tgagggctag
tgcccatggg
ctacatgggg
tggtggctct
aggtcgccac
tacctgtgtg
gcactgtgag

ctgccaagac

ctgccagact

ccagagtggg
cttcccactg
ccagaatgga
attccaaggc
cgggtctacc
gggacagaac
aacctgtacc
gcgctgtgag
agcttgccac
gcggtgtgag
tgagatcaca
ccecacctge
atgtctgccc
gggccctgac
gcacaatggt

ccctectgac

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3510



atgccgeege
ggcecgegat
aatggcacgg
aacccgtgec
ggcgtggcag
cccctggaca
acgctgacgg
gctgaccegt
tcctacatct
gagtgtggcc
tcctaccget
ccctgeagec
cacgagtgtg
tgtccaggaa
tgccgetgee
ctgatgccaa
tgcgtgtgtg
agcgccgect
tgtccccatg
tgtaacgagg
ccctcggggt
aacccctgeg
ctgcagggct
tgccagaacg
ggctacgagg
cacaatggcc
actgggcatc
gccaagtgcc

acgcactgeg

tcctggegec
gctcccagec
aggcctgegt
tcagcacccc
actatgcctg
atgcctgect
agtacaagtg
gcgcctccaa
gccactgecc
agaagcccgg
gcgtctgecg
cctcgecctg
cctgectgec
acaactgcaa
cgccagagtg
atgcctgceca
tcaacggctg
gcttccacgg
gccgcacagg
gctccaactg
acacgggccc
agcatgcggg
acacgggccc
acgccacctg
gtgtgcactg
gctgcctgga
tgtgccagta
tggacggacc
aggtggacat

cctgectctge
cggtgagacc
ctgtggcggg
ctgcaagaac
cagctgtgcec
caccaacccc
ccgetgeecg
ccecctgegec
acccagcttc
gctttgecge
cgccacccac
ccagaacggg
aggcttcacc
gaacggggagt
gacaggtcag
gaacggcggg
gactggtgag
cgccacctge
tctgctgtge
cgacaccaac
ggcctgcagc
caagtgcatc
ccgatgcgag
cctggaccag
cgaggtcaac
caagatcaat
cgatgtggac
caacacttac

cgatgagtgc

ES 2532405 T3

ctggcgetge
tgcctgaatg
gccttcgtgg
gccgggacat
ctgggcttct
tgccgcaacg
cccggetggt
aacggtggcc
catggcccca
cacggaggca
actggcccca
ggcacctgcc
ggccagaact
gcctgtgtag
tactgtaccg
acctgccaca
gactgcagcg
catgaccgtg
cacctcaacg
cctgtcaatg
caggacgtgg
aacacgctgg
atcgacgtca
attggggagt
acagacgagt
gagttccagt
gagtgtgcca
acctgtgtgt

gacccecgacce

tgccecgeget
gcgggaagtg
gcccgegatg
gccacgtggt
ctgggecccct
ggggcacctg
cagggaaatc
agtgcctgec
cctgceggea
cctgccacaa
actgcgagcg
gccccacggg
gtgaggaaaa
acggcgtgaa
aggatgtgga
acacccacgg
agaacattga
tggcctectt
acgcatgcat
gcaaggccat
atgagtgctc
gctccttcga
acgagtgcgt
tccagtgcat
gtgccagcag
gcgagtgccc
gcaccccctg
gcacggaagg
cctgccacta

62

cgccgcacga
tgaagcggece
ccaggacccc
ggaccgcaga
ctgcctgaca
cgacctgctc
gtgccagceag
cttcgaggcec
ggatgtcaac
cgaggtcggce
gccctacgtg
cgacgtcacc
tatcgacgat
cacctacaac
cgagtgccag
tggctacaac
tgactgtgcc
ctactgcgag
cagcaacccc
ctgcacctgce
gctgggtgec
gtgccagtgt
ctcgaacccg
ctgcatgccc
ccecctgectg
cacgggcttc
caagaatggt
gtacacgggg
cggctcctgce

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



aaggacggcg

gagaccaaca
cgcgacaacg
aacctggatg
ggctacgagt
gagtgtgcgg
acctgccget
aacagcaacc
tgtgaccctg
ccttgtgtca
gagggcttca
ctgaaccagg
tacacaggtg
ggcggggagt
tggcaagcag
cacggcgcat
agtgggcgea
ggctcctgeca
actttctgtg
tgcacggact
tgtgagaaca
gacggcatca
cacgatgtca
tgcggetect
gtgcactggt
cagtaccgct
tcctgtgagg
gggctctgtg
agctactgtg
tgcacggact
tgctctgagg
gacctcccca
atcaacgtgg

aacaacggca

tcgccacctt
tcaacgagtg
cctacctctg
actgtgccag
gtgcctgtga
gcaacccctg
gcccegaggg
cctgcgtcca
ggtggagtgg
acggcggeac
gcggtcccaa
gcacgtgtat
ccacgtgtga
gcaggcaatc
ggcagacctg
cctgccagaa
actgcgagac
cagacggcat
aggaggacat
gcgtggacag
acacgcctga
actcgttcac
atgagtgcga
acaggtgcac
gtgactcctc
gcgagtgecc
tggctgcgea
tggacgcggg
aggaccfggt
acctgggegg
agatcgacga
acacctacaa
acgactgcaa

cctgegtgga

cacctgcctc
ctccagccag
cttctgcctg
cagcccctge
gccgggctac
ccacaacggg
ctaccacgac
cggggcctgc
gaccaactgt
ctgcaaagac
ctgccagacc
tgacgacgtt
ggtggtgctg
cgaggactat
tgaggtcgac
cacccacggc
cgacatcgac
caacacggcc
caacgagtgt
ctacacgtgc
ctgcacagag
ctgcctgtgt
ctcacagcecc
ctgcccccag
gccctgcaag
cagcggctgg
gcgacaaggt
caacacgcac
ggacgagtgc
ctactcctgce
gtgcctctec
gtgctcctge
tccecccegtt

ccaggtgggc

ES 2 532

tgccgeccag
ccctgecgec
aaggggacca
gactcgggca
acagggagca
ggcacctgcg
cccacctgece
cgggacagcc
gacatcaaca
atgaccagtg
aacatcaacg
gccgggtaca
gcceegtgtg
gagagcttct
atcaacgagt
ggctaccgct
gactgccggc
ttctgcgact
gccagtgacc
acctgccccg
agctcctgct
ccacccggcet
tgcctgeatg
ggctacactg
aacggcggca
accggecttt
gttgacgttg
cactgccgct
tcacccagcc
aagtgcgtgg
caccecctgec
ccacggggca
gaccccgtgt

ggctacagct

405 T3

gctacacggg
acgggggcac
caggacccaa
cctgtctgga
tgtgtaacat
aggacggcat
tgtctgaggt
tcaacgggta
acaatgagtg
gctacgtgtg
agtgtgcgtc
agtgcaactg
ccececagece
cctgtgtctg
gcgttctgag
gccactgecca
ccaacccgtg
gcctgeccgg
cctgecgeaa
caggcttcag
tcaacggtgg
tcacgggcag
gcggcacctg
gccccaactg
aatgctggca
actgcgacgt
cccgectgtg
gccaggeggg
cctgccagaa
ccggctacca
agaacggggg
ctcagggtgt
ccecggagece

gcacctgcecc

63

ccaccactgc
ctgccaggac
ctgcgagatc
caagatcgat
caacatcgat
caatggcttc
caatgagtgc
caagtgcgac
tgaatccaac
cacctgccgg
caacccatgt
cctgetgecec
ctgcagaaac
ccccacgggce
ccecgtgecgg
ggccggetac
tcacaacggg
cttccggggce
cggggccaac
cgggatccac
cacctgcgtg
ctactgccag
tcaggacggc
ccagaacctt
gacccacacc
gcccagegtg
ccagcatgga
ctacacaggc
cggggccacc
cggggtgaac
cacctgcctc
gcactgtgag
caagtgcttt

gcecgggettc

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780



10

gtgggtgagc
ggcacccaga
accgggcgec
ggcacctgcg
ttcgagggcg
ggcggcacat
ggccccgaat
caggggacct

ttcaacgggce

<210> 12
<211> 4213
<212> DNA

gctgtgaggg
actgcgtgca
gctgcgagtc
ccgtggectc
ccacgtgtga
gcatctccgg
gccagttccc
gtgagcccac

tcttgtgeca

<213> Homo sapiens

<400> 12

tcatctggaa
ctgtgctgcg
aatgaaggaa
ttcttggggg
gggacttgtg
acaggagagg
aatggcggca
tttacaggta
agtacctgta
cagaaatgtg
acctgcctca
tactgtgaca
cggcagactg
tgtgagagga
gatggggtca
gaggatgtgg
aaccgcaatg
gagaacattg
gtggcctcct
gatgcatgca

gggcaatata

ttatgcccge
cggceccege
tgtgtgttac
aatattgtca
tggcccaggce
actgccagta
catgccatat
aggagtgcca
ccactgtggc
agactgatgt
acctgectgg
gcctgtatgt
gtgacttcac
atattgatga
acacttacaa
atgaatgcct
gaggctatgg
atgattgtgc
tctcttgecat
tcagcaatcc

tttgcacctg

ggatgtcaac
gcgcgtcaat
cgtcatcaat
caacaccgcec
gaatgacgct
ccecgegeage
ggccagcage
atccgagagc

catcctggac

cctgegeecc
gcatgcattg
ctaccacaat
acatcgagac
catgctggag
ctcaacatct
gctcagccgg
atggacggat
caaccagttc
caatgagtgt
ttcctaccag
gccctgtgea
ttttgagtgc
ctgccctaac
ctgccgetgt
gctgcagecc
ctgtgtatgt
cttcgectce
gtgcccagag
ttgccacaag

cccacaaggc

ES 2532405 T3

gagtgcctgt
gacttccact
ggctgcaaag
cgcgggttca
cgtacctgcg
cccacctgee
ccctgectgg
cccttctace

tacagcttc

gctctgetgt
cagtgtcgag
ggcacaggat
ccctgtgaga
aaagccacgt
catccatgct
gatacctatg
gcctgectgt
tcctgcaaat
gacattccag
tgccagtgcec
ccctcacctt
aactgccttc
cacaggtgtc
cccccacaat
aatgcctgtc
gtcaacggct
tgtactccag
gggaaggcag
ggggcactgt
tacaaagggg

ccaatccctg
gcgagtgecg
gcaagccctg
tctgcaagtg
gcagcctgeg
tgtgcctgag
gcggcaaccc

gttgcctgtg

gggcgctget
atggctatga
actgcaaatg
agaaccgctg
gccgatgtge
ttgtgtcteg
agtgcacctg
ctcatccctg
gcctcacagg
gacactgcca
ctcagggctt
gtgtcaatgg
caggttttga
agaatggagg
ggacaggaca
aaaatggggg
ggagtggaga
gctccacctg
gtctcctgtg
gtgacaccaa

ctgactgcac

64

cgacgccegt
tgctggtcac
caagaatggg
ccctgeggge
ctgcctcaac
ccccttcacg
ctgctacaac

ccccgccaaa

ggcgcerctgg
accctgtgta
tccagaaggce
ccagaatggt
ctcagggttt
accctgectg
tcaagtcggg
tgcaaatgga
cttcacaggg
gcatggtggce
cacaggccag
aggcacctgt
agggagcacc
ggtttgtgtg
gttctgcaca
cacctgtgec
tgactgcagt
catcgaccgt
tcatctggat
ccccctaaat

agaagatgtg

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4299

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260



gatgaatgtg
gatggcgcct
atcaatgagt
ggcttcacat
gaatgtcaga
cagtgcctgt
tccagtactc
cagtgtgcca
gatccttgcec
cccgggtaca
ctgaacgatg
acgtcagggg
ggaatctgta
cagagatgta
tgtatcaacg
tgctactcac
ggtctcagtg
gacaaaaatg
aatggataca
gatgaatgtg
tacacttgcc
tgttccccaa
tatacttgct
tgtatctcca
tgtgaatgtc
gccaatcctt
tgccttccgg
ccctgtaaga
gcaggatttg
ttcaatggtg
ttcactggat
gagggaacgt
gggaaaaact

ccatggccaa
tccactgtga
gccattcaga
gtctgtgcat
gcaacccttg
gtcctectgg
cgtgtctgaa
caggtttcac
accatggtca
tgggcgcecat
gtcgctgeat
ttaattgtga
tggatggcat
acattgacat
gtgtgaatgg
aggtgaacga
gatataagtg
aatgcctttc
ggtgtacttg
cctcaaatcc
actgtgtgct
acccttgtga
tgtgtgctcc
agccctgcat
caccaggctt
gccagaatgg
gtttcactgg
atggagggac
atggagtcca
gcacatgtgt
ccttctgect
gtgttgatgg
gtcagaccct

tagcaatcct
gtgtctgaag
cccectgecag
gccaggtttc
tgtgaacaat
tttcactggg
tggggcaaag
tggtgtgttg
gtgtcaggat
ctgcagtgac
tgacctggtc
aattaatttt
taatcgctac
tgatgagtgt
tttccgctgt
atgcctgagce
tctctgtgat
gaatccatgc
caagaagggc
atgcctgaac
gccatacaca
gaatgctgct
tggctggcaa
gaaccatggt
cagtggtatg
aggttcctgt
ggataagtgc
ctgctctgac
ttgtgagaac
tgatgggatt
ccatgagatc
cctgggtacc

ggtgaatctc

ES 2532405 T3

tgtgagcatg
ggttatgcag
aatgatgcta
aaaggtgtgc
gggcagtgtg
ccagtttgcc
tgtatcgatc
tgtgaggaga
ggtattgatt
cagattgatg
aatggctacc
gatgactgtg
agttgtgtct
gcctccaatc
atatgccccg
aatccctgea
gcaggctagg
cagaatggag
tttaaaggct
caaggaacct
ggcaagaatt
gtttgcaaag
ggtcagcggt
ctctgccata
gactgtgagg
atggatggag
cagacagaca
tacgtcaaca
aacatcaatg
aactccttct
aatgaatgca
taccgcfgca

tgcagtcggt

caggaaaatg
gacctcgttg
cctgtctgga
attgtgaatt
tggataaagt
agattgatat
acccgaatgg
acattgacaa
cctacacctg
aatgttacag
agtgcaactg
caagtaaccc
gctcaccagg
cctgtcgcaa
agggacccca>
tccatggaaa
ttggcatcaa
gaacttgtga
ataactgcca
gctttgatga
gtcagacagt
agtcaccaaa
gtaccattga
acacccaggg
aggacattga
tgaatacttt
tgaatgagtg
gttacacttg
agtgcactga
cttgcttgtg
gctctcatcc
gctgccccct

ctccatgtaa

65

tgtgaacacg
tgagatggac
taagattgga
agaaataaat
caatcgtttc
tgatgactgt
ctatgaatgc
ctgtgacccc
catctgcaat
cagcccttgc
ccagccaggc
ttgtatccat
attcacaggg
gggtgcaaca
tcaccccagc
ctgtactgga
ctgtgaagtg
caatctggtg
ggtéaatatt
cataagtggc
attggctccc
ttttgagagt
cattgacgag
cagctacatg
tgactgcctt
ctcctgectc
tctgagtgaa
caagtgccag
gagctcctgt
ccctgtgggt
atgcctgaat
gggctacact

aaacaaaggt

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240



10

acttgtgttc
tattgtgacg
gaacacttgt
tgcccectgg
ccctgcecage
ccaggctatc
cagaatggag
actcggggec
aatggtggtc
gctggggagc
ggcagcctgg
actggccggce
gggacttgtg
ttttccgggg
tgtgtgcaca
ggctgtgeca
tattactcct
<210> 13

<211> 3974
<212> DNA

agaaaaaagc
tgcccaatgt
gccagcactc
gctatactgg
acggggcaac
agggtgtcaa
gcacctgtat
tactctgtga
agtgcatgga
gttgtgagag
actgtataca
actgtgaaac
ctgtggccag
caaggtgcca
ccgectctgg
gtagcccctg

gcc

<213> Homo sapiens

<400> 13

atggggccgg
ccgccacceg

ccecccttgec
cgggaggctg
ccctgtcact
accgecccgat
gatccctgcc
cgcttectct
gagtgccggg
ttccgetgec
tgtgcaccct
gactgtgcct

ccaggacacc

gggcecgtgg
tgcgggeget
tggacggaag
cctgectgtg
caggcccctg
tctcatgecg
tcagcagccc
gctectgecc
tgggtgagcec
agtgtccagc
caccatgccg
gtcttcectgg
gatgtctcaa

agagtcccag
ctcttgtgac
aggtgtctgc
gagctactgt
atgcagtgac
ctgtgagtat
tgaccttgtg
agagaacatt
taggattgga
agacatcaac
gctcaccaat
cttcgtcgat
taacatgcct
gagcagctgt
accccgetgc

ccagcacggg

ccgecgecgce
gcccctgetg
cccgtgtgea
cccgectgge
tgctggcegt
gtgcccecgt
ttgtgcccac
acctggctac
ctgccgecat
tggctacaca
taacgggggc
gtttgagggt
tggggggaca

ES 2532405 T3

tgcctatgtc

atagcagcect
atcaatgctg
gaggagcaac
ttcattggtg
gaagtggatg
aaccatttca
gatgactgtg
ggctacagtt
gagtgcctct
gactacctgt
gtgtgtcccc
gatggtttca
ggacaagtga
ttctgeccca

ggcagctgec

cgcecgtegec
ctgctgctag
aatggaggtc
tgggtgggtg
ggtgtctgcc
ggcttccgag
ggtgcccgcet
cagggccgea
ggtggcacct
gggccactat
acctgcaggc
cagaattgtg
tgcgtggatg

catctggatg
ccaggagagg
gcaacacgca
tcgatgagtg
gatacagatg
agtgccagaa
agtgctcttg
cccggggtec
gtcgctgett
ccaacccctg
gtgtttgeccg
agatgccctg
tttgccgttg
aatgtaggaa
gtccccggga

accctcageg

cgatgtcgcc
€ggggccaggg
gttgcaccca
agcggtgtca
agagttcagt
gccctgactg
gctcagtggg
gctgccgaag
gcctcaacac
gtgagaaccc
agagtggcga
aagtgaacgt

gcgtcaacac

66

ggctggtgec
tgtgcttgtt
ttactgtcag
tgcgtccaac
cgagtgtgtc
tcagccctge
cccaccaggc
ccattgcctt
gcctggettt
cagctctgag
tagtgccttt
cctgaatgga
tcccccggga
gggggagcag
ctgcgagtca

ccagcctcect

gccaccgcca
ggctgcagec
gctgccctcc
gctggaggac
ggtggctggc
ctccctgeca
gcccgatgga
cgacgtggat
acctggctcc
cgcggtgecc
cctcacttac
ggacgactgt

ctataactgc

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4213

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



cagtgccctc
cagcccaacg
gtgtgtgtca
gccgtgtgcet
cccatgggca
cacgaggatg
cccggcettca
ccctgcgagce
cgtggctaca
cgaaaccagg
ttcacaggaa
ggtggggtct
ggctccacgt
aaatgcgtgg
ctgtgtgatc
gatggcatcg
agccaggtgg
gtggacaagt
attgacgact
tacgactgtg
tgtgcttcca
tgcctctgec
catgagccct
gagcctggect
cagccgtgca
ccgectggtg
gagcatgggg
ggctggcaag
ggccctcatg
tacactggcc
ggtggctcgt
ggcccacgat
tgtaccgacc

tgcgaacagg

ctgagtggac
cctgccacaa
atggctggac
tccatggggce
agactggcct
ctatctgtga
€gggtggggc
acttgggcag
ctggacctcg
ccacgtgcct
ccrattgcga
gcaaggaccg
gtcagctgga
accagcccga
gcaacgtgga
ccagcttctc
acgaatgccg
acctctgecg
gtgccagcaa
tctgccaacc
gcccatgegg
cgcctggcetc
gcagtcacgg
ggagtggccc
gggccggtgg
tccagggacg
gccgetgega
gcccacgatg
gtatctgcac
cttcctgega
gccaagacgg
gcgcecegega
acgtggcctc

acctgcccga

aggccagttc
tgggggtacc
aggcgagagc
cacctgccat
cctgtgtcac
cacaaatccg
atgtgaccag
gtgcgtgaac
ctgtgagacc
cgaccgcata
ggtggacatt
agtcaatggc
cgtggacgaa
tggctacgag
cgactgctcc
atgtgcctgt
cagccagccc
ctgcccttct
cccctgeace
tggcttcaca
cgagggaggt
cttgccccca
catctgctat
ccgetgeage
gacatgcagc
tcagtgtgaa
gtctgcccct
ccagcaggat
caacctggca
tcaggacatc
cgtgggctce
tgtggatgag
cttcacctgc

ctgcagcecc

ES 2532405 T3

tgcacggagg

tgcttcaaca
tgcagtcaga
gaccgegtag
ctggatgacg
gtgaacggcc
gatgtggacg
acgcagggct
gatgtcaacg
ggccagttca
gacgagtgtc
ttcagctgca
tgcgccagea
tgccgetgtg
cctgacccat
gctcctgget
tgccgecatg
gggaccacag
tttggagtct
gggccccttt
tcctgtgtgg
ctctgectec
gatgcacctg
cagagcctgg
agcgatggaa
ctcctctece
ggccagctgce
gtggacgagt
gggagtttca
aatgactgtg
ttttcctgct
tgcctgagcea
acctgecccge

agctcctgcet

acgtggatga
cgctgggtgg
atatcgatga
cttctttcta
cctgtgtcag
gggccatttg
agtgctctat
ccttectgtg
agtgtctgtc
cctgtatctg
agagtagccc
cctgecccctc
cgccctgeag
ccgagggcett
gccaccatgg
acacgggcac
gcggcaaatg
gtgtgaactg
gccgtgatgg
gtaacgtgga
atggggaaaa
ccccgageca
gcgggttccg
cccgagacgc
tgggtttcca
cctgcaccce
ctgtctgctc
gtgctggccc
gctgcacctg
accccaaccc
cctgectecc
acccctgegg
caggctacgg
tcaatggcgg

67

gtgtcagctg
ccacagctgc
ctgtgccaca
ctgtgcctgce
caacccctgce
cacctgtcct
cggcgccaac
ccagtgcggt
ggggccctgce
tatggcaggc
ctgtgtcaac
gggcttcagce
gaatggcgcc
tgagggcacg
tcgetgegtg
acgctgcgag
cctagacctg
cgaagtgaac
catcaaccgc
gatcaatgag
tggcttcege
tccectgtgec
ctgtgtgtgt
ctgtgagtcc
ctgcacctgc
gaacccctgt
ctgceccccag
cgcaccctgt
ccatggaggg
atgcctgaac
tggtttcgec
ccecgggeacc
aggcttccac

gacctgtgtg

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
2520
2580
2640
2700
2760
2820



10

gacggcgtga
catgaggcag
caccctggct
gtggattggt
tattgccttt
agggaggccg
tgtgtggatg
tgtgagcagg
ggctatatgg
gacgacgtgg
gtggcccget
gaggatgact
acctgegtgg
cgctgcgagg
gactgcctge
cctcgetgte
tgccgtecta
ttctggggtce
ggcgtcccat

ggaccctcct

<210> 14
<211> 3522
<212> DNA

actcgttcag
acccctgect
tccgetgeac
gcagccgceca
gtccccctgg
cagcccagat
aagacagctc
aggtggaccc
ggggctacat
acgagtgtgc
atctctgctc
gcggcccagg

acctggtggg
cagacatcaa

aggacccagg
agactgtcct
gcccgggtec
cgcgttgcga
gccagcagac

gceg

<213> Homo sapiens

<400> 14

atgcagcccc
gtcagaccca
tgcctgagec
acgtgccagt
caagcectge
ttcttgtgea
ccttgtecte
ccacagtgct
tcagccaacc

cactgcccac

cttcactgct
gagggctgct
tgtctctggg
ttcctgaccc
ttccegetcec
cttgccteccc
ccteccttctg
cctgcatgcec
catgtgttaa
cgggcttcga

ctgcctgtgce
ctcgeggecec
ctgcctcgag

gccttgtcaa

'atggagcgga

<ggggtgcag
ccactactgc
ctgcttggec
gtgtgagtgt
ctcccagecc
ctgtccccca
cccaccgctg
tggtttccge
tgagtgtcgc
cggaggtttc
gtctccctgce
tgggggtgag
gcgggtggcg
gccccgeggg

gctgctgctg
gtgtgggagt
acaagggacc
ctgccagaac
cctagggctc
tggcttcact
ttccaaaagg
tggatggaca
tggaggggtg
gggccatgcc

ES 2532405 T3

cgtceccggct
tgcctacacg
agcttcacgg
aacgggggtc
cgcctctgtg
ctggagcagce
gtgtgcccag
cagccctgec
cttcctggcet
tgccagcacg
ggaacgctgg
gactcagggc
tgcacctgtc
tcaggtgcct
cgttgecttt
gagtcccagc
ctgaccttca
cgctectgec

ccgecgetgeg

ctgctgetge
ttcccagaac
tgccagtgtg
gcccagctct
cccagctctce
ggtgagagat
ggccgetgec
ggtgagcagt
tgtctggeca

tgtgaacgtg

acacaggagc
ggggcgtctg
gcccgecagtg
gctgcgtcca
acatccgaag
tgtgtcaggc
agggccgtac
agcatggogg
acaatggtga
ggggttcatg

gggtgctctg
cccggtgect

ccccaggata
gccacgeggce
gtcatgctgg
catgccagca
cctgtcactg
gggagctgca

cctgccccecc

tgctgctatg
cctgtgccaa
ccecetggett
gccaaaatgg
cctctccatt
gccaggccaa
acatccaggc
gccagettcg
cataccccca

atgtcaacga

68

ccactgccaa
cagcgcegcec
ccagacgctg

gactggggcc

cttgccctge

gggtgggcag
tggtagccac
gacctgeccgt
taactgtgag
cattgacctc
cgagattaat
acacaatggc
cactggtttg
acacacccgg
cttctcaggt
tggaggccag
tgcccagecg
gtgcccggtg
agggttgtcg

tgtctcagtg
tggaggcacc
cctgggtgag
aggcagctgc
gacacccagc
gcttgaagac
ctecgggecge
ggacttctgt
gatccagtgc
gtgcttccag

2880
2940
3000

' 3060

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
3974

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



gacccaggac
ctctgcectg
aggggetgtt
ctctgectct
gtcagccacc
ctctgcccag
cagggtcccc
tgcgtgtgtg
gctgccacct
tgcccacctg
tgccatgggg
cagcctggct
caaggcccaa
tgcctctgte
tcccagccct
tgcccgceccag
ccctgectga
cctggattct
gccaatggtg
tttgaagggc
ggagccagct
ggccagctct
aaggaccaga
cctgaggaca
gtgggttgga
gcccatgggg
tacacaggac
ggcggcetect
gggccccagt
acctgtgtga
cgctgtgagg
tgccaggaca

tgccagactc

cctgccccaa

tggggcagga
cgaatggggg
gtcccccagg
agtgtcagaa
aaacctggac
ctcactgcag
tgagtggctg
gtgccccgag
gacgcacagg
atgcccaatg
attcggggcc
gtccctgtga
cacctggcta
gccacccagg
gcttagaagg
accacgcgga
ccggcacccg
ggcagtgcca
cacgctgtca
gccttgatct
gtgaggttcc
aagacaaggc
actgcacctg
cggggccaga
ggacctgcta
ccacctgtag
gcaaccctag
gccaaaccag
acaggcctgg
gaaagctccg
gccctcaggg
tgatggactt

aggcacctcc
gggtccacgt
cacctgccag
tttcataggce
tgggggcact
aggctgggac
aaacgggggc

gggcggcaca
atccacctgc

actcctgtgce
cagcaccaac
cacctgccac
acatggcggt
cacaggctcc
aagcacctgt
gcagctctgt
ttgccatgac
atgtgaggag
ggaccagcct
aacagaggtg
tccaggagcc
cctgtgtgct
caactgcctc
ccaccacggg
gtgtgaggca
ccecccagecc
tgaggagatg
ccctggaggce
cactgactac
caccttctcc
ccccagetgt
tccecegetge

atgtgcccag

ES 2532405 T3

tgccataaca
tgtgagctgce
ctgatgccag
ccagactgtg
tgccaggatg
tgctccgaag
acctgccaga
agctgtgagg
attgaccggg
cacttggaag
cccctecacag
caggacctgg
tcctgectca
cgttgtgagg
ctggacctac
gaggtggaga
ctgctcaacg
gatatcgatg
ggagccttcc
gatgagtgcc
ttcttttgec
cccaacctgt
tgtcctgatg
cactgccaga
gagctagggg
tctggctaca
acagcttgtc
tactactgca
tgtgtgtctg
tgcctctgtg
gcagacagcc
ctctgcccca

aagccctgec

ccctgggetc
gggcaggacc
agaaagactc
aggtgaatcc
ggctggacac
atgtggatga
actctgctgg
agaacctgga
tgggctcttt
acatgtgtct
gctccacact
acgagtgtct
acactcctgg
ctgatcacaa
ttgccacctt
ccaacgagtg
gcttccagtg
agtgcagaag
actgcaagtg
tgagtgaccc
tctgccectce
gccagcccaa
gaagccctgg
gatcctcatg
gctgcatctc
actgcacctg
actcagggcc
cctgecectec
ccccgtgett
ccatgggctt
cctgtaggaa
ctggctacac

cacgcaattc

69

cttccagtgc
ctgcecctect
cacctttcac
agacaactgt
ctacacctgc
gtgtgagacc
tagctttcac
tgactgtatt
ctcctgectc
gagccagccg
ctgcctgtgt
gatggcccag
ctccttcaac
tgagtgcctc
ccactgcctc
tgcctcaget
catctgcctg
ctctccctgt
tctcccagge
atgtcccgtt
tggtttcaca
gcagatatgt
ctgtgcccca
tgtgtgtgac
tgcaccctgt
ccctacaggce
atgtctcaat
aagccacaca
caatgggggt
ccagggcccg
tagggcaacc
cggaggcagc
ccactgcctc

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
2520
2580



10

cagactgggc
cttccactgt
tgccacaatg
ggattccaag
aacggggcca
gatggacaga
ggaacctgta
ctacgctgtg
gcagcctgec
cagtggtgtg
tgtgaggcca
ggccccacct
ctgtgtctge
gggggtectg
ctatacaatg

tgccctcaca

<210> 15
<211> 6966
<212> DNA

cctcctteca
cctcctgeca
gaggcctctg
gcagcctgtg
cctgcatggce
actgctcaaa
ctcccaaacc
agggagacgt
actctctggc
aggtggagat
cagcaggatc
gcagccacag
cctcccctaa
actgcctgac
gcagctgctc

gctcteccagg

<213> Homo sapiens

<400> 15

atggggccgg
ccgccacccg

ccceccttgec
cgggaggctg
ccctgtcact
accgcccgat
gatccctgec
cgcttectct
gagtgccggg
ttccgetgec
tgtgcgecect
gactgtgcct
ccaggacacc

cagtgccctc

gggcccgtgg
tgcgggcgct
tggacggaag
cctgectgtg
caggcccctg
tctcatgccg
tcagcagcecc
gctectgeec
tgggtgagcc
agtgtccagc
caccatgccg
gtcttcctgg
gatgtctcaa

ctgagtggac

ctgcttgtgce
gaaggctgca
tgtcgacagc
ccaggatcac
ccagcccagt
ggaactcgat
tggaggattc
ggacgagtgt
caatgccttc
agacccctgc
acccctgggt
ggccccttec
gccaggcettc
cccaccagcect
agagaccacg

gccceggtgt

ccgcegecge
gccecctgetg
cccgtgtgea
cccgectgge
tgctggecgt
gtgcccecgt
ttgtgcccac
acctggctac
ctgccgecat
tggctacaca
taacgggggc
gtttgagggt
tggggggaca
aggccagttc

ES 2532405 T3

ctccagggat
ctgagccaag
ggcccctect
gtgaacccat
gggtatctct
gcttgtcagt
cactgtgcct
ctggaccagc
tactgccagt
cacagccaac
ttcatctgcc
tgcggcttec
ccaccacgct
cctaaaggct
ggcttggaggg

cagaaacccg

cgccgtegec
ctgctgctag
aatggaggtc
tggatgagtg
ggtgtctgcec
ggcttccgag
ggtgcccget
cagggccgca
ggtggcacct
gggccactat
acctgcaggc
cagaattgtg
tgcgtggatg
tgcacggagg

ggaccgggec
gcatagacgt
atttctgcca
gtgagtccag
gccagtgtgc
cccaaccctg
gccctccagg
cctgccaccc
gtctgcctgg
cctgctttca
actgccccaa
atcactgcca
gtgectgect
gtggccctcc

gcccaggctt
ga

cgatgtcgec
€ggggccggag
gttgcaccca
agcggtgtca
agagttcagt
gccctgactg
gctcagtggg
gctgccgaag
gcctcaacac
gtgagaaccc
agagtggcga
aagtgaacgt
gcgtcaacac

acgtggatga

70

tctctgcaac
ctcttccctt
ctgccccect
gccttgecag
cccaggctac
tcacaaccat
ctttgtggag
cacaggcact
acacacaggc
tggagggacc
gggttttgaa
ccacggaggc
cagtggctat
ctccccatgce

tcgatgctcc

gccaccgeca
ggctgcagec
gctgeectec
gctggaggac
ggtggctgge
ctcecctgeca
gcccgatgga
cgacgtggat
acctggctcc
cgecggtgecc
cctcacttac
ggacgactgt
ctataactgc

gtgtcagctg

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3522

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



cagcccaacg
gtgtgtgtca
gcegtgtget
cccatgggea
cacgaggatg
ccecggettca
ccctgegage
cgtggctaca
cgaaaccagg
ttcacaggaa
ggtggggtct
ggctccacgt
aaatgcgtgg
ctgtgtgatc
gatggcatcg
agccaggtgg
gtggacaagt
attgacgact
tacgactgtg
tgtgcttcca
tgcctctgec
catgagccct
gagcctggct
cagccgtgca
ccgectggtg
gagcatgggg
ggctggcaag
ggccctcatg
tacactggcc
ggtggctegt
ggcccacgat
tgtaccgacc
tgcgaacagg
gacggcgtga

cctgccacaa
atggctggac
tccatggggc
agactggcct
ctatctgtga
cgggtggggc
acttgggcag
ctggacctcg
ccacgtgcct
cctattgcga
gcaaggaccg
gtcagctgga
accagcccga
gcaacgtgga
ccagcttctc
acgaatgccg
acctctgcecg
gtgccagcaa
tctgccaacc
gcccatgcgg
cgcctggctc
gcagtcacgg
ggagtggccc
gggccggtag
tccagggacg
gccgetgega
gcccacgatg
gtatctgcac
cttcctgtga
gccaagacgg
gcgecccgega
acgtggcctc
acctgcccga

actcgttcag

tgggggtacc
aggcgagagc
cacctgccat
cctgtgtcac
cacaaatccg
atgtgaccag
gtgcgtgaac
ctgtgagacc
cgaccgcata
ggtggacatt
agtcaatggc
cgtggacgaa
tggctacgag
cgactgctcc
atgtgcctgt
cagccagccc
ctgcccttct
cceccetgceacce
tggcttcaca
cgagggaggt
cttgccccca
catctgctat
ccgctgcagc
gacatgcagc
tcagtgtgaa
gtctgcccct
ccagcaggat
caacctggca
tcaggacatc
cgtgggctcc
tgtggatgag
cttcacctgc
ctgcagcccc

ctgcctgtge
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tgcttcaaca cgctgggtgg

tgcagtcaga
gaccgcgtgg
ctggatgacg
gtgaacggcec
gatgtggacg
acgcagggct
gatgtcaacg
ggccagttca
gacgagtgtc
ttcagctgca
tgcgccagea
tgccgetgtg
cctgacccat
gctcctggcet
tgccgecatg
gggaccacag
tttggagtct
gggccccttt
tcctgtgtgg
ctctgectcece
gatgcacctg
cagagcctgg
agcgatggaa
ctcctctecc
ggccagetge
gtggacgagt
gggagtttca
aatgactgtg
ttttcctget
tgcctgagea
acctgcccge
agctcctgcet

cgtccegget

atatcgatga
cttctttcta
cctgtgtcag
gggccatttg
agtgctctat
ccttecctgtg
agtgtctgtc
cctgtatctg
agagtagccc
cctgeeccte
cgccctgeag
ccgagggctt
gccaccatgg
acacgggcac
gcggcaaatg
gtgtgaactg
gccgtgatgg
gtaacgtgga
atggggaaaa
ccccgageca
gcgggttccg
ccegagacgce
tgggtttcca
cctgeacccc
ctgtctgctc
gtgctggccc
gctgcacctg
accccaaccc
cctgcctecc
acccctgegg
caggctacgg
tcaatggcgg

acacaggagc

71

ccacagctgc
ctgtgccaca
ctgtgcctgc
caacccctgc
cacctgtcct
cggcgcecaac
ccagtgcggt
ggggccctgc
tatggcaggc
ctgtgtcaac
gggcttcagc
gaatggcgcc
tgagggcacg
tcgctgegtg
acgctgcgag
cctagacctg
cgaagtgaac
catcaaccgc
gatcaatgag
tggcttccge
tcecectgtgec
ctgtgtgtgt
ctgtgagtcc
ctgcacctgc
gaacccctgt
ctgcccccag
cgcaccctgt
ccatggaggg
atgcctgaac
tggtttcgec
cccgggceacc
aggcttccac
gacctgtgtg

ccactgccaa

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
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880



catgaggcag
caccctggct
gtggattggt
tattgccttf
agggaggccg
tgtgtggatg
tgtgagcagg
ggctatatgg
gacgacgtgg
gtggcccget
gaggatgact
acctgcgtgg
cgctgcgagag
gactgcctgc
cctcgetgte
tgccgtecta
ttctggggtc
ggcgtcccat
ggaccctect
gccgeeccect
tgcgettgeg
gtctcggagg
tgcgaccgeg
gtgggcgacc
cgctgcgacc
ggtggcegeg
gacggccget
gccagegagg
ccagaggagc
acctcgctge
cctagtectg
gtagtaatgc
ttccccgatg

acccctgect
tccgctgecac
gcagccgceca
gtcceccctgg
cagcccagat
aagacagctc
aggtggaccc
ggggctacat
acgagtgtgc
atctctgctc
gcggeccagg
acctggtggg
cagacatcaa
aggacccagg
agactgtcct
gcecegggtec
cgcgttgecga
gccagcagac
gccgcagcett
gtctccacgg
cgcagggctg
agccgcggtg
agtgcaacag
cctggcggea
ccgectgcag
agcgcacttg
gcgaccaggg
tgccggecct
tactgcgttc
gcttccgect
gctccgaacc
tggagattga

cccagagege

ctcgeggecc
ctgcctcgag
gccttgtcaa
atggagcgga
€ggggtgcgg
ccactactgc
ctgcttggec
gtgtgagtgt
ctcccagecc
ctgtccccca
cccaccgetg
tggtttccge
tgagtgtcgc
cggaggtttc
gtctccctgce
tgggggtggg
gcgggtggceg
gcceccgeggg
cccggggteg
gggctcctge
gaccgggcecg
ccegegegec
cccaggcetgce
atgcgaggcg
ctcgececgec
caacccggtg
ctgcaacacg
gctggecccge
cagcgcecgac
ggacgcgcac
ccgggeccgt
caaccggctc

cgctgactac
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tgcctacacg
agcttcacgg
aacgggggtc
cgcctctgtg
ctggagcagc
gtgtgcccag
cagccctgec
cttcctgget
tgccagceacg
ggaacgctgg
gactcagggc
tgcacctgtc
tcaggtgcct
cgttgccttt
gagtcccagc
ctgaccttca
cgctcctgec
ccgegcetgeg
ccgccggggg
cgccecegege
cgctgcgagg
gcctgecagg
ggctgggacg
ctgcagtgct
tgcctctacg
tacgagaagt
gaggagtgcg
ggcgtgctgg
tttctgcagce
ggccaggcca
cgggagctgg
tgcctgcagt
ctgggagcgt

ggggcgtctg
gcccgeagtg
gctgegtcca
acatccgaag
tgtgtcaggc
agggccgtac
agcatggggg
acaatggtga
ggggttcatg
gggtgctctg
ccecggtgect
ccccaggata
gccacgeggce
gtcatgctgg
catgccagca
cctgtcactg
gggagctgca
cctgeccccec
ccagcaacgc
cgctecgegec
cgccecgecege
ccaagcgcegg
gcggcgactg
ggcgectctt
acaacttcga
actgcgecga
gctgggatgg
tgctcacagt
ggctcagcgc
tggtcttccc
cccccgaggt
cgcctgagaa

tgtcagcggt

72

cagcgeegcec
ccagacgctg
gactggggcc
cttgcecctgce
gggtgggcag
tggtagccac
gacctgccgt
taactgtgag
cattgacctc
cgagattaat
acacaatggc
cactggtttg
acacacccgg
cttctcaggt
tggaggccag
tgcccagecg
gtgcccggtg
agggttgtcg
cagctgcgceg
cttcttcecge
ggcacccgag
ggaccagcege
ctcgetgage
caacaacagc
ctgccacgcec
ccactttgcc
gctggattgt
gctgctgecg
catcctgcge
ttaccaccgg
gatcggctcg
tgatcactgc
ggagcgectg

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
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gacttcccgt
gtcccgetge
ggtgtcatgg
tcactgcaca
gcgctgggca
tggatggaca
gctgaggagg
cgcgtggcac
gatgtcaatg
ggggctctgg
atctccgacc
actgctttgce
gctggggcag
acagccgatg
gcccgeatgg
atggtggaag
tcagccttac
aatggagcca
cgcgagggca
accgaccacc
gtgcgcttgce
cctctgctct
aagaagagca
ggcaagaagc
cccgtggact
ttcccecttg
ggtggcccag
ggcctgctga
ccaggcccct
ccegtetecc
tacccggcgg
gagcaccctt
ccctecectcet
gccaccacca
gctcaggece
gcctga

<210> 16

<211> 2321
<212> PRT

acccactgcg
tgccactgct
tggcccggeg
aggacgtggc
tgaagaacat
cagagtgccc
ctgtggattg
cagccatggc
tgcgtggccc
agccaatgcc
tgatctgcca
acctggctgce
acaccaatgc
cccagggtgt
cagatggctc
agctcatcgce
actgggctgc
ataaggacat
gctatgaggc
tggacaggct
tggatcaacc
gtcctccagg
ggaggccccc
tgacgctggc
cgctggactc
aggggcccta
gccgggeggg
accctgtggce
cgttcctget
cgcaggageg
ctggggcaca
acctgacccc
cagactggtc
ctggggcact

agacccagct

<213> Homo sapiens

<400> 16

ggacgtgcgg
agtggcgggc
caagcgcgag
ctctggtcac
ggccaagggt
agaggccaag
ccgtcagtgg
actgacacca
agatggcttc
aactgaagag
gggggctcag
ccgttatgcc
ccaggaccac
cttccagatt
aacggcactg
cagccatgct
ggctgtgaac
gcaggatagc
tgccaagctg
gccgcgggac
cagtgggccc
ggccttcctc
cgggaaggeg
ctgcccgggce
cccgeggect
tgcagctgcec
tctagggcgc
tgtgcccctce
gccactggceg
gceccecgect
cagcagcccc
atcccccgaa
cgaatccacg

gcctgeccag

ggggceccag ccggaagtta cccccaagag gcaagtgttg
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ggggagccgce
gctgtcttge
cacagcaccc
aagggccggc
gagagcctga
cggctaaagg
actcaacacc
ccacagggcg
accccgctaa
gatgaggcag
cttggggcac
cgtgctgatg
tcaggccgea
ctcatccgaa
atcctggegg
gatgtcaatg
aacgtggaag
aaggaggaga
ctgttggacc
gtagcccagg
cgcagcecccc
cctggectca
gggctggggc
ccectggetg
ttcggtgggce
actgccactg
cagcccectg
gattgggccc
ccgggacccc
tacctggcag
ccaaaggccc
tcccctgage
cctagcccag

ccacttccect

tggagcctcc
tgctggtcat
tctggttece
gggaacccgt
tgggggaggt
tagaggagcc
atctggttgc
acgcagatgc
tgctggcttc
atgacacatc
ggactgaccg
cagccaagcg
ctcccectgea
accgctctac
cccgectggce
ctgtggatga
ccactttggc
ccccectatt
actttgccaa
agagactgca
ccggtcccca
aagcggcaca
cgcaggggcc
acagctcggt
cccctgette
cagtgtctct
gaggatgtgt
ggctgecccc
agctgctcaa
tcccaggaca
gcttcctgcg
actgggccag
ccactgccac

tgtctgttcc

73

agaacccagc
tctcgtectg
tgagggcttc
gggccaggac
ggccacagac
aggcatggag
tgctgacatc
tgatggcatg
cttctgtggg
agctagcatc
tactggcgag
gctgctggat
cacagctgtc
agacttggat
agtagagggc
gcttgggaaa
cctgctcaaa
cctggecegec
ccgtgagatc
ccaggacatc
c€ggcctgggg
gtcggggtcc
c€cgggggegg
cacgctgtcg
ccctggtggc
ggcacagctt
actcagcctg
acctgccect
cccagggacc
tggcgaggag
ggttcccagt
cccctcacct
tggggccatg
cagctccctt

4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900

6960
6966



Met

Pro

Leu

Cys

Cys

65

Pro

val

Arg

Ala

Ser

145

Glu

Thr

Leu

Gly

Gly

Pro

Ala

Ala

50

Leu

Cys

val

Gly

His

130

cys

cys

Pro

Cys

Gly

Pro

Pro

Gly

35

Asn

Cys

His

Ala

Pro

115

Gly

Pro

Arg

Gly

Glu

195

Thr

Gly

Pro

20

Pro

Gly

Pro

ser

Gly

100

Asp

Ala

Pro

val

ser

180

Asn

cys

Ala

Pro

Gly

Gly

Pro

Gly

85

Thr

Cys

Arg

Gly

Gly

Phe

Pro

Arg

Arg

Pro

Ala

Arg

Gly

70

Pro

Ala

Ser

Ccys

TYyr

150

Glu

Arg

Ala

Gln

Gly

Pro

A1a

Cys
55

Trp

cys

Arg

Leu

ser

135

GlIn

Pro

Cys

val

ser
215

Arg

val

Ala

40

Thr

val

Ala

Phe

Pro

120

val

Gly

Cys

Glin

Pro

200

Gly
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Arg
Arg
25

Pro
Gln
Gly
Gly
ser
105
Asp
Gly
Arg
Arg
Cys

Cys

Asp

Arg

10

Ala

Pro

Leu

Glu

Arg

20

cys

Pro

Pro

Ser

His

170

Pro

Ala

Leu

Arg

Leu

Cys

Pro

Arg

75

Gly

Arg

cys

Asp

Cys

155

Gly

Ala

Pro

Thr

Arg

Pro

Leu

Ser

60

cys

val

cys
Leu
Gly
1

Arg
Gly
Gly
Ser

Tyr
220

74

Arg

Leu

Asp

45

Arg

Gln

cys

Pro

ser

125

Arg

Ser

Thr

Tyr

Pro

205

Asp

Pro

Leu

30

Gly

Glu

Leu

Gln

Arg

110

ser

Phe

Asp

cys

Thr
190

Cys

Cys

Met

15

Leu

Ser

Ala

Glu

ser

95

Gly

Pro

Leu

val

Leu

175

Gly

Arg

Ala

ser

Leu

Pro

Ala

ASp

80

ser

Phe

Cys

Cys

160

ASn

Pro

Asn

cys



Leu

225

Pro

Thr

Glu

Gly

Gly

Ala

Tyr

Asp

AsSn

cys

Asn

Arg

TYyr

465

Gly

Pro

Gly

Tyr

Asp

Thr

290

Trp

val

Cys

Ala

Pro

370

Gly

Cys

Gln

Glu

Cys

Gly

Gly

His

Asn

val

275

Cys

Thr

cys

Ala

Cys

355

val

Ala

Glu

Cys

cys

435

Gly

Glu

val

Phe

Arg

cys

260

Asp

Phe

Gly

Phe

Cys

340

val

Asn

Cys

His

GlIn

val

Cys

Glu

Cys

245

GlIn

Glu

Asn

Glu

His

325

Pro

ser

Gly

Asp

Leu

405

Arg

Ser

Phe

Asp

Lys

cys

Cys

Thr

Ser

310

Gly

Met

Asn

Arg

Gln

390

Gly

Gly

Gly

Thr

Ile

470

Asp

Gln

Asn

Pro

Gln

Leu

295

Cys

Ala

Gly

Pro

Ala

375

Asp

Arg

Tyr

Pro

Cys

Asp

Arg

ASn

Gly

Pro

Leu

280

Gly

Ser

Thr

Lys

Cys

360

Ile

val

Cys

Thr

Cys

440

Ile

Glu

val
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cys

Gly

Glu

265

Gln

Gly

Gln

Cys

Thr

345

His

Cys

Asp

val

Gly

Arg

Cys

cys

Asn

Glu

Thr

250

Trp

Pro

His

Asn

His

330

Gly

Glu

Thr

Glu

Asn

410

Pro

Asn

Met

Gln

Gly

val

235

Cys

Thr

Asn

ser

Ile

315

Asp

Leu

Asp

Cys

cys

Thr

Arg

Gln

Ala

ser

475

Phe

75

AsSn

val

Gly

Ala

Cys

300

Asp

Arg

Leu

Ala

Pro

380

ser

Gln

Cys

Ala

Gly

ser

ser

val

ASp

Asp

Asp Gly val

Gln

Cys

285

val

Asp

val

Cys

Ile

365

Pro

Ile

Gly

Glu

Thr

445

Phe

Pro

Cys

Phe

270

His

Cys

Cys

Ala

His

350

Cys

Gly

Gly

ser

Thr

430

Cys

Thr

Cys

Thr

255

Cys

AsSn

val

Ala

ser

335

Leu

Asp

Phe

Ala

Phe

415

Asp

Leu

Gly

val

Cys

cys

240

Asn

Thr

Gly

Asn

Thr

320

Phe

Asp

Thr

Thr

Asn

400

Leu

val

AsSp

Thr

Asn

480

Pro



Ser

Ser

Tyr

Asn

545

Asp

Thr

His

Pro

Ala

625

Tyr

Glu

val

Pro

ser

705

Glu

Ala

Gly
Thr
Glu
530
val
Gly
Arg
Gly
Ser
610
ser
Asp
Ile
ASp
Pro
690
His
Pro

Cys

Phe

Pro

515

Cys

Asp

Ile

Cys

Gly

Gly

Asn

Cys

Asn

Gly

Leu

Gly

Gly

Glu

Ser

500

cys

Arg

Asp

Ala

Glu

580

Lys

Thr

Pro

val

Glu

660

Glu

Cys

Ile

Trp

ser
740

485

Gly

Arg

Cys

Cys

ser

565

Ser

Cys

Thr

cys

Cys

645

Cys

Asn

Leu

Cys

ser

725

Gln

Sser

Asn

Ala

ser

550

Phe

Gln

Leu

Gly

Thr

630

GlIn

Ala

Gly

Pro

Tyr

710

Gly

Pro

Thr

Gly

Cys

Ala

- 520

Glu

Pro

ser

val

Asp

val

615

Phe

Pro

ser

Phe

Pro

695

Asp

Pro

Cys

Gly

Asp

Cys

Asp

Leu

600

Asn

Gly

Gly

ser

680

ser

Ala

Arg

Arg
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Gln

505

Lys

Phe

Pro

Ala

Glu

585

val

cys

val

Phe

Pro

665

Cys

His

Pro

Cys

Ala
745

490

Leu

Cys

Glu

Cys

Cys

570

Cys

Asp

Glu

Cys

Thr

650

cys

Leu

Pro

Gly

ser

730

Gly

Asp
\@1
Gly
His
Ala
Arg
Lys
val
Ar

63

Gly
Gly
cys
Cys
Gly
Gln

Gly

val

Asp

Thr

540

His

Pro

Ser

Tyr

Asn

620

Asp

Pro

Glu

Pro

Ala

700

Phe

ser

Thr

76

Asp
GIn
525

Leu

Gly

‘Gly

Gln

Leu

605

Ile

Gly

Leu

Gly

Pro

685

His

Arg

Leu

Cys

Glu

510

Pro

Cys

Arg

Tyr

Pro

590

Cys

ASp

Ile

Cys

Gly

Glu

Cys

Ala

Ser
750

495

Cys

Asp

Asp

Cys

Thr

575

Cys

Arg

Asp

Asn

Asn

655

ser

ser

Pro

val

Arg

ser

Gly

Arg

val

560

Gly

Arg

Cys

Cys

Ar

64

val

Cys

Leu

cys

720

Asp

Asp
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Gly Met Gly Phe His Cys Thr Cys Pro Pro Gly val Gln Gly Arg GIn

Cys Glu Leu Leu Ser Pro Cys Thr Pro Asn Pro Cys Glu His Gly Gly
770 775 780

Arg Cys Glu Ser Ala Pro Gly GIn Leu Pro val Cys Ser Cys Pro Gln
785 790 - 795 800

Gly Trp GIn Gly Pro Arg Cys GIn GIn Asp val Asp Glu Cys Ala Gly
805 810 815

Pro Ala Pro Cys Gly Pro His Gly Ile Cys Thr Asn Leu Ala Gly Ser
820 825 830

Phe Ser Cys Thr Cys His Gly Gly Tyr Thr Gly Pro Ser Cys Asp Gln
835 840 845

Asp Ile Asn Asp Cys Asp Pro Asn Pro Cys Leu Asn Gly Gly Ser Cys
850 855 860

GIn Asp Gly val Gly Ser Phe Ser Cys Ser Cys Leu Pro Gly Phe Ala
865 870 875 880

Gly Pro Arg Cys Ala Arg Asp Val Asp Glu Cys Leu Ser Asn Pro Cys
885 890 895

Gly Pro Gly Thr Cys Thr Asp His val Ala Ser pPhe Thr Cys Thr Cys
900 905 910

Pro Pro Gly Tyr Gly Gly Phe His Cys Glu Gln Asp Leu Pro Asp Cys
915 920 925

Sser Pro Ser Ser Cys Phe Asn Gly Gly Thr Cys val Asp Gly val Asn
930 935 940

Ser Phe Ser Cys Leu Cys Arg Pro Gly Tyr Thr Gly Ala His Cys GlIn
945 950 955 960

His Glu Ala Asp Pro Cys Leu Ser Arg Pro Cys Leu His Gly Gly val
965 970 975

Cys Ser Ala Ala His Pro Gly Phe Arg Cys Thr Cys Leu Glu Ser Phe
980 985 990

Thr Gly Pro GIn Cys GIn Thr Leu Vval Asp Trp Cys Ser Arg Gln Pro
995 1000 1005

Cys GIn Asn Gly Gly Arg Cys Vval GIn Thr Gly Ala Tyr Cys Leu
1010 1015 1020

77



cys

Pro

Leu

Tyr

Glu

Cys

TYyr

Gln

Tyr

Ile

Pro

Phe

Ala

Thr

Cys

Pro

ser

Pro
1025

cys
1040

Cys
1055

Cys
1070

val
1085

Arg
1100

Asn
1115

Pro
1130

Leu
1145

Asn
1160

Arg
1175

Ar
1190

Asp
1205
Arg

1220

His
1235

Cys
1250

Pro
1265

Pro

Arg

GlIn

val

Asp

Gly

Gly

Ccys

Cys

Glu

cys

Cys

Ile

Asp

Ala

Glu

Gly

Gly

Glu

Ala

cys

Pro

Tyr

Asp

Gln

ser

Asp

Leu

Thr

Asn

cys

Gly

ser

Pro

Trp

Ala

Gly

Pro

Cys

Met

Asn

His

Cys

Asp

His

cys

Glu

Leu

Phe

GIn

Gly

ser

Ala

Gly

Glu

Leu

Gly

Cys

Gly

Pro

Cys

Asn

Pro

Cys

Gln

Ser

Pro

Gly

Gly
1030

Ala
1045

Gln
1060

Ala
1090

Gly
1105

Glu
1120

Gly
1135

Pro
1150

Gly
1180

Pro
1195

Arg
1210

Arg

Glin

Cys

Arg

Gln

Tyr

Asp

ser

Gly

Pro

Thr

Gly

Ser

Pro

Pro

Gln

Leu

ES 2532405 T3

Leu
Ije
val
Thr
Pro
Met
Asp
Cys
Thr
Gly
Cys
Tyr
Gly
Gly
Arg
His

Thr

Cys

Gly

ASp

Gly

cys

Cys

val

Leu

Pro

val

Thr

Ala

Gly

cys

Gly

Phe

Asp

val

Glu

ser

GlIn

Glu

Asp

ASp

Gly

Pro

Asp

Gly

cys

Gly

Gln

Gly

Thr

78

Ile
1035

Arg
1050

ASp
1065

His
1080

His
1095

Cys
1110

Glu
1125

Leu
1140

val
1155

Leu
1170

Leu
1185

Leu
1200

His
1215

Phe
1230

Thr
1245

GIn
1260

cys
1275

Arg

Leu

ser

Cys

Gly

Leu

Cys

val

Leu

Asp

val

Arg

Ala

Arg

val

Cys

His

ser

Glu

ser

Glu

Gly

Pro

Ala

Ala

Cys

ser

Gly

Cys

Ala

Cys

Leu

Arg

Cys

Leu

GlIn

His

GIn

Thr

Gly

Ser

Arg

Glu

Gly

Gly

Glu

His

Leu

ser

Pro

Ala



GlIn

Arg

Arg

cys

Cys

Pro

Gly

Glu

Gln

Gly

Glu

Pro

His

Tyr

Asn

val

Leu

Pro Phe
1280

Glu Leu
1295

Gly Pro
1310

Arg Ser
1325

Ala Ala
1340
Leu Ala

1355

Pro Arg
1370

Pro Arg
1385

Arg Cys
1400

Gly Asp
1415

Ala Leu
1430

Ala Cys
1445
Ala Gly
1460
Cys Ala
1%75

Thr Glu
1490

Pro Ala
1505

Pro Pro

Trp

Gln

Arg

Phe

Ala

Pro

Cys

Cys

Asp

cys

Gln

Ser

Gly

Asp

Glu

Leu

Glu

Gly

cys

Cys

Pro

Pro

Phe

Glu

Pro

Arg

Ser

Cys

Ser

Arg

His

Cys

Leu

Glu

Pro

Pro

Ala

Gly

Cys

Phe

Ala

Arg

Glu

Leu

Trp

Pro

Glu

Phe

Gly

Ala

Leu

Arg
1285

val
1300

Cys
1315

ser
1330

Leu
1345

Pro
1375

Ala
1390

Cys
1405

Ser
1420

1235

Ala
1450

Arg
1465

Ala
1480

Trp
1495

Arg
1510

Leu

Cys

Gly

Pro

Pro

His

Cys

Ala

Ala

Asn

val

Leu

cys

Thr

Asp

Asp

Gly

Arg

ES 2532405 T3

Glu

val

Pro

Pro

Gly

Ala

Ala

Cys

Ser

Gly

Phe

Leu

Cys

Gly

Gly

val

ser

Arg

Pro

Gly

Gly

Gly

cys

Ala

Glin

Pro

ASp

Asn

Tyr

Asn

Arg

Leu

Leu

Ser

val

Cys

Leu

Ala

ser

Ala

Pro

Ala

Gly

Pro

Asn

Asp

Pro

Cys

Asp

val

Ala

79

Ala
1290

Gln
1305

ser
1320

Ser
1335

Gln
1365

Glu
1380

Lys
1395

cys
1410

Trp
1425
ser

1440

Asn
1455

val
1470

Asp
1485
Cys
1500

Leu
1515

Asp

Arg

GlIn

Gly

Asn

Arg

Gly

val

Arg

Gly

Arg

Arg

Phe

Tyr

GIn

Ala

Thr

Phe

ser

Thr

Pro

Ala

Pro

Trp

ser

Gly

Trp

G1In

Cys

Asp

Glu

Gly

ser

val

Leu

cys

Pro

ser

ser

Ala

Thr

Glu

Asp

Asp

cys

Asp

Cys

Lys

Cys

Glu

Leu

GlIn



Arg

Ala

Gly

Gly

ser

Asp

Tyr

Pro

Leu

Arg

Lys

G1ln

Met

Ala

Ala

Asp

1520

Leu
1535

His
1550

ser
1565

Ser
1580

Pro
1595

Tyr
1610
Pro

1625

ser
1640

Leu
1655

Glu
1670

ASp
1685

Asp
1700

Gly
1715

Lys
1730

val
1745

Ile
1760

Ser

Gly

Glu

val

Glu

Leu

Leu

val

val

His

val

Ala

Glu

Arg

Asp

Arg

Ala

GlIn

Pro

val

Asn

Gly

Arg

Pro

Ile

ser

Ala

Leu

val

Leu

Cys

val

Ile

Ala

Arg

Met

Asp

Ala

Asp

Leu

Leu

Thr

Ser

Gly

Ala

Lys

Arg

Ala

Leu

Met

Ala

Leu

His

Leu

val

Leu

val

Leu

Gly

Met

Thr

val

Gln

Pro

1525
Arg
1540
val

1555

Arg
1570

Glu
1585

Cys
1600

ser
1615

Ar
1630

Pro
1645

Leu
1660

Trp
1675

His
16380

Lys
1705

AsSp
1720

Glu
1735

Trp
1750

Ala
1765

Thr

" phe

Arg

Ile

Phe

Ala

Gly

Leu

Gly

Phe

Lys

Asn

Trp

Glu

Thr

Met

ES 2532405 T3

Ser

Pro

Glu

Asp

Pro

val

Glu

Leu

val

Pro

Gly

Met

Met

Pro

GIn

Ala

Leu

Tyr

Leu

Asn

Asp

Glu

Pro

val

Met

Glu

Arg

Ala

Asp

Gly

His

Leu

Arg

His

Ala

Arg

Ala

Arg

Leu

Ala

val

Gly

Arg

Lys

Thr

Met

His

Thr

80

1530

Phe
1545

Arg
1560

Pro
1575

Leu
1590

Gln
1605

Leu
1620

Glu
1635

Ala
1665

Phe
1680

Glu
1695

Glu
1725

Gly
1740

Leu
1755

Pro
1770

Arg

Pro

Glu

cys

ser

Asp

Pro

Ala

Arg

ser

Pro

Glu

Cys

Ala

val

Pro

Leu

ser

val

Leu

Ala

Phe

Pro

val

Arg

Leu

val

Ser

Pro

Glu

Ala

Gln

Asp

Pro

Ile

Gin

Ala

Pro

Glu

Leu

Lys

His

Gly

Leu

Glu

Ala

Gly



ASp

Gly

Glu

Ser

Arg

Tyr

Asp

Ala

Asn

Ala

Glu

Gly

Ala

Asp

ser

Glu

Glu

Ala
1775

Phe
1790

Pro
1805

Ile
1820

Thr
1835

Ala
1850

Thr
1865

val
1880

Arg
1895

Leu
1910

Leu
1925

Lys
1940
Thr

1955

Ser
1970

Tyr
1985

Ile
2000

Arg
2015

Asp

Thr

Met

Ile

Asp

Arg

Asn

Thr

ser

Ile

Ile

Ser

Leu

Lys

Glu

Thr

Leu

Ala

Pro

Pro

Ser

Arg

Ala

Ala

Ala

Thr

Leu

Ala

Ala

Ala

Glu

Ala

Asp

His

ASp

Leu

Thr

Asp

Thr

Asp

Gln

Asp

Asp

Ala

Ser

Leu

Leu

Glu

Ala

His

Gln

Gly

Met

Glu

Leu

Gly

Ala

ASp

Ala

Leu

Ala

His

His

Leu

Thr

Lys

Leu

Asp

Met
1780

Leu
1795

Glu
1810

Ile
1825

Glu
1840

Ala
1855

His
1870

Gln
1885

Asp
1900

Arg
1915

Ala
1930

Trp
1945
Lys
1960
Pro
1975

Leu
1990

Asp
2005

Ile
2020

Asp

Ala

ASp

cys

Thr

Lys

ser

Gly

Ala

Leu

Asp

Ala

Asn

Leu

Leu

Arg

val

ES 2532405 T3

val

ser

Glu

Gln

Ala

Arg

Gly

val

Arg

Ala

val

Ala

Gly

Phe

Leu

Leu

Arg

Asn

Phe

Ala

Gly

Leu

Leu

Arg

Phe

Met

val

Asn

Ala

Ala

Leu

Asp

Pro

Leu

val

Cys

Asp

Ala

His

Leu

Thr

Gln

Ala

Glu

Ala

val

Asn

Ala

His

Arg

Leu

81

Arg
1785

Asp
1815

Gln
1830

Leu
1845

AsSp
1860

Pro
1875

Ile
1890

Asp
1905

val
1935

Asn
1950

Lys
1965

Ala
1980

Phe
1995

ASp
2010

ASp
2025

Gly

Gly

Thr

Leu

Ala

Ala

Leu

Leu

Gly

Met

Asp

Asn

ASp

Arg

Ala

val

Gln

Pro

Ala

ser

Gly

Ala

Gly

His

Ile

Ser

val

Glu

val

Met

Glu

Asn

Ala

Pro

Asp

Leu

Ala

Ala

Arg

Ala’

Thr

Arg

Thr

Glu

Leu

Glu

GlIn

Gly

Arg

Gln

Ser



Gly Pro
2030

Cys Pro
2045

Gly Ser
2060

Pro GlIn
2075

Pro Gly
2090

ser Leu
2105

Gly Gly
2120

Ala val
2135

Gly Arg
2150

Asn Pro
2165

Ala Pro
2180

GIn Leu
2195

Pro Pro
2210

Ala Gly
2225

Pro Ser
2240

His Trp
2255

ser Thr
2270

Thr Gly
2285

Ser Leu

2300

Thr Pro
2315

<210> 17

Arg

Pro

Lys

Gly

Pro

Asp

Phe

ser

Gln

val

Pro

Leu

Tyr

Ala

Glu

Ala

Pro

Ala

Ala

Lys

ser

Gly

Lys

Pro

Leu

ser

Pro

Leu

Pro

Ala

Gly

Asn

Leu

His

His

Ser

ser

Leu

Gln

Arg

Pro

Ala

ser

Arg

Ala

Pro

Leu

Ala

Pro

val

Pro

Pro

Ala

ser

Pro

Pro

Pro

Pro

Ala

Gln

Pro

Phe

Arg

Gly

ASp

Arg

Glu

Gln

Gly

Pro

ser

Gly

val

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ala

GIn

val

Gly
2035

Leu
2050

Arg
2065

Arg
2080

Ser
2095

Pro
2110

Gly
2125

Leu
2140

Gly
2155

Leu
2170

Phe
2185

Thr
2200

Pro
2215

Pro
2230

Leu
2245

Pro
2260

Thr
2275

Glin
2290

Thr
2305

Leu
2320

Pro

Pro

Pro

Gly

Ser

Phe

Pro

Gly

Cys

Asp

Leu

Pro

Gly

Pro

Thr

Pro

Ala

Pro

Gln

Ala

ES 2532405 T3

His

Gly

Pro

Lys

val

Gly

TYyr

Gly

val

Trp

Leu

val

His

Lys

Pro

ser

Thr

Leu

Leu

Gly

Leu

Gly

Lys

Thr

Gly

Ala

Pro

Leu

Ala

Pro

ser

Gly

Ala

Ser

Leu

Gly

Pro

Gly

Leu

Lys

Lys

Leu

Leu

Pro

Ala

Gly

ser

Arg

Leu

Pro

Glu

Arg

Pro

ser

Ala

Leu

Pro

82

Gly
2040

Ala
2055

Ala
2070

Thr
2085

ser
2100

Pro
2115

Ala
2130

Arg
2145

Leu
2160

Leu
2175

Ala
2190

GIn
2205

Glu
2220

Phe
2235

Glu
2250

Asp
2265

Met
2280

ser
2295

Gln
2310

Pro

Ala

Gly

Leu

Pro

Ala

Thr

Ala

Gly

Pro

Pro

Glu

Tyr

Leu

ser

Trp

Ala

val

Pro

Leu
GTn
Leu
Ala
val

Ser
Ala
Gly
Leu
Pro
Gly
Arg
Pro
Arg
Pro
ser

Thr

Pro

Glu

Leu

Ser

Gly

cys

ASp

Pro

Thr

Leu

Leu

Pro

Pro

Pro

Ala

val

Glu

Glu

Thr

ser

val



10

15

ES 2532405 T3

<211>714
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 17
gatctgggcc cgggcgagcc
gcacctgaac tcctgggggg

caaatcttgt gacaaaactc
accgtcagtc ttcctcttcc
ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca tgcgtggtgg
gtacgtggac ggcgtggagg
cagcacgtac cgtgtggtca

cctgaggtca agttcaactg
¢cgcgggagg
caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag tgcaaggtct

agcagtacaa
cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa gggecageccc
ctgcccccat cccgggatga gctgaccaag aaccaggtca
ggcttctatc ccagcgacat cgccgtggag tgggagagca
tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc gacggetcct
accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg aacgtcttct

gctctgcaca accactacac gcagaagagc ctctccctgt
<210> 18

<211> 237

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Asp Leu Gly Pro Gly Glu Pro Lys Ser Cys Asp

1 5 10

Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
20 25

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Igr Leu Met Ile

val Thr Cys val val val A§p val Ser His Glu
S0 5

acacatgccc
ccccaaaacc
tggacgtgag
tgcataatgc
gcgtectcac
ccaacaaagc
gagaaccaca
gcctgacctg
atgggcagcc
tcttcctcta
catgctccgt

ctccgggtaa

accgtgccca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcctgcac
cctcccagec
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaagctc
gatgcatgag

atga

Lys Thr His Thr Cys
15

Pro ser gg] Phe Leu

Ser Arg Thr Pro Glu

Asp Pro Glu val Lys
60

83

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
714



10

15

20

25

30

Phe

65

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Ser

Gln

His
225

Asn
Ar'g
val
Ser
Lys
130
Asp
Phe
Glu
Phe
Gly

210

Tyr

<210> 19
<211>12
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 19

Trp

Glu

Leu

Asn

115

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

195

Asn

Thr

gaggagceege g9

<210> 20
<211>12
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 20

ccgceggctcc tc

<210> 21
<211>4
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Tyr

Glu

His

100

Lys

Gln

Leu

Pro

AsSn

180

Leu

val

Gln

(1;1u Glu Pro Arg

<210> 22
<211> 17

val

Gln

85

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

165

Tyr

Tyr

Phe

Lys

12

12

ASDp

70

Tyr

AsSp

Leu

Arg

Lys

Ser

ser

ser
230

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

135

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

215

Leu

val

ser

Leu

Ala

120

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

200

Ser

Ser

ES 2532405 T3

Glu val His Asn Ala
75

Thr Tyr Arg val val
90 :

Asn Gly Lys Glu Tyr
105

Pro Ile Glu Lys Thr
125

GIn val Tyr Thr Leu
140

val Ser Leu Thr Cys
155

val Glu Trp Glu Ser
170

Pro Pro val Leu Asp
185

Thr val Asp Lys Ser
205

val Met His Glu Ala
220

Leu Ser Pro Gly Lys
235

84

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

190

Arg

Leu

Thr

val

95

Cys

ser

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

Lys

Leu

Lys

Lys

ser

Gly

Gln

Asn



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 22
gaggagccgc gagatct 17
<210> 23
<211>17

<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 23
agatctcgceg gcetecte 17
<210> 24
<211> 24

<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 24

gaggagccgc gagatctggg cccg 24
<210> 25

<211> 24

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 25

cgggcccaga tetegeggct cete 24
<210> 26

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

(lﬂu Glu Pro Arg gsp Leu Gly Pro

<210> 27

<211>40

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

Tet Gly Pro Gly gJa Arg Gly Arg Arg Arg Arg Arg Arg Pro Met Ser
) 10 15

Pro Pro Pro 550 Pro Pro Pro val ggg Ala Leu Pro Leu |§eu Leu Leu
0

Leu Ala Gly pro Gly Ala Ala Ala
35 40

<210> 28

<211>120

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 28

ES 2532405 T3

85



10

15

20

25

30

ES 2532405 T3

atggggcegg gggecccgtgg ccgecgecge cgccgtcgec cgatgtcgec gecaccgeca

ccgecacccg tgcgggeget geecctgetg ctgetgetag €ggggccggy ggctgecagec

<210> 29
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Met Trp Gly Trp Lys Cys Leu Leu Phe Trp Ala val Leu val Thr Ala
1 5 10 15

Thr Leu Cys Thr Ala Arg
20

<210> 30
<211> 66
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 30

atgtggggct ggaagtgcct cctcttctgg gctgtgctgg tcacagccac tctctgeact

gccagg

<210> 31
<211> 4872
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 31

atggggccgg
ccgccacccg

ccececttgec
cgggaggctg
ccctgtcact
accgcccgat
gatccctgec

cgcttectct

gagtgccggg

gggcccgtgg
tgcgggeget
tggacggaag
cctgectgtg
caggcccctg
tctcatgcecg
tcagcagccec
gctcectgecc

tgggtgagcc

ccgeegecge
gccecctgcetg
cccgtgtgea
cccgectgge
tgctggccgt
gtgcccecegt
ttgtgcccac
acctggctac

ctgccgecat

cgccgtegec
ctgctgctag
aatggaggtc
tgggtgggtg
ggtgtctgcc
ggcttccgag
ggtgcccget
cagggccgca

ggtggcacct

cgatgtcgcc
cggggccggg
gttgcaccca
agcggtgtca
agagttcagt
gccctgactg
gctcagtggg
gctgccgaag

gcctcaacac

86

gccaccgecea
ggctgcagec
gctgeectec
gctggaggac
ggtggctggc
ctccctgeca
gcccgatgga
cgacgtggat

acctggctcc

60

120

60
66

60
120
180
240
300
360
420
480
540



ttccgetgee
tgtgcgecct
gactgtgcct
ccaggacacc
cagtgccctc
cagcccaacg
gtgtgtgtca
gccgtgtget
cccatgggea
cacgaggatg
cccggcttca
ccctgegage
cgtggctaca
cgaaaccagg
ttcacaggaa
ggtggggtct
ggctccacgt
aaatgcgtgg
ctgtgtgatc
gatggcatcg
agccaggtgg
gtggacaagt
attgacgact
tacgactgtg
tgtgcttcca
tgcctetgec
catgagccct
gagcctggct
cagccgtgeca
ccgectggtg
gagcatgggag
ggctggcaag
ggccctcatg

tacactggcc

agtgtccagc
caccatgccg
gtcttcctgg
gatgtctcaa
ctgagtggac
cctgccacaa
atggctggac
tccatggggce
agactggcct
ctatctgtga
€gggtggggc
acttgggcag
ctggacctcg
ccacgtgect
cctattgcga
gcaaggaccg
gtcagctgga
accagcccga
gcaacgtgga
ccagcttctce
acgaatgccg
acctctgecg
gtgccagcaa
tctgccaacc
gcccatgegg
cgcctggetc
gcagtcacgg
ggagtggccc
gggccggtgg
tccagggacg
gccgetgega
gcccacgatg
gtatctgcac

cttcctgtga

tggctacaca
taacgggggc
gtttgagggt
tggggggaca
aggccagttc
tgggggtacc
aggcgagagc
cacctgccat
cctgtgtcac
cacaaatccg
atgtgaccag
gtgcgtgaac
ctgtgagacc
cgaccgcata
ggtggacatt
agtcaatggc
cgtggacgaa
tggctacgag
cgactgctcc
atgtgcctgt
cagccageccc
ctgcecttct
cccctgeacc
tggcttcaca
cgagggaggt
cttgccccca
catctgctat
ccgctgeagce
gacatgcagc
tcagtgtgaa
gtctgccect
ccagcaggat
caacctggca

tcaggacatc

ES 2532405 T3

gggccactat
acctgcaggc
cagaattgtg
tgcgtggatg
tgcacggagg
tgcttcaaca
tgcagtcaga
gaccgcgtgg
ctggatgacg
gtgaacggec
gatgtggacg
acgcagggct
gatgtcaacg
ggccagttca
gacgagtgtc
ttcagctgea
tgcgccagea
tgccgetgtg
cctgacccat
gctcctgget
tgccgecatg
gggaccacag
tttggagtct
gggccccttt
tcctgtgtgg
ctctgectec
gatgcacctg
cagagcctgg
agcgatggaa
ctcctcteec
ggccagetge
gtggacgagt
gggagtttca
aatgactgtg

gtgagaaccc
agagtggcga
aagtgaacgt
gcgtcaacac
acgtggatga
cgctgggtgg
atatcgatga
cttctttcta
cctgtgtcag
gggccatttg
agtgctctat
ccttecectgtg
agtgtctgtc
cctgtatctg
agagtagccc
cctgcccctc
cgccctgcag
ccgagggcett
gccaccatgg
acacgggcac
gcggcaaatg
gtgtgaactg
gccgtgatgg
gtaacgtgga
atggggaaaa
ccccgagceca
gcgggttccg
cccgagacgce
tgggtttcca
cctgcacccc
ctgtctgctc
gtgctggccc
gctgcacctg

accccaaccc

87

cgcggtgecc
cctcacttac
ggacgactgt
ctataactgc
gtgtcagctg
ccacagctgce
ctgtgccaca
ctgtgcctgce
caacccctgce
cacctgtcct
cggcgccaac
ccagtgcggt
ggggccctge
tatggcaggc
ctgtgtcaac
gggcttcagce
gaatggcgcec
tgagggcacg
tcgctgegtg
acgctgegag
cctagacctg
cgaagtgaac
catcaaccgc
gatcaatgag
tggcttecge
tccctgtgec
ctgtgtgtgt
ctgtgagtcc
ctgcacctgce
gaacccctgt
ctgcccccag
cgcaccctgt
ccatggaggg
atgcctgaac

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
2520
2580



ggtggctcgt
ggcccacgat
tgtaccgacc
tgcgaacagg
gacggcgtga
catgaggcag
caccctggct
gtggattggt
tattgccttt
agggaggcecg
tgtgtggatg
tgtgagcagg
ggctatatgg
gacgacgtgg
gtggcccgct
gaggatgact
acctgcgtgg
cgctgcgagg
gactgcctge
cctcgetgte
tgccgtecta
ttctggggtc
ggcgtcccat
ggaccctect
gccgeeccect
tgcgcttgeg
gtctcggagg
acatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg

dacaaagccc

gaaccacagg
ctgacctgec
gggcagccgg
ttcctctaca
tgctcegtga
ccgggtaaat

gccaagacgg
gcgcccgega
acgtggectc
acctgcccga
actcgttcag
acccctgect
tccgetgeac
gcagccgceca
gtccccctgg
cagcccagat
aagacagctc
aggtggaccc
ggggctacat
acgagtgtgc
atctctgctc
gcggcccagg

acctggtggg
cagacatcaa

aggacccagg
agactgtcct
gcccgggtec
cgcgttgega
gccagcagac
gccgeagett
gtctccacgg
cgcagggctg
agccgcgaga
cgtgcccage
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgcacca

tcccagececc

tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc
ga

cgtgggctcc
tgtggatgag
cttcacctgc
ctgcagcccc
ctgcctgtgce
ctcgeggecc
ctgcctcgag
gccttgtcaa
atggagcgga
cggggtgcgg
ccactactgc
ctgcttggec
gtgtgagtgt
ctcccagecc
ctgtccccca
cccaccgcetg
tggtttccgce
tgagtgtcgce
cggaggtttc
gtctcecctge
tgggggtggg
gcgggtggeg
gccccgeggg
cccggggtceg
gggctcctgc
gaccgggecg
tctgggcccg
acctgaactc
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa

gcccccatcc
cttctatccc
caagaccacg
cgtggacaag

tctgcacaac

ES 2532405 T3

ttttcctgct
tgcctgageca
acctgccege
agctcétgct
cgtcccgget
tgcctacacg
agcttcacgg
aacgggggtc
cgectctgtg
ctggagcagc
gtgtgcccag
cagccctgcec
cttcctggcet
tgccagcacg
ggaacgctgg
gactcagggc
tgcacctgtc
tcaggtgcct
cgttgccttt
gagtcccagc
ctgaccttca
cgctcctgec
ccgcgetgeg
c€cgccgggag
cgcceccgege
cgctgcgagg
ggcgagccca
ctggggggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg

accatctcca

cgggatgagc
agcgacatcg
cctcecgtge
agcaggtggc
cactacacgc

cctgectece
acccctgegg
caggctacgg
tcaatggcgg
acacaggagc
ggggcgtctg
gcccgcagtg
gctgegtcca
acatccgaag
tgtgtcaggc
agggecegtac
agcatggggg
acaatggtga
ggggttcatg
gggtgctctg
cccggtgect
ccccaggata
gccacgeggce
gtcatgctgg
catgccagca
cctgtcactg
gggagctgca
cctgececcccc
ccagcaacgc
cgctcgegec
cgccecgeege
aatcttgtga
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga

agcaggggaa
agaagagcct

88

tggtttcgcec
cccgggeacc
aggcttccac
gacctgtgtg
ccactgccaa
cagcgceegece
ccagacgctg
gactggggcc
cttgccctgce
gggtgggcag
tggtagccac
gacctgccgt
taactgtgag
cattgacctc
cgagattaat
acacaatggc
cactggtttg
acacacccgg
cttctcaggt
tggaggccag
tgcccagecg
gtgcccggtg
agggttgtcg
cagctgcgeg
cttcttccgce
ggcacccgag
caaaactcac
cctetteccc
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc

gcagccccga

ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctccttce
cgtcttctca

ctccctgtct

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
4872



<210> 32
<211> 1623
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Met
1

Pro
Leu

cys

val
Arg
Ala
ser
145

Glu

Thr

Gly

Pro

Ala

Ala

50

Leu

Cys

val

Gly

His

130

Cys

cys

Pro

Pro
Pro
Gly
35

Asn
Cys
His
Ala
Pro
115
Gly
Pro

Arg

Gly

Gly

Pro

20

Pro

Gly

Pro

Ser

Gly

Asp

Ala

Pro

val

ser
180

Ala

Pro

Gly

Gly

Pro

Gly

85

Thr

Cys

Arg

Gly

Gly

Phe

Arg

Pro

Ala

Arg

Gly

70

Pro

Ala

ser

Cys

Tyr

150

Glu

Arg

Gly

Pro

Ala

Cys

Trp

Cys

Arg

Leu

Ser

135

Gln

Pro

cys

Arg

val

Ala

40

Thr

val

Ala

Phe

Pro

120

val

Gly

Cys

Gln

ES 2532405 T3

Arg

Arg

25

Pro

GIn

Gly

Gly

Ser

105

Asp

Gly

Arg

Arg

Cys

Arg

10

Ala

Pro

Leu

Glu

Arg

90

Cys

Pro

Pro

ser

His

170

Pro

Arg

Leu

cys

Pro

Arg

75

Gly

Arg

Cys

Asp

Cys

155

Gly

Ala

Arg
Pro
Leu
ser
60
Cys
val
cys
Leu
Gly
1
Arg

Gly

Gly

89

Arg

Leu

ASp

45

Arg

Gln

Cys

Pro

ser

125

Arg

Ser

Thr

Tyr

Pro

Leu

30

Gly

Glu

Leu

Gln

Phe

Asp

Cys

Thr
190

Met

15

Leu

ser

Ala

Glu

ser

95

Gly

Pro

Leu

val

Leu

175

Gly

ser

Leu

Pro

Ala

Asp

80

ser

Phe

Cys

Cys

ASp

Asn

Pro



Leu

Gly

Leu

225

Pro

Thr

Glu

Gly

Gly

Ala

Tyr

Asp

Asn

Gly

Pro

Cys

Asn

Arg

Cys

Gly

210

Pro

Gly

Tyr

Asp

Thr

290

Trp

val

Cys

Ala

Pro

370

Gly

Cys

GlIn

Glu

Ile
450

Glu

195

Thr

Gly

His

Asn

val

275

Cys

Thr

Cys

Ala

Cys

355

val

Ala

Glu

Cys

Cys

435

Gly

Asn

Cys

Phe

Arg

cys

260

Asp

Phe

Gly

Phe

cys

340

val

Asn

Cys

His

Gly

Leu

Gln

Pro

Arg

Glu

Cys

245

Gln

Glu

Asn

Glu

His

325

Pro

ser

Gly

Asp

Leu

405

Arg

ser

Phe

Ala

Gln

Gly

Leu

cys

Cys

Thr

ser

310

Gly

Met

Asn

Arg

Gln

390

Gly

Gly

Gly

Thr

val

ser

215

Gln

Asn

Pro

GIn

Leu

295

Cys

Ala

Gly

Pro

Ala

375

Asp

Arg

Tyr

Pro

Cys
455

Pro

200

Gly

Asn

Gly

Pro

Leu

280

Gly

ser

Thr

Lys

cys

360

Ile

val

Cys

Thr

ES 2532405 T3

Cys

Asp

Cys

Gly

Glu

265

GIn

Gly

Gln

Cys

Thr

345

His

Cys

Asp

val

Gly

Arg

Cys

Ala

Leu

Glu

Thr

250

Trp

Pro

His

Asn

His

330

Gly

Glu

Thr

Glu

Asn

410

Pro

Asn

Met

Pro

Thr

val

235

Cys

Thr

Asn

ser

Ile

315

Asp

Leu

Asp

Cys

Cys

395

Thr

Arg

GlIn

Ala

ser

TYyr

220

Asn

val

Gly

Ala

Cys

300

Asp

Arg

Leu

Ala

Pro

205

Asp

val

ASp

Gln

Cys

285

val

ASp

val

Cys

Ile

. 365

Pro

380

ser

Gln

Cys

Ala

Gly

90

Pro

Ile

Gly

Glu

Thr

445

Phe

Cys

Cys

Asp

Gly

Phe

270

His

Cys

Cys

Ala

His

350

Cys

Gly

Gly

ser

Thr

430

Cys

Thr

Arg

Ala

Asp

val

255

Cys

ASn

val

Ala

ser

335

Leu

Asp

Phe

Ala

Phe

415

Asp

Leu

Gly

Asn

cys

Cys

240

Asn

Thr

Gly

Asn

Thr

320

Phe

Asp

Thr

Thr

Asn

400

Leu

val

Asp

Thr



Tyr

465

Gly

Ser

ser

Tyr

Asn

545

Asp

Thr

His

Pro

Ala

625

Tyr

Glu

val

Pro

ser

705

Glu

Cys

Gly

Gly

Thr

Glu

530

val

Gly

Arg

Gly

ser

610

ser

Asp

Ile

Asp

Pro

690

His

Pro

Glu

val

Phe

Pro

515

Cys

Asp

Ile

Ccys

Asn

Cys

Asn

Gly

Leu

Gly

Gly

val

Cys

ser

500

Cys

Arg

Asp

Ala

Glu

580

Lys

Thr

Pro

val

Glu

660

Glu

Cys

Ile

Trp

Asp

Lys

Gly

Arg

Cys

Cys

ser

565

ser

Cys

Thr

cys

Cys

645

Cys

ASn

Leu

cys

Ser

Ile

470

Asp

ser

Asn

Ala

ser

550

Phe

Gln

Leu

Gly

Thr

630

Gln

Ala

Gly

Pro

Tyr

710

Gly

ASp

Arg

Thr

Gly

Glu

Pro

Ser

val

ASp

val

615

Phe

Pro

Ser

Phe

Pro

695

Asp

Pro

Glu

val

Cys

Ala

520

Gly

Asp

cys

Asp

Leu

600

Asn

Gly

Gly

Ser

Ar

68

Ser

Ala

Arg

ES 2532405 T3

Cys

Asn

Gln

505

Lys

Phe

Pro

Ala

Glu

585

val

Cys

val

Phe

Pro

665

Cys

His

Pro

Cys

Gln

Gly

Leu

Cys

Glu

Cys

Cys

570

cys

AsSp

Glu

Cys

Thr

650

Cys

Leu

Pro

Gly

ser

ser

475

Phe

ASp

val

Gly

His

555

Ala

Arg

Lys

val

Gly

Gly

Cys

Cys

Gly

Gln

91

ser

Ser

val

Asp

Thr

540

His

Pro

ser

Tyr

Asn

620

Asp

Pro

Glu

Pro

Ala

700

Phe

Ser

Pro

Cys

Asp

GIn

525

Leu

Gly

Gly

Gln

Leu

605

Ile

Gly

Leu

Gly

Pro

685

His

Arg

Leu

Cys

Thr

Glu

510

Pro

Cys

Arg

Tyr

Pro

590

Cys

ASp

Ile

Cys

Gly

670

Gly

Glu

Cys

Ala

val

495

Cys

ASp

Asp

Cys

Thr

575

Cys

Arg

Asp

Asn

AsSn

655

Ser

Ser

Pro

val

Arg

Asn

480

Pro

Ala

Gly

Arg

val

560

Gly

Arg

Cys

Cys

Cys

Leu

cys

Cys

720

Asp



Ala

Gly

Cys

Pro

Phe

Asp

GIn

865

Gly

Gly

Pro

ser

ser

945

His

Cys

Cys

Met

Glu

770

Cys

Trp

Ala

Ser

Ile

850

Asp

Pro

Pro

Pro

Pro

930

Phe

Glu

ser

Glu

GIn

Pro

Asn

Gly

Arg

Gly

ser

Ala

Ala

ser
740
Phe
Leu
Ser
Gly
Cys
820
Thr
ASp
val
Cys
Thr
900
Tyr
Ser
Cys

ASp

Ala
980

725

Glin

His

Ser

Ala

Pro

805

Gly

Cys

Cys

Gly

Ala

885

cys

Gly

Cys

Leu

Pro

965

His

Pro

Cys

Pro

Pro

790

Arg

Pro

His

Asp

ser

870

Arg

Thr

Gly

Phe

Cys

950

cys

Pro

cys
Thr
Cys
775
Gly
Cys
His
Gly
Pro
855
Phe
Asp
ASp
Phe
Asn
935
Arg

Leu

Gly

Arg

cys

760

Thr

GlIn

Gln

Gly

ser

val

His

His

920

Gly

Pro

ser

Phe
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Ala

745

Pro

Pro

Leu

GIn

Ile

825

Tyr

Pro

cys

Asp

val

905

Cys

Gly

Gly

Arg

985

730

Gly

Pro

Asn

Pro

Cys

Thr

Cys

Ser

Glu

890

Ala

Glu

Thr

Tyr

Pro

970

cys

Gly

Gly

Pro

val

795

val

Thr

Gly

Leu

cys

875

cys

Ser

GlIn

cys

Thr

955

Cys

Thr

Thr

val

780

Cys

Asp

Asn

Pro

Asn

860

Leu

Leu

Phe

Asp

val

940

Gly

Leu

Cys

92

cys

Gln

765

Glu

ser

Glu

Leu

Ser

845

Gly

Pro

ser

Thr

Leu

925

ASp

Ala

His

Leu

Ser

750

Gly

His

Cys

cys

Ala

830

Cys

Gly

Gly

Asn

Cys

910

Pro

Gly

His

Gly

Glu
990

735

ser

Arg

Gly

Pro

Ala

815

Gly

Asp

Ser

Phe

Pro

895

Thr

Asp

val

Cys

Gly

ser

Asp

Gln

Gly

Gln

800

Gly

ser

Gln

Ccys

Ala

880

cys

cys

Cys

Asn

Gin

960

val

Phe
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Thr Gly Pro Gln Cys GIn Thr Leu val Asp Trp Cys Ser Arg GIn Pro
995 1000 1005

Cys GIn Asn Gly Gly Arg Cys val Gln Thr Gly Ala Tyr Cys Leu
1010 1015 1020

Cys Pro Pro Gly Trp Ser Gly Arg Leu Cys Asp Ile Arg Ser Leu
1025 Y 1030 1035

Pro Cys Arg Glu Ala Ala Ala Gln 1le Gly val Arg Leu Glu GIn

1040 1045 1050

Leu Cys Gln Ala Gly Gly GIn Cys val Asp Glu Asp Ser Ser His
1055 1060 1065

Tyr Cys val Cys Pro Glu Gly Arg Thr Gly Ser His Cys Glu Gln
1070 y 10¥5 1080

Glu val Asp Pro Cys teu Ala GlIn Pro Cys GIn His Gly Gly Thr
1085 1090 1095

Cys Arg Gly Tyr Met Gly Gly Tyr Met Cys Glu Cys Leu Pro Gly
1100 1105 1110

Tyr Asn Gly Asp Asn Cys Glu Asp Asp val Asp Glu Cys Ala Ser
1115 1120 1125

GIn Pro Cys GIn His Gly Gly Ser Cys Ile Asp Leur val Ala Arg
1130 1135 1140

Tyr Leu Cys Ser Cys Pro Pro Gly Thr Leu Gly val Leu Cys Glu
1145 1150 1155

Ile Asn Glu Asp Asp Cys Gly Pro Gly Pro Pro teu Asp Ser Gly
1160 1165 1170

Pro Arg Cys Leu His Asn Gly Thr Cys val Asp Leu val Gly Gly
1175 1180 1185

Phe Arg Cys Thr Cys Pro Pro Gly Tyr Thr Gly Leu Arg Cys Glu
1190 1195 1200

Ala Asp Ile Asn Glu Cys Arg Ser Gly Ala Cys His Ala Ala His
1205 1210 1215

Thr Arg Asp Cys Leu Gln Asp Pro Gly Gly Gly Phe Arg Cys Leu
1220 1225 1230

Cys His Ala Gly Phe Ser Gly Pro Arg Cys GIn Thr val Leu Ser
1235 1240 1245

93
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Pro Cys Glu Ser GIn Pro Cys Glin His Gly Gly Gln Cys Arg Pro
1250 1255 1260

ser Pro Gly Pro Gly Gly Gly tLeu Thr Phe Thr Cys His Cys Ala
1265 » 1270 1275

Gln Pro Phe Trp Gly Pro Arg Cys Glu Arg val Ala Arg Ser Cys
1280 1285 1290 g

Arg Glu Leu GIn Cys Pro val Gly val Pro Cys GIn Glin Thr Pro
1295 1300 1305

Arg Gly Pro Arg Cys Ala Cys Pro Pro Gly Leu Ser Gly Pro Ser
1310 1315 1320

Cys Arg Ser Phe Pro Gly Ser Pro Pro Gly Ala Ser Asn Ala Ser
1325 1330 1335

Cys Ala Ala Ala Pro Cys Leu His Gly Gly Ser Cys Arg Pro Ala
1340 1345 1350

Pro Leu Ala pPro Phe Phe Arg Cys Ala Cys Ala GIn Gly Trp Thr
1355 1360 1365

Gly Pro Arg Cys Glu Ala Pro Ala Ala Ala Pro Glu val Ser Glu
1370 1375 1380

Glu Pro Arg Asp Leu Gly Pro Gly Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
1385 1390 1395

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
1400 1405 1410

Pro Ser val phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
1415 1420 1425

Ile Ser Arg Thr pro Glu val Thr Cys val val val Asp val ser
1430 1435 1440

His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr val Asp Gly val
1445 1450 1455

Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn
1460 1465 1470

Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Leu Thr val Leu His GIn Asp
1475 1480 1485

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys Ala
1490 1495 1500

94



10

Leu Pro Ala Pro Ile
1505

Pro Arg Glu Pro-Gln
1520

Leu Thr Lys Asn Gln
1535

Tyr Pro Ser Asp Ile
1550

Glu Asn Asn Tyr Lys
1565

Ser Phe Phe Leu Tyr
1580

GIn GIn Gly Asn val
1595

His Asn His Tyr Thr
1610

<210> 33

<211> 1605

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Met Trp Gly Trp Lys

1 5

Thr Leu Cys Thr Ala

20
Asn Gly Gly Arg Cys
35

Cys Pro Pro Gly Trp
50

His Ser Gly Pro Cys

65

Ala Gly Thr Ala Arg

85
Pro Asp Cys Ser Leu
100

Glu

val

val

Ala

Thr

Ser

Phe

Gln

Cys

Arg

Thr

val

Ala

70

Phe

Pro

Lys Thr

1510

Tyr Thr

1525

Ser Leu

1540

val Glu

1555

Thr Pro

1570

Lys Leu

1585

ser Cys

1600

Lys Ser

1615

Leu Leu
Pro Pro
GIn Leu

40

Gly Glu
55
Gly Arg

ser Cys

Asp Pro

ES 2532405 T3

Phe

Ccys

Pro

Arg

Gly

Arg

Cys
105

Ile Ser

Leu Pro

Thr Cys

Trp Glu

Pro val

Thr val

ser val

Leu Ser

Lys Ala

1515

Pro Ser

1530

Leu val

1545

Ser Asn

1560

Leu Asp

1575

Asp

Met His

Lys
1590

1605

Leu Ser

1620

Trp Ala val

10

Leu Asp Gly

Ser Arg Glu

Cys GIn Leu

60

val Cys Gln
75

Cys Pro Arg

Leu Ser Ser

95

Leu

Ser

Ala

45

Glu

ser

Gly

Pro

Lys

Arg

Lys

Gly

Ser

Ser

Glu

Pro

val

Pro

30

Ala

Asp

ser

Phe

Cys
110

Gly

ASp

Gly

Gln

Asp

Arg

Ala

Gly

Thr

15

Cys

Cys

Pro

val

Arg

95

Ala

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Leu

Lys

Ala

Ala

Leu

Cys

val

80

Gly

His



Gly

Pro

Arg

Gly

Glu

Thr

Gly

His

225

Asn

val

Cys

Thr

305

Ala

Cys

val

Ala

Ala
Pro
130
val
Ser
Asn
Cys
Phe
210
Arg
Cys
ASp
Phe
Gly
Phe
cys
val

AsSn

Cys

Arg
115
Gly
Gly
Phe
Pro
Ar

19

Glu
Cys
Gln
Glu
Asn
275
Glu
His
Pro
Ser

Gly

Asp

cys

Tyr

Glu

Arg

Ala

180

Gln

Gly

Leu

Cys

Cys

260

Thr

ser

Gly

Met

Asn

340

Arg

Gin

ser

Gln

Pro

Cys

165

val

ser

Gln

AsSn

Pro

245

Gln

Leu

Cys

Ala

Gly

Pro

Ala

Asp

val

Gly

Cys

Gln

Pro

Gly

Asn

Gly

Pro

Leu

Gly

ser

Thr

310

Lys

cys

Ile

val

Gly

Arg

135

Arg

Cys

cys

Asp

Cys

215

Gly

Glu

Gln

Gly

Gln

295

Cys

Thr

His

Cys

Asp

Pro

120

ser

His

Pro

Ala

Leu

200

Glu

Thr

Trp

Pro

His

280

Asn

His

Gly

Glu

Thr

360

Glu
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Asp

cys

Gly

Ala

Pro

185

Thr

val

Ccys

Thr

Asn

265

ser

Ile

Asp

Leu

Asp

Cys

Cys

Gly

Arg

Gly

Tyr

Asn

val

Cys

Asp

Arg

Leu
330

Ala

Pro

Ser

Arg

Ser

Thr

155

Tyr

Pro

Asp

val

Asp

235

Gln

Cys

val

Asp

val

315

Cys

Ile

Pro

Ile

Phe

140

cys

Thr

Cys

Cys

Asp

220

Gly

Phe

His

Cys

Cys

300

Ala

His

Cys

Gly

Gly

96

Leu

125

val

Leu

Gly

Arg

Ala

205

Asp

val

Cys

Asn

val

285

Ala

ser

Leu

Asp

Phe

365

Ala

cys

Asp

Asn

Pro

Asn

190

Cys

Cys

AsSn

Thr

Thr

Phe

Asp

Thr

350

Thr

Asn

ser
Glu
Thr
Leu
175
Gly
Leu
Pro
Thr
Glu
255
Gly
Gly
Ala
Tyr
Asp
3

Asn

Gly

Pro

Cys

Cys

Pro

160

Cys

Gly

Pro

Gly

Tyr

240

AsSp

Thr

Trp

val

Cys

320

Ala

Pro

Gly

Cys



Glu

385

Cys

Cys

Gly

Glu

val

465

Phe

Pro

Cys

Asp

Ile

545

cys

Gly

Gly

Asn

625

370
His

Gly

Leu

Gln

val

450

Cys

ser

Cys

Arg

Asp

530

Ala

Glu

Lys

Thr

Pro

610

val

Leu
Arg
ser
Phe
435
Asp
Lys
Gly
Arg
Cys
515
cys
ser
ser
Cys
Thr
595

Cys

Cys

Gly

Gly

Gly

Thr

Ile

Asp

ser

Asn

500

Ala

Ser

Phe

G1n

Leu

580

Gly

Thr

G1n

Arg

Tyr

405

Pro

Cys

Asp

Arg

Thr

485

Gly

Glu

Pro

ser

val

565

Asp

val

Phe

Pro

Cys

390

Thr

Cys

Ile

Glu

val

470

cys

Ala

Gly

Asp

cys

550

ASp

Leu

AsSn

Gly

Gly

375

val

Gly

Arg

Cys

Cys

455

Asn

Gln

Lys

Phe

Pro

535

Ala

Glu

val

Cys

val

615

Phe

Asn

Pro

Asn

Met

440

Gln

Gly

Leu

Cys

Glu

520

Cys

Cys

Cys

Asp

Glu

600

Cys

Thr

ES 2532405 T3

Thr

Arg

GIn

425

Ala

Ser

Phe

Asp

val

505

Gly

His

Ala

Arg

Arg

Gly

Gln

Cys

410

Ala

Gly

Ser

Ser

val

490

ASp

Thr

His

Pro

ser

570

Tyr

Asn

ASp

Pro

380

Gly Ser

Glu Thr

Thr Cys

Phe Thr

Pro Cys

460

Cys Thr

475

Asp Glu

Gln Pro

Leu Cys

Gly Arg

Gly Tyr

Gin Pro

Leu Cys

Ile Asp

Gly Ile

620

Leu Cys
635

97

Phe

ASp

Leu

Gly

val

Cys

Cys

Asp

AsSp

525

Cys

Thr

Cys

Arg

Asn

Leu
val
Asp
Thr
Asn
Pro
Ala
2

Arg

val

Gly

Arg

Cys

590

Ccys

Arg

val

cys

ASNn

415

Arg

Tyr

Gly

ser

ser

495

Tyr

Asn

Asp

Thr

His

575

Pro

Ala

Tyr

Glu

Gln
400
Glu
Ile

Cys

Gly

Glu
val

Gly

ser
ser
Asp

Ile
640



Asn

Gly

Leu

Gly

Gly

Glu

Gly

Leu

Glu

GIn

785

Pro

Cys

Asn

Gly

865

Gly

Gly

Glu

Glu

Cys

Ile

690

Trp

ser

Phe

Leu

Ser

770

Gly

Cys

Thr

Asp

val

850

Cys

Thr

Tyr

Cys

Asn

Leu

675

Cys

ser

GIn

His

Ser

755

Ala

Pro

Gly

Cys

Cys

835

Gly

Ala

Cys

Gly

Ala

Gly

Pro

Tyr

Gly

Pro

cys

740

Pro

Pro

Arg

Pro

His

820

Asp

ser

Arg

Thr

Gly

ser
645
Phe
Pro

Asp

Pro

Cys

Gly

Cys

His

805

Gly

Pro

Phe

ASp

Asp

Phe

ser

Arg

ser

Ala

Arg

Cys

Thr

GIn

Gln

790

Gly

Gly

Asn

ser

val

870

His

His

Pro

Cys

His

Pro

695

Cys

Ala

Pro

Pro

Leu

775

Gln

Ile

Tyr

Pro

Ccys

855

Asp

val

Cys

Cys

Leu

Pro

680

Gly

ser

Gly

Pro

Asn

760

Pro

Asp

cys

Thr

Cys

840

ser

Glu

Ala

Glu
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Gly

Ccys

665

cys

Gly

GIn

Gly

Gly

Pro

val

val

Thr

Gly

Leu

Cys

Cys

Ser

Gln
905

Glu

650

Pro

Ala

Phe

ser

Thr

730

val

Cys

Cys

AsSp

Asn

810

Pro

ASn

Leu

Leu

Phe

890

Asp

Gly

Pro

His

Arg

Leu

715

Cys

Gln

Glu

Ser

Glu

795

Leu

Ser

Gly

Pro

ser

875

Thr

Leu

98

Gly
Gly
Glu
cys
7

Ala
ser
Gly
His
cys
780
Cys
Ala
Ccys
Gly
Gly
860
Asn

Cys

Pro

Sser

ser

Pro

685

val

Arg

Ser

Arg

Gly

Pro

Ala

Gly

Asp

ser

845

Phe

Pro

Thr

Asp

Cys

Leu

670

Cys

Cys

Asp

Asp

Gln

750

Gly

Gln

Gly

ser

Gln

830

cys

Ala

Cys

Cys

Cys
910

val

655

Pro

ser

Glu

Ala

Gly

Cys

Arg

Gly

Pro

Phe

815

Asp

GIn

Gly

Gly

Pro

895

ser

Asp

Pro

His

Pro

Ccys

720

Met

Glu

Cys

Trp

Ala

800

Ser

Asp

Pro

Pro

880

Pro

Pro
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ser Ser Cys Phe Asn Gly Gly Thr Cys val Asp Gly val Asn Ser Phe
915 920 925

Ser Cys Leu Cys Arg Pro Gly Tyr Thr Gly Ala His Cys GIn His Glu
930 935 940

Ala Asp Pro Cys Leu Ser Arg Pro Cys Leu His Gly Gly val Cys Ser
945 950 955 960

Ala Ala His Pro Gly Phe Arg Cys Thr Cys Leu Glu Ser Phe Thr Gly
965 970 975

Pro GIn Cys Gln Thr Leu val Asp Trp Cys Ser Arg GIn Pro Cys Gln
- 980 985 990

Asn Gly Gly Arg Cys val GIn Thr Gly Ala Tyr Cys Leu Cys Pro Pro
995 1000 1005

Gly Trp Ser Gly Arg Leu Cys Asp Ile Arg Ser Leu Pro Cys Arg
1010 1015 1020

Glu Ala Ala Ala GIn Ile Gly val Arg Leu Glu GIn Leu Cys Gln
1025 1030 1035

Ala Gly Gly GIn Cys val Asp Glu Asp Ser Ser His Tyr Cys val
1040 1045 1050

Cys Pro Glu Gly Arg Thr Gly Ser His Cys Glu GIn Glu val Asp
1055 1060 1065

Pro Cys Leu Ala GIn Pro Cys GIn His Gly Gly Thr Cys Arg Gly
1070 1075 1080

Tyr Met Gly Gly Tyr Met Cys Glu Cys Leu Pro Gly Tyr Asn Gly
1085 1090 1095

Asp Asn Cys Glu Asp Asp vVal Asp Glu Cys Ala Ser Gln Pro Cys
1100 1105 1110

GIn His Gly Gly Ser Cys Ile Asp Leu val Ala Arg Tyr Leu Cys

1115 1120 1125
ser Cys Pro Pro Gly Thr Leu Gly val Leu Cys Glu 1Ile Asn Glu
1130 1135 1140

Asp Asp Cys Gly Pro Gly Pro Pro Leu Asp Ser Gly Pro Arg Cys
1145 ' 1150 1155

Leu His Asn Gly Thr Cys val Asp Leu val Gly Gly Phe Arg Cys
1160 1165 1170
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Thr Cys Pro Pro Gly Tyr Thr Gly Leu Arg Cys Glu Ala Asp Ile
1175 1180 1185

Asn Glu Cys Arg Ser Gly Ala Cys His Ala Ala His Thr Arg Asp
1190 1195 1200

Cys Leu GIn Asp Pro Gly Gly Gly Phe Arg Cys Leu Cys His Ala
1205 1210 1215

Gly phe ser Gly Pro Arg Cys GIn Thr val Leu Ser Pro Cys Glu
1220 1225 1230

ser GIn Pro Cys Gln His Gly Gly GIn Cys Arg Pro Ser Pro Gly
1235 1240 1245

Pro Gly Gly Gly Leu Thr Phe Thr Cys His Cys Ala Gln Pro Phe
1250 1255 1260

Trp Gly Pro Arg Cys Glu Arg Vval Ala Arg Ser Cys Arg Glu Leu
1265 1270 1275

Gln Cys Pro val Gly val Pro Cys GIn Gln Thr Pro Arg Gly Pro
1280 1285 1290

Arg Cys Ala Cys Pro Pro Gly Leu Ser Gly Pro Ser Cys Arg Ser
1295 1300 1305

Phe Pro Gly Ser Pro Pro Gly Ala Ser Asn Ala Ser Cys Ala Ala
1310 1315 1320

Ala Pro Cys Leu His Gly Gly Ser Cys Arg Pro Ala Pro Leu Ala
1325 1330 1335

Pro Phe Phe Arg Cys Ala Cys Ala GIn Gly Trp Thr Gly Pro Arg
1340 1345 1350

Cys Glu Ala Pro Ala Ala Ala Pro Glu val Ser Glu Glu Pro Arg
1355 1360 1365

Asp Leu Gly Pro Gly Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr His Thr

Lys
1370 1375 1380

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val
1385 1390 1395

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 1Ile Ser Arg
1400 1405 1410

Thr pro Glu val Thr Cys val val val Asp val Ser His Glu Asp
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1415 1420 - 1425

Pro Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr val Asp Gly val Glu val His
1430 1435 1440

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr
1445 1450 1455

Arg val val Ser val Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn
1460 1465 1470

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Vval Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
1475 1480 1485

Pro ITe Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu
1490 1495 1500

Pro GIn val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys
1505 1510 1515

Asn GIn val ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
1520 1525 1530

Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn

1535 1540 1545

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
1550 1555 1560

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
1565 1570 1575

Asn val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His
1580 1585 1590

Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
1595 1600 1605

<210> 34

<211> 4818

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 34

atgtggggct ggaagtgcct cctcttctgg gctgtgctgg tcacagccac tctctgcact 60

gccaggcecac cttgectgga cggaagcccg tgtgcaaatg gaggtcgttg cacccagctg 120
ccctcecccggg aggcetgectg cctgtgeccg cctggetggg tgggtgagcg gtgtcagcetg 180
gaggacccct gtcactcagg cccctgtgct ggccgtggtg tctgccagag ttcagtggtg 240

gctggcaccg cccgattctc atgccggtge ccccgtgget tccgaggccc tgactgcetcec 300
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ctgccagatc
gatggacgct
gtggatgagt
ggctccttec
gtgccctgtg
acttacgact
gactgtccag
aactgccagt
cagctgcagc
agctgegtot
gccacagccg
gcectgeccca
ccctgecacg
tgtcctcccg
gccaacccct
tgcggtcgtg
ccctgeccgaa
gcaggcttca
gtcaacggtg
ttcagcggct
ggcgccaaat
ggcacgctgt
tgcgtggatg
tgcgagagcc
gacctggtgg
gtgaacattg
aaccgctacg
aatgagtgtg
ttccgctgec
tgtgcccatg
gtgtgtgagc
gagtcccagc
acctgcccge

ccctgtgage

cctgcctcag
tcctctgete
gccgggtggg
gctgccagtg
cgccctecacc
gtgcctgtct
gacaccgatg
gccctectga
ccaacgcctg
gtgtcaatgg
tgtgcttcca
tgggcaagac
aggatgctat
gcttcacggg
gcgagcactt
gctacactgg
accaggccac
caggaaccta
gggtctgcaa
ccacgtgtca
gcgtggacca
gtgatcgcaa
gcatcgccag
aggtggacga
acaagtacct
acgactgtgc
actgtgtctg
cttccagecc
tctgcccgec
agccctgcag
ctggctggag
cgtgcagggc
ctggtgtcca
atgggggccg

cagcccttgt
ctgcccacct
tgagccctge
tccagetgge
atgccgtaac
tcctgggttt
tctcaatggg
gtggacaggc
ccacaatggg
ctggacaggc
tggggccacc
tggcctectg

ctgtgacaca

tggggcatgt

gggcaggtgc
acctcgctgt
gtgcctcgac
ttgcgaggtg
ggaccgagtc
gctggacgtg
gcccgatgge
cgtggacgac
cttctcatgt
atgccgcagce
ctgcecgetge
cagcaacccc
ccaacctggc
atgcggcgag
tggctccttg
tcacggcatc
tggcceecge
cggtgggaca
gggacgtcag
ctgcgagtct
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gcccacggtg
ggctaccagg
cgccatggtg
tacacagggc
gggggcacct
gagggtcaga
gggacatgcg
cagttctgca
ggtacctgct
gagagctgca
tgccatgacc
tgtcacctgg
aatccggtga
gaccaggatg
gtgaacacgc
gagaccgatg
cgcataggcec
gacattgacg
aatggcttca
gacgaatgcg
tacgagtgcc
tgctcccctg
gcctgtgcetc
cagccctgcec
ccttctggga
tgcacctttg
ttcacagggc
ggaggttcct
ccceccactct
tgctatgatg
tgcagccaga
tgcagcagcg
tgtgaactcc

gcceetggec

cccgetgcetc
gccgcagetg
gcacctgcct
cactatgtga
gcaggcagag
attgtgaagt
tggatggcgt
cggaggacgt
tcaacacgct
gtcagaatat
gcgtggcttc
atgacgcctg
acggccgggc
tggacgagtg
agggctcctt
tcaacgagtg
agttcacctg
agtgtcagag
gctgcacctg
ccagcacgcc
gctgtgecga
acccatgcca
ctggctacac
gccatggegg
ccacaggtgt
gagtctgccg
ccctttgtaa
gtgtggatqgg
gcctecceccc
cacctggcegg
gcctggeccg
atggaatggg
tctcccectg

agctgcctgt
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agtggggccc
ccgaagcgac
caacacacct
gaaccccgceg
tggcgacctc
gaacgtggac
caacacctat
ggatgagtgt
gggtggccac
cgatgactgt
tttctactgt
tgtcagcaac
catttgcacc
ctctatcggc
cctgtgccag
tctgtcgggg
tatctgtatg
tagcccctgt
ccccteggge
ctgcaggaat
gggctttgag
ccatggtcgc
gggcacacgc
caaatgccta
gaactgcgaa
tgatggcatc
cgtggagatc
ggaaaatggc
gagccatccc
gttccgctgt
agacgcctgt
tttccactgce
caccccgaac

ctgctcctge

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340



ccccagggcet
ccctgtggcec
ggagggtaca
ctgaacggtg
ttcgeccggec
ggcacctgta
ttccactgeg
tgtgtggacg
tgccaacatg
gcecgeccacc
acgctggtgg
ggggcctatt
ccctgcaggg
gggcagtgtg
agccactgtg
tgcegtggct
tgtgaggacg
gacctcgtgg
attaatgagg
aatggcacct
ggtttgcgct
acccgggact
tcaggtcctc
ggccagtgec
cagccgttct
ccggtgggcg
ttgtcgggac
tgcgcggeceg
ttccgetgeg
cccgaggtct
actcacacat

ttccccccaa

gtggtggacg

ggcaaggccc
ctcatggtat
ctggcccttc
gctcgtgeca
cacgatgcgc
ccgaccacgt
aacaggacct
gcgtgaactc
aggcagaccc
ctggcttccg
attggtgcag
gcctttgtcc
aggccgeagce
tggatgaaga
agcaggaggt
atatgggggg
acgtggacga
cccgctatct
atgactgcgg
gcgtggacct
gcgaggceaga
gcctgcagga
gctgtcagac
gtcctagecc
ggggtccgeg
tcccatgeca
cctcctgecg
ccccctgtcet
cttgcgcgeca
cggaggagcc
gcccaccgtg
aacccaagga

tgagccacga

acgatgccag
ctgcaccaac
ctgtgatcag
agacggcgtg
ccgcgatgtg
ggcctccttc
gccecgactgce
gttcagctgc
ctgcctecteg
ctgcacctgc
ccgccagect
ccctggatgg
ccagatcggg
cagctcccac
ggacccctgce
ctacatgtgt
gtgtgcctcc
ctgctcctgt
cccaggecca
ggtgggtggt
catcaatgag
cccaggcgga
tgtcctgtct
gggtcctggg
ttgcgagcgg
gcagacgccc
cagcttcccg
ccacgggggc
gggctggacc
gcgagatctg

cccagcacct

caccctcatg

agaccctgag
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caggatgtgg
ctggcaggga
gacatcaatg
ggcfcctttt
gafgagtgcc
acctgcacct
agccccaget
ctgtgccgtc
cggccctgcec
ctcgagagct
tgtcaaaacg
agcggacgcec
gtgcggctgg
tactgcgtgt
ttggcccagce
gagtgtcttc
cagccctgec
cccccaggaa
ccgctggact
ttccgetgea
tgtcgctcag
ggtttccgtt
ccctgcgagt
ggtgggctga
gtggcgcgct
€gcgggecge
gggtcgecegce
tcctgeegec
gggccgcegcet
ggcccgggeg
gaactcctgg
atctcccgga

gtcaagttca

acgagtgtgc
gtttcagctg
actgtgaccc
cctgectectg
tgagcaaccc
gcccgecagg
cctgcttcaa
ccggctacac
tacacggggg
tcacgggccc
ggggtcgctg
tctgtgacat
agcagctgtg
gcccagaggg
cctgccagca
ctggctacaa
agcacggggg
cgctgggggt
cagggccccg
cctgtccccc
gtgcctgeca
gcctttgtca
cccagccatg
ccttcacctg
cctgccggga
gctgegectg
c€gggggccag
ccgegecget
gcgaggcgec
agcccaaatc

.ggggaccgtc

cccctgaggt
actggtacgt
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tggccccgea
cacctgccat
caacccatgc
cctcectggt
ctgcggececg
ctacggaggc
tggcgggacc
aggagcccac
cgtctgcage
gcagtgccag
cgtccagact
ccgaagcttg
tcaggcgggt
ccgtactggt
tggggggacc
tggtgataac
ttcatgcatt
gctctgcgag
gtgcctacac
aggatacact
cgeggeacac
tgctggcttc
ccagcatgga
tcactgtgcc
gctgcagtgc
cccecccaggg
caacgccage
cgcgeccttce
cgccgeggea
ttgtgacaaa
agtcttcctc
cacatgcgtg
ggacggcgtg

2400
2460
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



gaggtgcata
gtcagcgtcc
gtctccaaca
cceccgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tccttettee
ttctcatgct

ctgtctcegg

atgccaagac
tcaccgtect
aagccctecc
cacaggtgta
cctgcetggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgca

gtaaatga

aaagccgcegg
gcaccaggac
agcccccatc
caccctgecce
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
‘tgaggctctg
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gaggagcagt

tggctgaatg
gagaaaacca
ccatceccggg
tatcccageg
accacgcectc
gacaagagca

cacaaccact

acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaagce
atgagctgac
acatcgcegt
ccgtgctgga
ggtggcagca

dcacgcagaa

104

gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctccgacgge

ggggaacgtc

gagcctctcc

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4818
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusidon cuya secuencia (a) es idéntica a la secuencia de las repeticiones 1-X de EGF del dominio
extracelular de la proteina receptora de Notch3 humana en la que X es cualquier nimero enterode 1 a 10 o de 12 a
33, seguido de (b) una secuencia idéntica a la secuencia de una parte Fc de un anticuerpo, en la que (b) esta
localizada en el lado carboxi terminal de (a) y en la que (b) esta unida a (a) bien directamente o mediante un
conector.

2. Una proteina de fusidon que comprende la secuencia que (a) es idéntica a la secuencia de las repeticiones de EGF
del dominio extracelular de la proteina receptora de Notch3 humana, en la que estan presentes X repeticiones de
EGF, en la que X es cualquier numero entero de 12 a 33 seguido de (b) una secuencia idéntica a la secuencia de
una parte Fc de un anticuerpo, en la que (b) esta localizada en el lado carboxi terminal de (a) y en la que (b) esta
unida a (a) bien directamente o mediante un conector.

3. La proteina de fusién de las reivindicaciones 1 6 2, en la que la parte Fc del anticuerpo es la parte Fc de un
anticuerpo humano.

4. La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que (b) esta unida a (a) mediante una
secuencia conectora.

5. La proteina de fusion de la reivindicacion 3, en la que (b) esta unida directamente a (a).

6. La proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para uso en el tratamiento de un trastorno
metabdlico.

7. La proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para uso en el tratamiento de un tumor.
8. La proteina de fusién de la reivindicacion 7, en la que el tumor es un cancer de ovario o un cancer de mama.

9. La proteina de fusién de la reivindicacién 6, en la que el trastorno metabodlico es diabetes, obesidad,
aterosclerosis, isquemia , ictus, o enfermedad cardiovascular.

10. La proteina de fusidon de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para uso en la inhibicion de la angiogénesis,
linfangiogénesis fisiologica, linfangiogénesis patolégica, metastasis tumoral, crecimiento de un tumor secundario, o
coopcion de vasos sanguineos.

11. La proteina de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para uso en el tratamiento de un sujeto que
padece un cancer en el que la proteina de fusién se va a administrar ademas de (i) un inhibidor del Factor de
Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF), (ii) un inhibidor del receptor de VEGF, (iii) un inhibidor de PDGF, (iv) un
antagonista del receptor de PDGF, o (v) un inhibidor de HER2/neu.

12. La proteina de fusién de la reivindicacion 11, en la que el inhibidor de VEGF es un inhibidor de VEGF-A, PGIF,
VEGF-B, VEGF-C, o VEGF-D.

13. La proteina de fusién de la reivindicacién 11, en la que el inhibidor del receptor de VEGF es un inhibidor de
VEGFR-1 o un inhibidor de VEGFR-2.

14. La proteina de fusion de la reivindicacién 11, en la que el inhibidor de PDGF es un inhibidor de PDGF-A o un
inhibidor de PDGF-B.

15. La proteina de fusion de la reivindicacion 11, en la que el antagonista del receptor de PDGF es un antagonista
del receptor de PDGF B.
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Figura 4

Ectodominio Notch (trampa Notch) inhibe la activacion
inducida por ligando de la senalizacion de Notch
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Figura6

Activacion de la senalizacion de Notch en HUVEC infectadas
con adenoviral que codifica VEGF-165

—
= r]

— — —
=T % T %
L] T L

RLU (CBF1x6 luc/renilla luc)

o M B oo o
1

MOID MOI20 MOI40 MOI 8D
Ad-VEGF

111



ES 2532405 T3

Figura7

Ectodominio de Notch (Sefiuelo Notch) inhibe la activacion de la sefializacion Notch
inducida por estimulacion de VEGF en HUVEC infectadas con adenovirus
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Figura8

El sefiuelo Notch inhibe la gemacion de HUVEC inducida por la
sobreexpresion de VEGF en gel de colageno de tipo |
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Figura9

La trampa de Notch inhibe la gemacidén de HUVEC inducida por la
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841 cagcccaacg cctgccacaa tgggggtacc tgcttcaaca cgctgggtgg ccacagetgc
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1201 ecctgegage acttggqeaq gtgegtgaac acgeaggget cctteoctgtg ccagtgeoggt
1261 cgtggctaca ctggacckteg ctgtgagacc gatgtcaacg agtgtetgtec ggggocctge
1321 cgaaaccagg ccacgtgcct cgaccgcata ggccagttca cctgtatctg tatggcaggce
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3481 gaggatgact gcggcccagg cccaccgcetg gactcagggo

cgagatcaat

ccocggtgoct

acacaatggc

1541 acctgcgtgg acctggtggg tggtttccge tgcacctgtc

ccocaggata

cactggtttg

3601 cgctgogagyg cagacatcaa tgagtgtegce

tcaggtgeccet

gccacgegge

acacacccgg

3661 gactgcctge aggacccagg cggaggtttbc

cgttgccttt

gtcatgctgg

cttctcaggt

1721 cctogectgte agactgtcct gbctceocctge

gagtceccagc

catgccagca

tggaggccag

3781 tgecgtocta goccgggioc tgggggtggg
3841 ttctggggtc cgcocgttgcga gogggtggcg

ctgacctteca

cctgtcactg

tgcccagceog

cgotectged

gggagctgeca

gtgcceggtyg

3901 ggcgteccat gocagcagac gococgoggg

ccgegetgeg

ccbgocccceg

agggttgtcg

3961 ggaccctect gecgeagett cecggggteg

ccgecggggy

ccagcaacgc

cagetgegeg

4021 gccgcccock gtctocacgg gggctoetge

cgecoccegege

cgctbcgogoc

cttocttoccge

4081 tgcgcttgeocg cgcagggchbg gaccgggocg cgctgogagy cgccogcoge ggcaccogag

4141 gtctcggagg
4201 tgcgaccgcg
4261 gtgggcgacce
43121 cgctgcgacc
4381 ggtggeocgeg
4441 gacggccoget
4501 gcragcgagg
4561 ccagaggagce
4621 acctcocgctge
4681 cctagtcctg
4741 gtagtaatgce
4801 ttcececcgatg
4861 gacttccogt
4921 gtececcgetge
4981 ggtgtcatgg
5041 tcactgcaca
5101 gcocgctgggca
5161 tggatggaca
5221 gctgaggagg
5281 cgcgtggocac
5341 gatgtcaatg
5401 ggggctctgg
5461 atctccgacc
5521 actgcttbge

agccgeggtyg
agtgcaacag
cctggeggea
cogeoctgeag
agcgcacttg
gcgaccaggyg
tgcocggooct
tactgegtte
goctteocgoct
gctcoccgaacc
tggagattga
cccagagcgce
acccactgcg
tgcecactget
tggcocoggog
aggacgtggc
tgaagaacat
cagagtgecce
ctgtggattg
cagccatggc
tgecgtggece
agccaatgecce
tgatctgceca
acctggctgce

cccgogegoe goctgocagg
cccaggetgce ggctgggacyg
atgcgaggcg ctgcagtgct
ctocgoocogoe tgoctotacg
caacccggbtg tacgagaaghb
ctgcaacacg gaggagtgcog
gectggcccge ggcgtgctgg
cagocgoogac tttctgeago
ggacgcgeac ggccaggcoca
ccgggoccgt cgggagctgg
caaccggebc tgeoctgeoagt
cgctgactac ctgggagegt
ggacgtgegg ggggagocge
agtggecgggce gctgtcottge
caagcgcgag cacagcacco
ctctggtcac aagggccggc
ggccaagggt gagagcctga
agaggccaag cggctaaagg
ccgtcagtgg actcaacacc
actgacacca ccacagggcyg
agatggctte accocogcectaa
aactgaagag gatgaggcag
gggggctcag cttggggcac
ccgttatgee cgtgectgatcg
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ccaagcgogg
gcggegactg
ggcgoctctt
dcaacttcga
actgcocgccga
gctgggatagg
tgctcacagt
ggctcagoge
tggtctteooe
ccccogaggt
cgcctgagaa
tgtcagcggt
tggagocteoc
tgocrggtcat
tctggttoec
gggaacccgt
tgggggaggt
tagaggagce
atctggttge
acgcagatge
tgctggette
atgacacatc
ggactgaccg
cagccaagog

ggaccagcgc
ctcgotgage
caacaacagc
ctgeccacgecc
ccactttgcc
gctggattgt
gctgectgoeg
catcctgogco
ttaccaccgyg
gatcggeteg
tgatcactgc
ggagcgectg
agaacccagce
tcteocgtectg
tgagggcttc
gggccaggac
ggccacagac
359C3t9§99
tgctgacate
tgatggcatg
cttectgtagg
agctagcatc
tactggcgag
gctgotggat



Figura 32C

5581
5641
5701
E761
821
5881
5941
6001
6061
6121
ElB1
6241
6301
6361
6d21
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961

gectggggcag
acagccgatyg
gococgcatgg
atggtggaag
tcagccttac
aatggagcca
cgcgagégca
accgaccacc
gtgcocgecttge
cctetgetet
dagaagagca
ggcaagaagc
ccogbggact
ttcocococttg
ggtggcccag
ggcctgotga
ccaggoccct
coogtctece
tacccggcgg
gagcaccctt
cocteectet
gocaccacca
goctcaggooc

EEE |

acaccaatge
cccagggtgt
cagatggetc
agctecatcgc
actgggctgce
ataaggacat
gctatgaggc
tggacaggct
tggatcaace
gtcctocagg
ggaggccooc
tgacgctgge
cgctggacte
aggggcococta
gccgggcggg
accctgtgge
cgttcctget
cgcaggagcg
ctggggcaca
acctgaccce
cagactggtc
ctggggcact
agaccocaget
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ccaggaccac
cttccagatt
aacggcactyg
cagccatget
ggctgtgaac
gcaggatagce
tgccaagetg
gccgcgggac
cagtgggcec
ggoettocte
cgggaaggcyg
ctgccoggge
ccogeggect
tgocagctgeoco
tctagggoge
tgtgeccocte
gccactggeg
gccococgeck
cagcagcccc
atceccoceocgaa
cgaatccacg
gcctgoocag
ggggcecccag
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tecaggeoogea
ctecatcegaa
atcctggegg
gatgtcaatg
aacgtggaag
daggaggaga
ctgttggacc
gtagcccagg
cgcagcococ
cctggectea
gggctggggc
ccoctggetg
ttcggtgggc
actgccactg
cagcccoectg
gattgggeccc
ccgggacccc
tacctggcag
cCcaaaggccc
tcccotgage
cctagcoccag
ccacttoccet

ctecoccoetgea
accgctctac
ccogootgge
ctgtggatga
ccactttgge
cccecoctatt
actttgccaa
agagactgca
cecggteccea
aagcggeaca
cgcaggggcc
acagctcoggt
ccocctgotto
cagtgtctct
gaggatgtgt
ggctgeecec
agctgctcaa
tcccaggaca
gecttoectgog
actgggccag
ccactgocac
tgtetgttce

ccggaagttac cocccaagag

cacagctgte
agacttggat
agtagagggc
gcttgggaaa
cctgotcaaa
cectggecgec
ccgtgagatc
ccaggacatc
cggcctgggg
gtcggggtec
ccgggggcgy
cacgctgtecg
ccctggtggc
ggoacagcett
actcagcctyg
acctgeocect
ccocagggace

tggcgaggag

‘gattcccagt

ccectecacect
tggggceatg
cag‘ct cocte
gcaagtgttg



ES 2532405 T3

Figura 33

MGPGARGRRRRRRPMSPPPPPPPVRALPLLLLLAGPGAAAPPCLDGSPCANGGRCTQL PSREAACLCPPGHVGE
RCQLEDPCHSGPCAGRGVCOSSVVAGTARFSCRCPRGFRGPDCSLPDPCLSS PCAHGARCSVGEDGRFLCSCPP
GYQGRSCRSDVDECRVGEPCRHGGTCLNTPGSFRCQCPAGYTGPLCENPAVPCAPS PCRNGGTCRQSGDLTYDC
ACLPGFEGQNCEVNVDDCPGHRCLNGG TCVDGVNTYNCQCFPEWTGQFC TEDVDECQLOPNACHNGGTCFNTLG
GHSCVCVNGWTGESCSONIDDCATAVCFHGATCHDRVASFYCACPMGKTGLLCHLDDACVSNPCHEDATCDTN P
VNGRAICTCPPGFTGGACDQDVDECS IGANPCEHLGRCVNTOGSFLCQCGRGYTGPRCETDVNECLSGPCRNOA
TCLDRIGQFTCICMAGF TGTYCEVDIDECQSSPCVNGGVCKDRVNGFSCTCPSGFSGSTCQLDVDECASTPCRN
GAKCVDQPDGYECRCAEGFEGTLCDRNVDDCS PDPCHHGRCVDGIASFSCACAPGYTGTRCESQVDECRSQPCR
HGGKCLDLVDKYLCRCPSGTTGVNCEVNIDDCASNPCTFGVCRDGINRYDCVCQPGF TGPLCNVE INECASSPC
GEGGSCVDGENGFRCLCPPGSLPPLCLPPSHPCAHEPCSHGICYDAPGGFRCVCEPGWSGPRCSQSLARDACES
QPCRAGGTCSSDGMGFHCTCPPGVOGROCELLSPCTPNPCERGGRCESAPGOLPYVCSCPOGWQGPRCQODVDEC
AGPAPCGPHGICTNLAGS FSCTCHGGYTGPSCDQDINDCDEN PCLNGGS CODGVGSFSCSCLPGFAGPRCARDY
DECLSNPCGPGTCTDHVASF TCTCEPGYGGFHCEQDL PDCSPSSCFNGGTCVDGVNSFSCLCRPGY TGAHCQHE
ADPCLSRPCLHGGVCSAAHPGFRCTCLESFTGPQCQTLVDWCSRQPCONGGRCVQTGAYCLC PPGWSGRLCDIR
SLPCREAARQIGVRLEQLCQAGGQCVDEDSSHYCVCPEGRTGSHCEQEVDPCLAQPCQHGGTCRGYMGGYMCEC
LPGYNGDNCEDDVDECASQPCQHGGSCIDLVARYLCSC PPGTLGYLCEINEDDCGPGPPLDSGPRCLHNGTCVD
LVGGFRCTCPPGYTGLRCEADINECRSGACHARHTRDCLODPGGGF RCLCHAGFSGPRCOTVLSPCESQPCQHG
GQCRPSPGPGGGLTFTCHCAQPFWGPRCERVARS CRELQCPVGVPCQQTPRGPRCACPPGLSGESCRSFPGSPP
GASNASCAAAPCLHGGSCRPAPLAPFFRCACAQGWTGPRCEAPAAA PEVSEEPRCPRAACQAKRGDQRCDRECN
SPGCGWDGGDCSLSVGDPWRQCEALQCWRLFNNSRCDPACSS PACLYDNFDCHAGGRERTCN PVYEKY CADHFA
DGRCDQGCNTEECGWDGLDCASEVPALLARGVLVLTVLLPPEELLRSSADFLORLSATLRTS LRFRLDAHGQAM
VFPYHRPSPGSEPRARRELAPEVIGSVVMLE IDNRLCLQS PENDHC FPDAQSAADYLGALSAVERLDFPYPLRD
VRGEPLEPPEPSVPLLPLLVAGAVLLLVILVLGVMVARRKREHSTLWF PEGFSLHKDVASGHKGRREPVGODAL
GMKNMAKGESLMGEVATDWMDTECPEAKRLKVEEPGMGAEEAVDCRQWTQHHLVAADIRVAPAMALTPPQGDAD
ADGMDVNVRGPDGFTPLMLASFCGGALEPMPTEEDEADDTSASIISDLICQGAQLGARTDRTGETALHLAARYA
RADAAKRLLDAGADTNAQDHSGRTPLHTAVTADAQGVFQILIRNRS TDLDARMADGS TAL ILAARLAVEGMVEE
LIASHADVNAVDELGKSALHWAAAVNNVEATLALLKNGANKDMQDSKEETPLFLAAREGS YEAAKLLLDHFANR
EITDHLDRLPRDVAQERLHQDIVRLLDQPSGPRS PPGPHGLGPLLCPPGAFLPGLKAAQSGSKKSRRPPGKAGL
GPQGPRGRGKKLTLACPGPLADS SVTLSPVDSLDSPRPFCGPPAS PGGFPLEGPYAAATATAVSLAQLGGPGRA
GLGRQPPGGCVLSLGLLNPVAVPLDWARLPPPAPPGPSFLLPLAPGPQLLNPGTPVS PQERPPPYLAVPGHGEE
YPAAGAHSS PPKARFLRVPSEHPYLTPSPES PEHWAS PSPPSLSDWSESTPSPATATGAMATTTGALPAQPLPL
SVPSSLAQAQTQLGPQPEVTPKRQVLA
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Figura 34

Senuelos Notch3 Humanos

sefiuelo h-Notech3 -3

hN3 hN3
SP repeticiones semejantes a EGF 1-34 ' hFC

sefiuelo h-sp*“Notch3 -3¢

HC hN3
SP repeticiones semejantes a EGF 1-34 hFC
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Figura 35

781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

gagccocaaat
gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
gacatcgccg
cccgtgctgg
aggtggcagc
tacacgcaga

cttgtgacaa
cagtcttect
tcacatgegt
tggacggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
dctcocgacgyg

aggggaacgt
agagcoecteote
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aactcacaca
cttcoceoocca
ggtggtggac
ggaggtgcat
agtcagegte
ggtctccaac
gccocccgagaa
ggtcagcctyg
gagcaatggyg
cLccLictte
cttcteatge
cctgtoctoeg

154

tgocccaceogt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtec
aaagccetec
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctacagca
tcecgtgatge
ggtaaatga

gatct
gocccageacc
acaccctcat
aagaccctga
caaagocgeyg
tgcaccagga
cagcccocat
acacoctgoc
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct

gggcccgggc
tgaactcctg

gatctceoegg
ggtcaagttce
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccatcoogg
ctatcoccagc
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaacecac
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Figura 36

DLGPGEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTENQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLY SKELTVDESRWQOGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
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Figura 37

Senuelo Notch3 humano (EGF-LR 1-34)

N3 humano

gag gag ccg cgg (SEQ ID NO:19)
ctc ctc ggc gec (SEQ ID NO:20)
E E P R (SEQ ID NO:21)

Anadir sitio Bg11l cambio ultimo nucledtido

gag gag ccg c Tféﬁgg%ﬁ (SEQ ID NO:22)
ctc ctc ggc goEiGTAGA| (SEQ ID NO:23)
E E P R (SEQ ID NO:21)

Fusion N3/FC

gag gag ccg cga GAT CTG GGC CCG (SEQ ID NO:24)
ctc ctc ggc gct CTA GAC CCG GGC (SEQ ID NO:25)
E E P R D L G P (SEQ ID NO:26)
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Figura 38

Péptido Senal de Notch3 Humano

Prediccion SignalP-HM (redes euk): Secuencia

! ' ' ' ' Pumua{:i‘@rn C
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e.s |- .
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2
=
E 0.4 f g
e Puntuacion C
2.2 |' -
Puntuacion ¥ M S
| |\_"‘=-u-.
B_Bn—--.-..--r... A i e
GPCARGRRRRRRPMEPPFPPPPVRALPLLLLLAGPGAAAPFCLDGSPCANGGRCTOLP SREAACLE PPGT
1 1 L L — il
B 18 2e 38 4B 1:] -] 7a
Posicidn
Prediccion SignalP-HMM {(modelos euk): Secuencia
. L] T L] T T E .. T o
regionn region h i scigion prob. ———
1.0 e fegione regionn prob, ——— -
regionh prop, ———
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Escision
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GFGARGRRRRRRPHSPPPFPPPYVRALPLLLLLAGPGARAPPCLDGSPCAN GERCTQLPSREI\RCLEPPET
1 i 1 1 'l 1
2 18 2a 3e 49 1 608 7o

Posicion
HGPGARGRRRRRRPMSPPPPPPPWALPLLLLMGPGMJ" A (SEQ ID NO

1 atggggccgg gggccogigy cogoCgcocgc cgoogtocgoc cgatgtbcgoc gocaccgcca cogocaccog
tgegggeget goococcoctgetg ctgotgotag oggggocggg ggctgca/goc 120 (SEQ ID NO:28)

157



ES 2532405 T3

MWGWEKCLLFWAVLVTATLCTA/R (SEQ ID NO:29)

1 atgtggggct ggaagtgoct cotcttotgg gekbgtgotgy tcacagecac tctetgeact gecagy 66

158

Figura 39
Peptido Senal HC Humano
‘Prediccion SignalP-HM {redes euk): Secuencia
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Figura 40A
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30l
361
421
281
541
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661
721
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841
901
951

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
216l
2221
22B1
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
276l

at cC
cogocaceey

cCcCcgt
tgcgggcget
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ccgoocgeocge cgcoogtegec cgatgtbcgeoc gocaccogeoca
ctgctgctag cggggecggg ggctgcagoc

gocccctgctyg

cccoettgec
cgggaggctg
cocectgteact
accgcccogat
gatccoctgeogc
cgecttoctet
gagtgccggg
ttccgotgee
tgtgcgcecet
gactgtgecct
ccaggacacc
cagtgccoccte
cagcccaacy
gtgtgtgteca
gocogbgtget
cccatgggea
cacgaggatg
ccocggettca
ccotgogage
cgtggctaca
cgaaaccagg
ttcacaggaa
ggtggggtet
ggctccacgt
aaatgogtgg
ctgtgtgatc
gatggcatcg
agccaggtgg
gtggacaagt
attgacgact
tacgactgtg
tgtgcttceca
tgcctoctgee
catgagcecct
gagcoctgget
cagccgtgea
ccgocctggtg
gagcatgggg
ggctggcaag
ggeoccteatg
tacactggee
ggtggctegt
ggcccacgat
tgtaccgacc
tgcgaacagg

tggacggaag
cctgoctgtg
caggeococtg
tctcatgocg
tcagcageccco
gctectgece
tgggtgagec
agtgtccagc
caccatgccg
gtcttectgg
gatgtctcaa
ctgagtggac
cctgocacaa
atggctggac
tccatggggo
agactggcct
ctatctgtga
cgggtggggc
acttgggcag
ctggaccteg
ccacgtgoct
cctattgcga
gcaaggaccg
gtcagctgga
accagcccoga
gcaacgtgga
ccagecctecte
acgaatgccg
acctoctgcocg
gtgcrcagcaa
tctgecaace
gccoccatgcogyg
cgcetggete
gcagtcacgg
ggagtggccc
gggccggtgg
tccagggacyg
gccgctgoga
gcccacgatg
gtatctgcac
ctteetgtga
gccaagacgg
gocgoccgoga
acgtggecte
acctgcoccga

cccgtgtgea
cccgoctgge
tgetggoegt
gtgcoccocgt
ttgtgcceac
acctggctac
ctgccgocat
tggctacaca

taacgggggc
gtttgagggt
tggggggaca
aggccagtte
tgggggtace
aggcgagagc
cacctgocat
cctgtgtecac
cacaaatceg
atgtgaccag
gtgcgtgaac
ctgtgagace
cgaccgcata
ggtggacatt
agtcaatggc
cgtggacgaa
tggctacgag
cgactgctce
atgtgocctgt
cagccagccc
ctgcoocttot
cccoctgoace
tggctteaca
cgagggaggt
cttgccocea
catctgotat
ccgctgcoage
gacatgcagc
tcagtgtgaa
gtctgccocect
ccagcaggat
caacctggea
tcaggacatc
cgtgggctec
tgtggatgag
cttcacctgc
ctgcagcccc
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aatggaggtc gttgcaccca
tgggtgggtg agcggtgtca
ggtgtctgec agagttcagt
ggcttcogag gococtgactg
ggtgccoget gotcagtggg
cagggccgca gctgccogaag
ggtggcacct goctcaacac
gggccactat gtgagaacec
acctgcaggc agagtggcga
cagaattgtg aagtgaacgt
tgecgtggatg gogtcaacac
tgracggagg acgtggatga
tgcttcaaca cgoctgggtgg
tgcagtcaga atatcgatga
gaccgecgtgg cttetttota
ctggatgacg cotgtgtcag
gtgaacggcc gggccatttg
gatgtggacg agtgctctat
acgcaggget ccttoctgtg
gatgtcaacg agtgtctgte
ggcoagttea cctgtatctg
gacgagtgtc agagtagcoc
ttcagctgeca cctgcocococtco
tgocgccagea cgocctgoag
tgoccgcoctgtg cocgagggctt
cctgacccat gccaccatgg
gctcotgget acacgggoac
tgcocgeocatg goggcaaatg
gggaccacayg gtgtgaactg
Lttggagtct gcogtgatgyg
gggccccttt gtaacgtgga
tcctgtgtgg atggggaaaa
ctectgooctoc coocogagoca
gatgracctg gogggttocyg
cagagcctgg cccgagacgc
agcgatggaa tgggtttcca
cteocctectococ ccoctgcacoccoo
ggccagctgec ctgtctgolhc
gtggacgagt gtgctggcocc
gggagttteca gctgcacctg
aatgactgtg accccaacce

ttttcetget
tgcctgagea
acctgocege
agcccctget

cctgectecoe
acccctgogg
caggctacgg
tcaatggcgyg

gctgoceocboeco
gctggaggac
ggtggctggc
ctcocctgooa
gcccgatgga

cgacgtggat
acctggctec
cgoggtgeede
cctcacttac
ggacgactgt
ctataactgc
gtgtcagetyg
ccacagctgc
ctgtgccaca
ctgtgcotge
caaccoeotge
cacccgtect
cggcgccaac
ccagtgoggt
ggggccctge
tatggcaggc
ctgtgtcaac
gggcttcagc
gaatggcgcec
tgagggcacg
tegetgegtg
acgcktgcgag
cctagacctg
cgaagtgaac
catcaacecgce
gatcaatgag
tggcttocegeo
tcecctgtgee
ctgtgtgtgt
ctgtgagtcc
ctgcacctyge
gaacccctgt
ctgcoccoccag
cgraccctgt
ccatggaggg
atgcctgaac
tggtttogec
cccgggcace
aggcttccac
gacctgtgtyg



Figura 40B
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gacggcgrga
catgaggcag
caccctgget
gtggattggt
tattgeettt
agggaggccy
tgtgtggatg
tgtgagcagg
ggctatatgg
gacgacgtgyg
gtggecceget
gaggatgact
acctgcgtgg
cgctgocgagyg
gactgoctgco
cctogotgte
tgcocgtecta
ttctggggte
ggogtocecat
ggaccotect
gcogceocoeoct
tgecgcttgeg
gtctcggagg
acatgcccac

actcgttcag
acccctbgoct
tcegetgeac
gcagccgoca
gtceccctgg
cagcccagat
aagacagctc
aggtggacecc
ggggctacat
acgagtgtge
atctetgete
gcggcccagyg
acctggtggg
cagacatcaa
aggacccagg
agactgtcct
goccogggtec
cgcgttgeoga
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Figura 41

MGPGARGRRRRRRPMSFPPFPPEVRALPLLLLLAGPGAAAPPCLDGS PCANGGRCTOLPSREAACLCPPGWVGE
RCOLEDPCHSGPCAGRGVCQSSVVAGTARFSCRCPRGFRGPDCSLPDPCLSSPCAHGARCSVGPDGRFLCSCEP
GYQGRSCRSDVDECRVGEPCRHGGTCLNTPGSFRCQCPAGYTGPLCENPAVPCAPSPCRNGGTCROSGDLTYDC
ACLPGFEGQNCEVNVDDCPGHRCLNGGTCVDGVNTYNCQCPPEWTGQFCTEDVDE CQLOPNACHNGGTCFNTLG
GHSCVCVNGWTGESCSQONIDDCATAVCFHGATCHDRVASFYCACPMGKTGLLCHLDDACYSNPCHEDAICDTNP
VNGRAICTCPPGFTGGACDODVDECS IGANPCEHLGRCVNT(GSFLCQCGRGY TG PRCETDVNECLSGPCRNGA
TCLDRIGQFTCICMAGFTGTYCEVDIDECQSSPCVNGGYCKDRVNGFSCTCPSGFSGSTCQLDVDECASTRCRN
GAKCVDQPDGYECRCAEGFEGTLCDRNVDDCSPDPCHHGRCVDGIASFSCACAPGYTGTRCESQVDECRSQPCR
HGGKCLDLVDKYLCRCPSGTTGVNCEVN IDDCASNPCTFGVCRDGINRY DCVCQPGFTGPLCNVEINECASSPC
GEGGSCVDGENGFRCLCPPGSLPPLCLPPSHPCAHEPCSHGTCYDAPGGFRCVCEPGWSGPRCSQSLARDACES
QPCRAGGTCSSDGMGFHCTCPPGVQGRQCELLS PCTPNPCEHGGRCESAPGQL PVCSCPQGWQGPRCQQDVDEC
AGPAPCGPHGICTNLAGSFSCTCHGGY TGPSCDODINDCDPNPCLNGGSCQDGVGSFSCSCLPGFAGPRCARDV
DECLSNPCGPGTCTDHVASFTCTCPPGYGGFHCEQDLPDCSPSSCFNGETCVDEVNSFSCLCRPGYTGAHCQHE
ADPCLSRPCLHGGVCSAAHPGFROTCLESFTGPOCOTLVDWCSROPCONGGRCVOTGAYCLOCPPGWSGRLCDIR
SLPCREAAAQIGVRLEQLCOAGGQCVDEDSSHY CVCPEGRTGSHCEQEVDPCLAQPCOHGGTCRGYMGGYMCEC
LPGYNGDNCEDDVDECASOPCOHGGSCIDLVARYLCSCPPETLGVLCEINEDDCG PG PPLDSGPRCLHNGTCOVD
LVGGFRCTCPPEY TGLRCEADINECRSGACHAARHTRDCLODPEGEFRCLCHAGFSGPROQTVLSPCESQPCQHG
GQCRPS PGPGGGLTFTCHCAQPFWGPRCERVARSCRELOCPYCGVPCQOTPRGPRCACPPGLSGPSCRSFFGSPP
GASNASCARAPCLHGGSCRPAPLAPFFRCACAQGWT G PRCEAPAAAPEVSEEPRDLGPGEPKSCDKTHTCEFCE
APELLGGPSVFLFPPKPRDTLMISRTPEVTCYVVVDVSHEDPEVEFNWY VDGVE VHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
YLTVLHODWLNGREYKCKVSNKALPAPTEK T ISKAKGOPREPOVY TLPPSROELTRNQVSLTCLVKGFYFSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSREWQQGNVFSCSVMHEA LHNH Y TQKSLS LS PGK
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Figura 42

MWGWECLLFWAVLVTATLCTARPPCLDGS PCANGGRCTQLPSREAACLCPPGWVGERCQL
EDPCHSGPCAGRGVCQSSVVAGTARFSCRCPRGFRGPDCSLPDPCLSSPCAHGARCSVGP
DGRFLCSCPPGYQOGRSCRSDVDECRVGEFPCRHGGTCLNTPGSFRCQUPAGY TGPLCENPA
VPCAPSPCRNGGTCRQSGDLTYDCACLPGFEGONCEVNVDDCPGHRCLNGGTCVDGVNTY
NCQCPPEWTGQFCTEDVDECQLOPNACHNGGTCFNTLGGHSCVCVNGWTGESCSQNIDDC
ATAVCFHGATCHDRVASFYCACPMGKTGLLCHLDDACVSNFCHEDAICDTNFVNGRAICT
CPPGFTGGACDQDVDECSIGANPCEHLGRCVNTQGSFLCQCGRGY TGPRCETDVNECLSG
PCRNQATCLDRIGQFTCICMAGFTGTYCEVDIDECQSSPCVNGGVCKDRVNGFSCTCPSG
FSGSTCQLDVDECASTPCRNGARECVDQPDGYECRCAEGFEGTLCDRNVDDCSPDPCHHGR
CVDGIASFSCACAPGYTGTRCESQVDECRSQPCRHGGKCLDLVDKYLCRCPSGTTGVNCE
VNIDDCASNPCTFGVCRDGINRYDCVCQPGFTGPLCNVEINECASSPCGEGGS CVDGENG
FRCLCPPGSLPPLCLFPSHPCAHEPCSHG ICYDAPGGFRCVCEPGWSGPRCSQSLARDAC
ESQFCRAGGTCSSDGMGFHCTCPPGVQGRQCELLSPCTPNPCERGGRCESAPGQLPVCSC
POQGWQGPRCOQUDVDECAGPAPCGPHGICTNLAGEFSCTCHGGY TGPSCDODINDCDPNEC
LNGGSCODGVGSFSCSCLPGFAGPRCARDVDECLSNPCGPGTCTDHVASFTCTCPPGYGE
FHCEQDLPDCSPSSCFNGGTCVDGVNSFSCLCRPGYTGAHCQHEADPCLSRPCLHGGVCS
AMHPGFRCTCLESFTGPQCQTLVDWCSRQPCONGGRCVQTGAYCLCPPCWSCGRLCDIRSL
PCREAMAAQIGVRLEQLCQAGGQCVDEDSSHYCVCPEGRTGSHCEQEVDPCLAQPCQHGGT
CRGYMGGYMCECLPGYNGDNCEDDVDECASQPCQHGGSCIDLVARYLCSCPPGTLGVLCE
INEDPRCGPGPPLDSGPRCLHNGTCVDLVGGFRCTCPPGYTGLRCEADINECRSGACHARH
TRDCLODPGGGFRCLCHAGFSGPRCOQTVLSPCESQPCQHGGQCRPSPGPGGGLTFTCHCA
QPFWGPRCERVARSCRELQCPVGVPCQOTPRGPRCACPPGLSGPSCRSFPGSPPGASNAS
CAAAPCLHGGSCRPAPLAPFFRCACAQGWTGPRCEAPAAAFPEVSEEPRDLGPGEPESCDK
THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVEFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGD
PREPOVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK -
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Figura 43A
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Figura 43B
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Figura 44

Notch1
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Expresion de proteinas y ligandos Notch en células endoteliales sanguineas y linfaticas.

Se llevé a cabo RT-PCR para Notch1-4, DII1, DIl4 y Jagged1 en ARN aislado de células endoteliales sanguineas
(BEC) y células endoteliales linfaticas (LEC) purificadas de HMVEC (Fig. 4A). Notch1, Notch2, Notch4, DIl4 y
Jagged1 se expresaron tanto en BEC como LEC a un nivel similar. La expresion de Notch3 parece estar restringida
a LEC lo que sugiere que la sefializacion de Notch3 funciona en el endotelio linfatico.
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Figura 45

Notch3 se co-expresa con los marcadores de células endoteliales linfaticas LYVE-1 y Prox1 en embriones
e13.5. Se inmunotifieron secciones seriadas de 10 micrometros de embriones de raton de 13.5 dias embrionarios
bien para LYVE-1, Prox1 y Notch3. Notch3 se expresaba en las células que también expresaban los marcadores de

células endoteliales linfaticas, LYVE-1y Prox1.
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Figura 46
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Prox1 induce la expresion de Notch3 en células endoteliales sanguineas. A. Examinamos si la expresion
ectopica de Prox1 alteraria la expresion de proteinas o ligandos Notch. Veinticuatro horas después de la infeccion
adenoviral bien con Ad-Prox1 o Ad-LacZ, se aislé el ARN total de HUVEC y se llevé a cabo RT-PCR cuantitativa
para Notch1-4, DIl4 y Jagged1. Prox-1 regul6 al alza de manera robusta la expresion de Notch3. La expresion de
Notch1, Notch2, Notch4, DIl4 y Jagged1 no se vio afectada significativamente. B. El Compuesto E (cE), inhibidor de
presenilina que inhibe la sefalizacion de Notch, se incubé durante 24 horas en HUVEC infectadas bien con Ad-LacZ
o Ad-Prox1. Se aislé el ARN total y se llevd a cabo RT-PCR cuantitativa para determinar la expresion de Notch3.
Prox1 indujo la expresion de Notch3 y esta induccion se inhibid por la adicion del Compuesto E. Esto sugiere que la
induccion por Prox1 de Notch3 depende de la activacion de la sefial Notch.
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Figura 47
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Prox1 induce genes diana de Notch en células endoteliales sanguineas. Se infectaron HUVEC con adenovirus
que codifican, LacZ, Prox1, N1IC o N4/int-3 y se aislo el ARN total 24 horas después de la infeccion. Se llevé a cabo
RT-PCR cuantitativa para los genes diana de Notch endoteliales, VEGFR-3, EfrinaB2, Hey1 y Hey2. De manera
similar a la activacion de la sefial de Notch1 y Notch4, Prox1 indujo los cuatro genes (A y B). Se desconoce la
expresion de Hey1 y Hey2 en el endotelio linfatico.
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Figura 48
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Prox1 induce genes diana de Notch de manera dependiente de la sefalizacion de Notch en células
endoteliales sanguineas. Se infectaron HUVEC con adenovirus que codifican, LacZ, Prox1, N1IC o N4/int-3. El
Compuesto E (cE), inhibidor de presenilina que inhibe la sefalizacion de Notch, se incubd durante 24 horas en
HUVEC infectadas bien con Ad-LacZ o Ad-Prox1 y se aislé el ARN total. Se llevé a cabo RT-PCR cuantitativa para
los genes diana de Notch endoteliales, VEGFR-3, EfrinaB2 y Hey2. La induccién mediada por Prox1 de los genes
diana de Notch, efrinaB2, VEGFR-3 y Hey2 se inhibié por la adicion del inhibidor de la sefalizacion de Notch,
Compuesto E. Asi, Prox1 regula la expresion de efrinaB2, VEGFR-3 y Hey?2 a través de Notch.
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