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DESCRIPCION

Aislamiento de cinco genes novedosos que codifican nuevos melanomas de tipo receptor de Fc implicados en la
patogénesis del linfoma/melanoma

La invencién descrita en la presente memoria se realizé en el curso del trabajo bajo la Concesion NCI Num. CA
44029 del Instituto Nacional del Cancer. En consecuencia, el Gobierno de Estados Unidos tiene ciertos derechos
sobre esta invencion.

A lo largo de toda esta solicitud, las diversas referencias se mencionan entre paréntesis.

Las citas bibliograficas completas para estas referencias se pueden encontrar al final de esta solicitud, antes de las
reivindicaciones.

Antecedentes de la invencion

Las anomalias del cromosoma Ig21 son comunes en las neoplasias malignas de células B, incluyendo el linfoma de
células B y el mieloma, pero los genes elegidos como diana por estas aberraciones son en gran parte desconocidos.
Mediante la clonacidon de los puntos de rotura de una translocacion cromosoémica t(1;14)(g21;932) en una linea
celular de mieloma, los autores de la presente invencion han identificado dos nuevos genes, IRTA1 e IRTA2, que
codifican receptores de la superficie celular con homologias con las familias de Receptores de Fc e Inhibidores.
Ambos genes se expresan normalmente en las células B maduras, pero con diferentes distribuciones en los 6rganos
linfoides periféricos: IRTA1 se expresa en células B de la zona marginal, mientras IRTA2 también se expresa en
centrocitos del centro germinal y en inmunoblastos. Como resultado de la translocacion t(1;14), el péptido sefial
IRTA1 se fusiona con el dominio Ca de la Inmunoglobulina para producir una proteina de fusion IRTA1/Ca
quimérica. En las lineas celulares de mieloma multiple y de linfoma de Burkitt con anomalias en 1921, la expresién de
IRTA2 esta desregulada. Por lo tanto, IRTA1 e IRTA2 son inmunorreceptores novedosos con un papel
potencialmente importante en el desarrollo de células B y la linfomagénesis.

El linfoma de células B no Hodgkin (LNH-B) y el mieloma multiple (MM) representan un grupo heterogéneo de
neoplasias malignas derivadas de células B maduras con fenotipos correspondientes a células del pre-Centro
Germinal (CG) (células del manto), GC (células grandes difusas, foliculares, de Burkitt), o post-CG (MM) (para la
revision, Gaidano y Dalla-Favera, 1997; Kuppers et al., 1999). Se ha obtenido una informacion valiosa en torno a la
patogénesis de estas neoplasias malignas mediante la identificacion de anomalias cromosémicas clonales
recurrentes caracteristicas para los subtipos especificos de las enfermedades. La consecuencia comun de estas
translocaciones es la desregulacion transcripcional de los protooncogenes por su yuxtaposicion a los elementos
reguladores de la transcripcion heterélogos localizados en el cromosoma compafiero (Gaidano y Dalla-Favera,
1997). Estos elementos reguladores de la transcripciéon heterélogos pueden derivar del locus de inmunoglobulina
(IG) o de otros loci cromosémicos del compariero. Los ejemplos incluyen MYC en £(8;14) (q24;932) en el linfoma de
Burkitt (LB) (Dalla-Favera et al, 1982; Taub et al., 1982), el gen CCND1 desregulado por la t(11;14)(q13;g32) en el
linfoma de células del manto (LCM) (Rosenberg et al., 1991) y mieloma multiple (MM) (Ronchetti et al., 1999), BCL2
implicado en la t(14;18)(q32;g21) en el linfoma folicular (LF) (Bakhshi et al., 1985), BCL6 en t(3;14)(q27;932) en
linfoma difuso de células B grandes (LDCG) (Ye et al., 1993), asi como FGFR3 en t(4;114)(p16;932). (Chesi et al.,
1997), MAF en 1(14;16) [q32;923) (Chesi et al., 1998) y MUM1/IRF4 en (6;14)(p25;932) (lida et al., 1997) en el
mieloma multiple (MM). La identificacion de estos oncogenes ha ofrecido informacion valiosa sobre la patogénesis y
el diagndstico de sus correspondientes neoplasias malignas.

Las anomalias cromosomicas que estan implicadas en la banda 1g21-g23 se encuentran entre las lesiones
genéticas mas frecuentes tanto en LNH-B como en MM. Entre los subtipos de LNH, se ha informado sobre puntos de
rotura en 1g21-g23, incluyendo translocaciones y duplicaciones, a menudo como la Gnica anomalia cromosdmica, en
17-20% de los linfomas de células B grandes difusos y foliculares (LDCG), en 39% de los linfomas de células B de la
zona marginal (Offit et al., 1991; Whang Peng et al., 1995; Cigudosa et al., 1999) y en de 27-38% de los linfomas de
Burkitt, donde representan la segunda anomalia citogenética mas comun después de translocaciones que implican
al proto-oncogén MYC (Berger y Bernheim, 1985; Kornblau et al., 1991). La hibridacion comparativa del genoma
(HCG) también ha identificado 1g21-q23 como un sitio recurrente para la amplificacion de alto nivel en 10% de los
casos de LDCG (Rao et al., 1998). En el MM, la trisomia de la region 1g21-q32 ha sido referida en 20-31% de los
casos (Sawyer et al., 1995), la amplificacion de la region Iq12-qgter en 80% de las lineas celulares y 40% de los
tumores primarios (Avet-Loiseau et al., 1997), y las translocaciones de todo el brazo desequilibradas no aleatorias de
Iq, asociadas con la multiduplication de la regidon adyacente 1g21-22, se encontraron en 23% de los pacientes con
cariotipos anormales (Sawyer et al., 1998).

La alta frecuencia de implicacion de los reordenamientos estructurales 121 en las neoplasias malignas de células B
sugiere que este locus puede albergar genes criticos para la patogénesis de estas enfermedades. La clonacion de
una t(1;14)(g21;932) en una linea celular de leucemia linfoblastica aguda pre-B identificé previamente un nuevo gen,
BCL9 desregulado solamente en este caso (Willis et al., 1998), pero no implicado en otros casos. Un informe
reciente caracterizé la 1(1;22)(q22;q11) en una linea celular de linfoma folicular (LF) y se encontré que el locus
FCGR2B, que codifica el receptor Fc de IgG de baja afinidad FCGRIIb, era elegido como diana en esta linea celular
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y en dos casos adicionales de FL (Callanan et al., 2000). Por ultimo, el locus MUC1 ha sido identificado en la
proximidad del punto de rotura de una t(1;14)(g21;932) en NHL (Dyomin et al., 2000; Gilles et al., 2000), y se han
encontrado reordenamientos del locus MUC1 en 6% de los NHL con anomalias 1g21 (Dyomin et al., 2000). Estos
resultados ponen de manifiesto la heterogeneidad de los puntos de rotura de 1g21 y la necesidad de identificar
oncogenes candidatos adicionales situados en este locus, ya que la gran mayoria de estas alteraciones permanecen
sin explicacion.

Miller et al. Blood, vol, 96, num. 11, 2000, describen la localizacién de una region de ADN de 300 kb de genes IRTA.
El documento WO-A1 00/17222 comenta proteinas secretadas humanas y acidos nucleicos aislados que contienen
las regiones de los genes que codifican tales proteinas. La secuencia de nucleétidos del "gen 11" comparte una
identidad de 78,5% con un solapamiento de 850 nucleétidos con la secuencia que codifica IRTA3. No obstante, la
secuencia de aminoacidos codificada por el gen 11 no muestra homologia con la proteina IRTA3 de la presente
invencion. El documento EP-A2 0 330 191 describe un método para la clonaciéon de ADNc a partir de bibliotecas de
expresion de mamiferos basadas en la expresion transitoria en células anfitrionas de mamifero. Ademas, el
documento WO-A1 02/06298, citado de acuerdo con el Articulo 54(3) EPC, describe una secuencia de acido
nucleico con una identidad de 93,1% en un solapamiento de 758 nucleétidos con una parte de la secuencia de
codifica IRTA3.

El objetivo de este estudio fue explorar mas a fondo la arquitectura de los reordenamientos cromosomicos 1g21 en
neoplasias malignas de las células B. Para ello, los autores de la presente invencion han empleado un enfoque de
clonacién molecular de la t(1;14)(q21;932) presente en la linea celular de mieloma FR4. Los autores de la presente
invencion han identificado dos nuevos genes que son elegidos como diana diferencialmente por anomalias de 1g21.
Estos genes codifican cinco nuevos miembros de la familia de receptores de inmunoglobulina, IRTA1, IRTA2, IRTA3,
IRTA4 y IRTA5 (Immunoglobulin superfamiliy Receptor Translocation Associated genes (Genes asociados a la
translocacion de receptores de la superfamilia de inmunoglobulina) 1, 2, 3, 4, y 5), que pueden ser importantes para
la funcién de los linfocitos normales y para las neoplasias malignas de células B.

Compendio de la invencion

Esta invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica la proteina receptora de
inmunoglobulina, Asociada a la Translocacion de Receptores de la superfamilia de Inmunoglobulinas, IRTA3.

Se describe un método para producir un polipéptido IRTA (proteina) que comprende: (a) introducir un vector que
comprende un acido nucleico aislado que codifica una proteina receptora de inmunoglobulina, Asociada a la
Translocacion de Receptores de la superfamilia de Inmunoglobulinas, IRTA, en una célula anfitriona adecuada; y (b)
cultivar la célula resultante para producir el polipéptido.

Esta invenciéon proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende al menos 15 nucledtidos
contiguos capaz de hibridar especificamente con una secuencia Unica incluida dentro de la secuencia de la molécula
de acido nucleico aislada que codifica la proteina IRTA3, o uno o varios fragmentos de la misma, que tienen la
secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de las Figuras 18C-1-18C-2.

Se describe un método para detectar una neoplasia maligna de células B o un tipo de neoplasia maligna de células
B en una muestra de un sujeto en donde la neoplasia maligna de células B comprende una reordenacion
cromosoémica 1g21, que comprende:

a) poner en contacto la muestra de ARN obtenida del sujeto con una molécula de acido nucleico de al menos
15 nucledtidos contiguos capaz de hibridar especificamente con una secuencia Unica incluida dentro de la
secuencia de un ARN aislado que codifica la proteina IRTA3 humana en condiciones que permiten la
hibridacion del ARN de la etapa (a) con la molécula de acido nucleico capaz de hibridar especificamente con
una secuencia Unica incluida dentro de la secuencia de un ARN aislado que codifica una proteina IRTA3
humana, en donde la molécula de acido nucleico estda marcada con un marcador detectable; y b) detectar
cualquier hibridacién en la etapa (a), en donde la deteccion de hibridacion indica la presencia de neoplasia
maligna de células B o un tipo de neoplasia maligna de células B en la muestra.

Se describe un oligonucleétido antisentido que tiene una secuencia capaz de hibridar especificamente con una
molécula de ARNm que codifica la proteina IRTA humana descrita con el fin de evitar la expresion en exceso de la
molécula de ARNm.

Esta invencién proporciona una proteina IRTA3 purificada que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en
las Figuras 18C-1-18C-2 (SEQ ID NO: 5).

Esta invencion proporciona uno o varios anticuerpos dirigidos a un epitopo de una proteina IRTA3 purificada, o uno o
varios fragmentos de los mismos, que tienen la secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras 18C-1-18C-2.

Esta invencion proporciona un anticuerpo dirigido a una proteina IRTA3 purificada.

Esta invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad del anticuerpo dirigido a una
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proteina IRTA3 eficaz para unirse a las células cancerosas que expresan una proteina IRTA3 humana con el fin de
evitar el crecimiento de las células cancerosas y un portador farmacéuticamente aceptable.

Se describe una composicion farmacéutica que comprende una cantidad de cualquiera de los oligonucleétidos de
moléculas de acido nucleico que codifican la proteinas IRTA descritas en la presente memoria eficaz para prevenir la
expresion en exceso de una proteina IRTA humana y un portador farmacéuticamente aceptable idéneo. Esta
invencion proporciona un método de diagnostico de neoplasias malignas de células B que comprende una
reordenacion cromosoémica 1921 en una muestra de un sujeto que comprende:

a) poner en contacto la muestra obtenida del sujeto con un anticuerpo dirigido a una proteina IRTA3 purificada
capaz de unirse especificamente con una proteina IRTA3 humana sobre la superficie celular de una célula
cancerosa en condiciones que permiten la uniéon del anticuerpo con la proteina IRTA3 humana sobre la
superficie celular de la célula cancerosa, en donde el anticuerpo esta marcado con un marcador detectable; y
b) detectar cualquier unién en la etapa (a), en donde la deteccion de la unién indica un diagnostico de
neoplasia maligna de células B en la muestra.

Se describe un método para detectar la proteina IRTA humana en una muestra que comprende: a) poner en
contacto la muestra con cualquiera de los anticuerpos anti-IRTA descritos anteriormente bajo condiciones que
permitan la formacion de un complejo entre el anticuerpo y la IRTA en la muestra; y b) detectar el complejo formado
en la etapa (a), detectando de ese modo la presencia de IRTA humana en la muestra.

Esta invencion proporciona el uso para el tratamiento de un sujeto que tiene un cancer de células B, que comprende
administrar al sujeto una cantidad de anticuerpo anti-IRTA3 eficaz para unirse a las células cancerosas que
expresan una proteina IRTA3 con el fin de evitar el crecimiento de las células cancerosas y un portador
farmacéuticamente aceptable.

Se describe un uso para el tratamiento de un sujeto que tiene un cancer de células B, que comprende administrar al
sujeto una cantidad de un oligonucleétido antisentido que tiene una secuencia capaz de hibridar especificamente
con una molécula de ARNm que codifica una proteina IRTA humana con el fin de evitar la expresion en exceso de la
proteina IRTA humana, con el fin de detener el crecimiento celular o inducir la muerte celular de las células
cancerosas que expresan una o varias proteinas IRTA y un portador farmacéuticamente aceptable.

También se describe una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de cualquiera de los
oligonucledtidos descritos en la presente memoria y un portador farmacéuticamente aceptable.

La invencién también proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un
anticuerpo dirigido contra un epitopo de la proteina IRTA3 descrita en la presente memoria y un portador
farmacéuticamente aceptable.

Breve descripcion de las figuras
Figuras 1A-1B.  Clonacién molecular de la translocacion t(1;14)(q21;932) en la linea celular de mieloma multiple

FR4. Fig. 1A) Representacion esquematica de los clones AFR4B-5 y AFR4S-a, que representan los
puntos de rotura der(14) y der(1), y de la linea germinal IgH y loci Ig21. Fig. 1B) Secuencia de
nucledtidos de la unidn del punto de rotura y su alineamiento con las regiones correspondientes de
la linea germinal del cromosoma 14. Sa, region de cambio de IgA; LCR: region de control del locus
3'IgH; B, BamHI; H, Hindlll; X, Xhol.

Figuras 2A-2B. Mapa gendmico del locus 1g21 en las proximidades del punto de rotura FR4. Fig. 2A) Mapa de

endonucleasas de restriccion y representacion esquematica de clones gendmicos, es decir,
bacteriofagos (1), cromosomas artificiales P1 (PAC) (2), y cromosoma artificial de levadura (YAC)
(3), que abarca el locus de 1g21 de la linea germinal en la regién del punto de rotura de FR4 (punta
de flecha). EI nombre de cada clon se coloca directamente sobre la parte superior de su
representacion. Los fragmentos finales derivados de los insertos de PAC y YAC se representan
como circulos, ya sea con una orientacion del vector SP6/T7 (PAC), ya sea con una orientacion del
vector del brazo izquierdo/derecho (YAC). El panel superior de la Fig. 1A representa la
organizacion gendémica de dos genes que rodean el punto de rotura de FR4. Los dos genes fueron
identificados por la captura del exén de PAC 49A16. Estan estrechamente espaciados en el
genoma, dentro de < 30 Kb uno de otro y se denominan MUM2 y MUM3 (mieloma multiple 2 y 3).
En el esquema de sus loci gendmicos, los recuadros de color negro indican los exones
codificantes, mientras que los recuadros de color blanco y gris claro o medio indican exones no
codificantes. Los intrones conectores son lineas. MUM3 (izquierda) da lugar a tres ARNm
empalmados alternativamente, que comparten todos una region no traducida 5' comun (UTR), pero
diversas UTR 3' (marcadas por diferentes tonos). Los nimeros debajo de los recuadros identifican
el orden de los exones del ADNc. Los exones menores de 100 pb se representan como lineas
verticales delgadas. La posicion y el tamafio de cada exon se determinaron por medio de
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secuenciacion de clones genémicos de PAC y de fagos y por hibridacién de sondas de ADNc con
ADN del clon digerido con endonucleasas. El mapeo de PAC y YAC se realizé por digestion parcial
con enzimas de corte raro seguido de Electroforesis en Gel de Campo Pulsado e hibridacion con
sondas internas y derivadas de los extremos. Las lineas discontinuas alinean las regiones de
solapamiento. S, Sacl; H, Hindlll; S, Swal; Pc, Pacl; P, Pmel; Fig. 2B) Mapa de conexiones
genéticas Genethon de 1921 en la regiéon del locus MUM2/MUM3. Los sitios de secuencia
expresada (STS) se ordenan a una distancia aproximada determinada previamente por Dib, C., et
al., (1996) Nature, 380: 162-164. EI STS WI-5435 (en negrita) esta contenido dentro de YAC
23GC4 y PAC 49A16. Las lineas verticales paralelas representan segmentos interrumpidos, cuyo
tamafio aproximado se representa anteriormente en megabases (MB). El dimensionamiento se
estimo por el tamafio de los contigos de YAC no quiméricos entre dos marcadores. El gen BCL9 en
el centromero fue clonado a partir de un punto de rotura de t(1;14)(q21;932) diferente por Willis
T.G. et al.,, (1998) Blood 91, 6: 1873-1.881. El gen FcGRIIA esta en el limite de la banda
cromosomica 1g21-g22.

Estructura del ARNm y patron de expresion de MUM2. Fig. 3A) Representacion esquematica del

ARNm de MUM2. Los recuadros grandes rellenos representan los dominios codificantes y los
recuadros vacios estrechos representan regiones no traducidas. SP, péptido sefial; EC, dominio
extracelular; TM, dominio transmembrana; CIT, dominio citoplasmico; A(n), cola poliA. La region
extracelular se compone de cuatro dominios similares a inmunoglobulina tal como se representa.
Las sefales de poliadenilacion alternativas (flechas) generan tres especies de ARNm de MUM2 (a,
b, c¢) cuya longitud (en Kb) oscila de 2,6 a 3,5. Fig. 3B) Analisis de transferencia Northern de la
expresion del ARNm de MUM2 en tejidos humanos del sistema inmunitario. La sonda de ADNc
utilizada para el analisis se muestra como una barra continua de color negro debajo del esquema
del ARNm en la Fig. 3A). Cada calle contiene 2 ug de ARNm del tejido correspondiente. En el lado
derecho de la transferencia, se representa la posicién de los marcadores de peso molecular de
ARN. La posicion de los transcritos de ARNm de MUM2 y GAPDH se muestra por medio de
flechas. (Se incluyé una sonda de GAPDH en la hibridacion como un control interno - sonda
marcada 0,15 ng + no marcada 50 ng). Los resultados de este analisis muestran expresion débil
de MUM2 en los ganglios linfaticos y el bazo. No se detectd expresion de MUM2 en una variedad
de tejidos humanos distintos (datos no mostrados). Fig. 3C) Analisis de transferencia Northern de
la expresion de MUM2 en ARN total de EREB, una linea de células linfoblastoides B transformadas
con EBV condicional. EREB lleva, el genoma de EBV con una proteina de fusion de EBNA2-
receptor de estrégeno, activa solo en presencia de estrégeno. Para este experimento, las células
fueron cultivadas en presencia de estrégeno (1 ug/ml), seguido de la retirada de estrégeno durante
los momentos indicados. Tras la retirada de estrogeno, las células EREB se someten a la
detencién GO0/G1, determinada por la pérdida de la expresion de c-myc. En la Fig. 3C, una
transferencia Northern del ARN total de EREB [10 ug por calle) se hibridé con la sonda de ADNc
de MUM2 mostrada en la Fig. 3A y la sonda de control interno de GAPDH, como en la Fig. 3B. Las
flechas indican la posicién de los ARNm correspondientes en la transferencia de EREB. a, la
banda C corresponde a la especie MUM2 en el panel de la Fig. 3A. A continuacion, la misma
transferencia se elimind y se volvié a sondear con una sonda de ADNc de c-myc (ex6n 2) para
verificar detencién en la GO/G1 celular. La cuantificaciéon del ARNm de MUM2 por medio del uso de
un analisis densitométrico Phosphorimager demuestra un aumento de 10 veces en sus niveles en
el plazo de 48 horas de la retirada de estrogeno, lo que sugiere que la expresion de MUM2 es
elevada ya que las células entran en una fase de reposo.

Estructura de ARNm y patron de expresion de MUMS3. Fig. 4A) Representacion esquematica del

ARNm de MUMS3. Los recuadros grandes rellenos representan dominios codificantes y los
recuadros vacios estrechos o de color gris representan regiones no traducidas. SP, péptido sefial;
EC, dominio extracelular; TM, dominio transmembrana; CIT, dominio citoplasmico; A(n), cola poliA.
La region extracelular se compone de dominios de tipo inmunoglobulina, tal como se representa. El
empalme alternativo genera cuatro especies de ARNm con diversa localizacion subcelular. Se
secretan las proteinas MUM3-a y d, mientras que MUMS3-b contiene un tramo hidréfobo de
aminoacidos en su extremo C-terminal que puede servir como sefial para la adicion de un anclaje
de glicofosfatidil-inositol (ancla de GPIl), como se muestra. MUMS3-c se extiende por la membrana
plasmatica. La identidad de secuencia entre las especies se indica mediante un relleno idéntico.
Fig. 4B) Analisis de transferencia Northern de la expresion del ARNm de MUM3 en multiples
tejidos humanos (izquierda) y en diversas lineas celulares linfoides y no linfoides (derecha). La
sonda de ADNc utilizada se muestra como una barra continua debajo del esquema de ADNc en la
Fig. 4A. Cada calle contiene 2 yg de ARNm del tejido o la linea celular correspondiente. La
posicion de los transcritos de ARNm de MUM3 y GAPDH se muestra por medio de flechas. (Se
incluyé una sonda de GAPDH en la hibridacién como control interno como se describe en la Fig.
3). a, b, c y d corresponden a la especie de ARNm de MUM3 mostrada en la Fig. 4A. RD, NC42 y
CB33, lineas de células B linfoblastoides transformadas con virus de Epstein-Barr; EREB, linea
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celular linfoblastoide B transformada con EBV condicional; FR4, linea de células de plasma;
MOLT4 y HUT78, lineas de células T; HL60 y U937, lineas de células mielomonociticas; K562,
linea de células eritroides. Los resultados sugieren que MUMS3 se expresa exclusivamente en los
tejidos del sistema inmunitario de la médula 6sea, la linfa y el bazo y en particular en las células B
con un fenotipo linfoblastoide.

Secuencias de nucleétidos y aminoacidos de MUM2 humano. La secuencia de aminoacidos

deducida se muestra por encima de la secuencia de nucledtidos con el cédigo de una letra y se
numera a la derecha, con la posicion 1 ajustada al primer codén del péptido sefial. El sitio de la
peptidasa sefal pronosticado se obtuvo por medio de un algoritmo informatico descrito por Nielsen
et al., Protein Engineering 10, 1-6 (1997) y se marca por medio de una punta de flecha. La sefal
de poliadenilacion AATAAA esta subrayada. Los sitios potenciales para la N-glicosilacion estan
subrayados también en la secuencia de aminoacidos. Un tramo hidréfobo de 16 aminoacidos que
se pronostica que abarca la membrana plasmatica esta doblemente subrayado. Los sitios de union
a SH2 consenso se destacan por medio de un subrayado ondulado.

Secuencia de nucleétidos y de aminoacidos de MUM3-a humana. La secuencia de aminoacidos

deducida se muestra por encima de la secuencia de nucledtidos con el cédigo de una letra y se
numera a la derecha, con la posicion 1 ajustada al primer codén del péptido sefial. El sitio
pronosticado para la escision de la peptidasa sefial se obtuvo como se ha indicado anteriormente y
se marca por medio de una punta de flecha. La sefial de poliadenilacion ATTAAA esta subrayada.
Los sitios potenciales para la N-glicosilacion también estan subrayados en la secuencia de
aminoacidos. La proteina carece de un dominio transmembrana y se prevé que sea secretada.

Secuencia de nucleétidos y de aminoacidos MUM3-b humana. La secuencia de aminoacidos

deducida se muestra por encima de la secuencia de nucledtidos con el cédigo de una letra y se
numera a la derecha, con la posicion 1 ajustada al primer codon del péptido sefial. El sitio
pronosticado para la escision de la peptidasa sefial se obtuvo como se ha indicado anteriormente y
se marca por medio de una punta de flecha. La sefal de poliadenilacion AATAAA esta subrayada.
Los sitios potenciales para la N-glicosilacion estan subrayados en la secuencia de aminoacidos.

Figura 6C-1-6C-2. Secuencia de nucledtidos y de aminoacidos de MUMS3-c humana. La secuencia de aminoacidos

Figuras 7A-7C.

Figuras 8A-8C.

deducida se muestra por encima de la secuencia de nucledtidos con el cédigo de una letra y es
numera a la derecha, con la posicion 1 ajustada al primer coddn del péptido sefial. El sitio
pronosticado para la escision de la peptidasa sefial se obtuvo como se ha indicado anteriormente y
se marca por medio de una punta de flecha. La sefial de poliadenilacion AATAAA esta subrayada.
Los sitios potenciales para la N-glicosilacion estan subrayados en la secuencia de aminoacidos. Un
tramo hidrofobo de 23 aminoacidos que se pronostica que abarca la membrana plasmatica esta
doblemente subrayado. Los sitios de union a SH2 consenso se destacan por medio de un
subrayado ondulado.

t(1;14)(921;32) en FR4 genera un transcrito de fusion MUM2/Ca. Fig. 7A) Representacion

esquematica del clon genoémico der(14) AFR4B-5 y del locus IgHA1 de la linea germinal. El punto
de rotura de FR4 esta marcado por medio de una flecha. Los recuadros rellenos y huecos
representan los exones codificantes de MUM2 y Calfa y los no codificantes, respectivamente. La
posicién de la sonda 1 para el exén de MUMZ2 utilizada para el analisis de transferencia Northern
se muestra por medio de una barra. Fig. 7B) El analisis de transferencia Northern con una sonda
para el exon 1 de MUM2 sobre FR4 y lineas celulares adicionales detecta un mensaje anormal de
0,8 Kb, selectivamente en FR4. Las puntas de flecha apuntan a la ubicacion de mensaje normal de
MUM2 en el ARNm de EREB. JJN3 y U266, lineas celulares de mieloma; EREB, linea celular
linfoblastoide B transformada con EVB condicional. Se cargaron dos yg de ARN poliA+ por calle.
Fig. 7C) Secuencia de nucledtidos y aminoacidos del ADNc de la fusion MUM2-Ca en FR4. El
ADNc se amplificd por medio de RT-PCR a partir del ARN total de FR4 usando los cebadores
mostrados en la Fig. 7A, y posteriormente se subclondé y se secuencidé. La secuencia de
aminoacidos deducida se muestra por encima de la secuencia de nucleétidos con el codigo de una
letra y se numera a la derecha con la posicion 1 ajustada al primer codon del péptido sefial. El sitio
pronosticado para la escision de la peptidasa sefial se obtuvo como se ha indicado anteriormente y
se marca por medio de una punta de flecha. La sefial de poliadenilacion AATAAA esta subrayada.
El dominio transmembrana Calfa esta subrayado. La porcion MUM2 del ADNc se muestra en
cursiva. H, Hindlll; B, BamHI; X, Xhol; Sa, regiéon de cambio de IgA; EC, region extracelular; TM,
transmembrana; CIT, dominio citoplasmico.

Clonacion molecular de la translocacion t(1;14)(g21;932) en la linea celular de mieloma multiple
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FR4. Fig. 8A) Representacion esquematica de los clones de fagos que representan los puntos de
rotura der(14) y der(1) y los loci IGH y 1921 de la linea germinal. Se indican 14 secuencias de
cromosomas mediante una linea continua de color negro representando los recuadros de color
negro los exones Ca1. Las secuencias del cromosoma 1 se muestran como una linea de color gris.
Las sondas utilizadas para el mapeo cromosomico se indican debajo del mapa. Los codigos para
las enzimas de restriccion son: B, BamH]I; H, Hindlll; X, Xhol; S, Sacl; E, EcoRI|. Para las enzimas
marcadas con un (*) sélo se muestran los sitios que delinean las sondas. Sa: regién de cambio de
IgA; LCR: region de control del locus 3'IgH. Fig. 8B) Secuencia de nucledtidos de las uniones de
los puntos de rotura y su alineamiento con las correspondientes regiones de la linea germinal de
los cromosomas 14 y 1. Fig. 8C) A la izquierda, analisis de hibridacion fluorescente in situ (FISH)
sobre dispersiones de metafase humana normales abarcando el clon PAC 49A16 (Fig. 13) la
region 1921 de la linea germinal en el punto de rotura de FR4. Derecha, imagen tefiida con DAPI
de la misma dispersion de metafase.

Estructura de los ADNc de IRTA1 e IRTA2. Figs.9A, 9B) Representacion esquematica de los ADNc

de IRTA1 (Fig. 9A) e IRTA2 (Fig. 9B) completos. Los recuadros rellenos, grandes representan
dominios codificantes y los recuadros estrechos representan las regiones no traducidas (UTR). El
sitio pronosticado para la escision de la peptidasa sefial esta marcado por medio de una punta de
flecha y se obtuvo de acuerdo con el servidor Red Informatica Mundial SignallP en
http://www.cbs.dtu.dk/service/SignallP. El algoritmo de prediccion de dominios transmembrana es
descrito por Tusnady et al., 1998. SP, péptido sefial; EC, dominio extracelular; Ig, de tipo
inmunoglobulina; TM, dominio transmembrana; CIT, dominio citoplasmico; A(n), cola poli A; GPI,
glicofosfatidil inositol. En la (Fig. 9A), las flechas en la UTR 3' indican diferentes sitios de adicion de
poliadenilacion utilizados en el ADNc de IRTA1. En la (Fig. 9B), se sombrean de manera diferente
las regiones UTR 3' de las isoformas de IRTA2. Las barras debajo de las regiones UTR en la (Fig.
9A) y la (Fig. 9B) identifican las sondas utilizadas para el analisis de transferencia Northern en la
Figura 12.

Figuras 10A-10B. Comparacion de las secuencias de aminoacidos de IRTA1 e IRTA2 con miembros de la familia de

receptores de Fc Fig. 10A) Alineamiento de secuencias multiples de los dos primeros (arriba) y el
tercero (abajo) dominios extracelulares para Ig de IRTA1 e IRTA2 para los miembros de la familia
de receptores de Fc. Las secuencias se compararon utilizando el programa ClustalW (Thompson
et al.,, 1994). Los recuadros sombreados de color negro indican aminoacidos conservados entre
todas las secuencias; los recuadros sombreadas de color gris oscuro indican aminoacidos
conservados entre al menos la mitad de las secuencias; los recuadros sombreados en color claro
indican las sustituciones conservativas. Fig. 10B) Alineamiento de los dominios de unién a SH2 de
IRTA1 e IRTA2 con los motivos de consenso ITAM e ITIM. Las posiciones de aminoacidos
conservados estan en negrita. El simbolo X representa cualquier aminoacido.

Figuras 11A-11B-4. Patron de expresion de IRTA1. Fig. 11A) Panel izquierdo. Andlisis de transferencia Northern de

la expresion del ARNm de IRTA1 en tejidos del sistema inmunitario humano. Cada calle contiene 2
mg de ARNm. La posicién de los marcadores de peso molecular de ARN se representa en el lado
derecho de la transferencia. Las posiciones de los transcritos de ARNm de IRTA1 y GAPDH se
muestran por medio de flechas. (Se incluyd una sonda de GAPDH en la hibridacion como un
control interno - sonda marcada 0,15 ng + no marcada 50 ng). Panel derecho. Analisis de
transferencia Northern de la expresion de IRTA1 en el ARN total de la linea celular ER/EB (10 mg
por calle). Para este experimento, las células fueron cultivadas en presencia de estrogeno (1
mg/ml), seguido de la retirada de estrégeno durante los momentos indicados. Las flechas indican
las posiciones del ARNm correspondiente. a, b y ¢ corresponden a especies poliadeniladas
diferencialmente de /RTA1. La misma transferencia se elimind y se volvi6 a sondear con una
sonda de ADNc MYC (exén 2) para verificar la detencion de G¢/Gi celular. El analisis
densitométrico de los niveles de ARNm de IRTA1 se representa en el grafico de columnas
adyacente. La sonda de ADNc utilizada se muestra como una barra continua por debajo del
esquema de ARNm de /RTA1 en la Figura 9A. Fig.11B-1-11B-4) Analisis de hibridacion in situ de la
expresion de IRTA1 en secciones seriadas de amigdala humana. 1. Sonda IRTA1 efectora 2.
Sonda IRTA1 antisentido 3. Tincién H & E 4. Sefal IRTA1 antisentido superpuesta sobre una
seccion tefiida con H & E. GC, centro germinal, MargZ, zona marginal

Figura 12A-12B-4. Patron de expresion de IRTA2. Fig. 12A) Andlisis de transferencia Northern de la expresion de

ARNm de IRTA2 en multiples tejidos humanos (panel izquierdo) y en diversas lineas celulares
linfoides y no linfoides (panel derecho). Cada calle contiene 2 mg de ARNm. Las posiciones de los
transcritos de IRTA2 y GAPDH se muestran por medio de flechas. a, b, ¢ y d corresponden a
isoformas de ARNm de IRTAZ2 de corte y empalme alternativo. RD, NC42 y CB33, lineas de células
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B linfoblastoides transformadas con virus de Epstein-Barr; EREB, linea celular linfoblastoide B
transformada con EBV condicional; FR4, linea de células de plasma; MOLT4 y HUT78, lineas de
células T; HL60 y U937, lineas de células mielomonociticas; K562, linea celular eritroide. La sonda
de ADNCc utilizada se muestra como una barra continua debajo del esquema del ARNm de IRTA2
en la Figura 9B. Figs.12B-1-12B-4) Analisis de hibridacion in situ de la expresion de IRTA2 en la
amigdala humana. Fig. 12B-1. Sonda de ADNc de /IRTA2 efectora, Fig. 12B-2. Sonda de ADNc de
IRTA2 antisentido, Fig. 12B-3. Tincion H & E, Fig. 12B-4. Sefial de la sonda de ADNc de IRTA2
antisentido superpuesta sobre la seccion tefiida con H & E. GC, centro germinal, MargZ, zona
marginal

Figura 13. Mapa de la region Ig21 de la linea germinal que abarca el punto de rotura FR4 y la organizacion

gendmica de IRTA1 e IRTA2. Los cebadores utilizados para amplificar los exones de IRTA1 a
partir de ADNc de bazo estan marcados por medio de puntas de flecha en el panel superior. Los
recuadros de color negro y claro indican exones codificantes y no codificantes respectivamente.
Las flechas indican la posiciéon de BCL9, MUC1, familia IRTA 'y FCGRIIB. loci. S, Sacl; H, Hindll;
S, Swal; Pc, Pacl; P, Pmel; Mb, Megabases

Figuras 14A-14D. t(1;14)(921;932) en FR4 genera un transcrito de fusion IRTA1/Ca. Fig. 14A) Representacion

esquematica del clon genémico der(14) 1FR4B-5 y del locus IgCa; de la linea germinal. El punto
de rotura FR4 estda marcado por una flecha. Los recuadros rellenos y vacios representan los
exones codificantes y no codificantes de IRTA2 y Ca;, respectivamente. Fig. 14B) El analisis de
transferencia Northern con una sonda del ex6n 1 de IRTA1 (que se muestra por medio de una
barra en la Fig. 14A) sobre FR4 y otras lineas celulares detecta un mensaje anormal en FR4. Las
puntas de flecha apuntan a la ubicacion del mensaje de IRTA1 normal en el ARNm de ER/EB.
JJUN3 y U266, lineas celulares de mieloma. Se cargaron dos mg de ARN poliA+ por calle. Fig. 14C)
Representacion esquematica del ADN de fusion IRTA1/Ca en FR4. EI ADNc se amplificé por RT-
PCR a partir de ARN total de FR4 utilizando los cebadores mostrados en la (Fig.14A), y se
secuenci6 después de la subclonacion. Fig. 14D) Analisis SDS/PAGE de los productos
inmunoprecipitados obtenidos a partir de células 293-T' transfectadas con control de vector y
transfectadas con constructos de expresion transitoria de IRTA1/ca (calles 1 y 2), o las siguientes
lineas celulares: linea de células linfoblastoides positiva para mIgA Dakiki (calle 3), FR4 (calle 4),
linea de células NHL positivas para migM Ramos (calle 5). H, Hindlll; B, BamHI; X, Xhol; Sa,
region de cambio de IgA; EC, region extracelular; TM, transmembrana; CIT, citoplasmatica.

Figuras 15A-15B. La expresion de IRTA2 esta desregulada en lineas celulares que portan anomalias 1g21. Figs.

15A, 15B) analisis de transferencia Northern de la expresién del ARNm de /IRTA2 en lineas
celulares de linfoma de Burkitt (Fig. 15A) y mieloma multiple (Fig.15B). La sonda de ADNc utilizada
es la misma que en la Fig. 12. Cada calle contiene 2 mg de ARNm. Las posiciones de los
transcritos de ARNm de /RTA2 y GAPDH se muestran por medio de guiones y flechas,
respectivamente. Los niveles relativos de expresion de ARNm de /IRTA2 en el panel de la izquierda
(Fig. 15A) se representaron en el panel de la derecha (Fig. 15A) después de analisis
densitométrico y la normalizacion frente a los niveles de GAPDH. El panel de la derecha (Fig. 15B)
es un resumen de los resultados del analisis de transferencia Northern.

Figuras 16-1-16-4 Expresion de IRTA1 en tejido linfoide normal. Se tifieron secciones incluidas en parafina de

amigdala humana normal con los anticuerpos siguientes: Fig. 16-1) Control negativo; Fig. 16-2)
Anticuerpo monoclonal de raton anti-CD3 para detectar las células T; Fig. 16-3) anticuerpo
monoclonal de ratén anti-IRTA1 (mIRTA); Fig. 16-4) anticuerpo policlonal de conejo anti-IRTA1
(J92884K). Las células positivas para IRTA1 se encuentran en la region perifolicular e intraepitelial
de la amigdala, equivalente a la zona marginal en el bazo.

Figura 17 Expresion de IRTA1 en un linfoma de células B en Tejido Linfoide Asociado a Mucosa del

estobmago (MALT). Se tifié una seccion incluida en parafina de un linfoma de células B MALT de
estdmago con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-IRTA1 (mIRTA) y se contratifid con H & E. La
mayoria de los linfomas MALT analizados eran positivos para IRTA1. Por tanto, este anticuerpo
puede ser una herramienta eficaz en el diagndstico diferencial del linfoma MALT. También se ha
demostrado que el anticuerpo contra mIRTA1 es util en la terapia de este tumor de células B, de
manera similar al uso del anticuerpo anti-CD20 (rituximab) en la terapia del linfoma positivo para
CD20 con recaida (Foon K., Cancer J. 6: pag. 273).

Figura 18A. ADNCc de IRTA1 y secuencia de aminoacidos de la proteina IRTA1codificada.
Figuras 18B-1-18B-3. ADNc de IRTA2 y secuencia de aminoacidos de la proteina IRTA2 codificada.
8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 586 850 T3

Figuras 18C-1-18C-2. ADNc de IRTA3 y secuencia de aminoacidos de la proteina IRTA3 codificada.
Figuras 18D-1-18D-2. ADNc de IRTA4 y secuencia de aminoacidos de la proteina IRTA4 codificada.
Figuras 18E-1-18E-2. ADNc de IRTAS5 y secuencia de aminoacidos de la proteina IRTA5 codificada.
Descripcion detallada de la invencién

Las siguientes abreviaturas convencionales se utilizan en toda la memoria para indicar nucleétidos especificos: C =
citosina; A = adenosina; T = timidina y G = guanosina.

Esta invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica la proteina receptora de
inmunoglobulina, Asociada a la Translocacion de Receptores de la superfamilia de Inmunoglobulinas, IRTA3.

Segun se utiliza en la presente memoria los genes "Asociados a la Translocacion de Receptores de
Inmunoglobulinas”, "IRTA" son moléculas de acido nucleico que codifican los receptores de la superficie celular
novedosos de la superfamilia de inmunoglobulinas en las células B que son importantes en el desarrollo de células
B, y cuya expresion anormal, p. €j., expresion desregulada, perturba las respuestas inmunoldgicas de las células B
en la superficie celular y por lo tanto estan implicadas en las neoplasias malignas de las células B, incluyendo la
linfomagénesis.

Las moléculas de acido nucleico que codifican proteinas denominadas proteinas "MUM-2" y "MUM-3" en la Primera
Serie de Experimentos que ahora se denominan genes "IRTA-1"e "IRTA-2", es decir, moléculas de acido nucleico
que codifican las proteinas IRTA-1 e IRTA-2, respectivamente. Las proteinas IRTA-3, 4 y 5 son miembros de la
misma la superfamilia de genes de inmunoglobulina como son las proteinas IRTA-1 e IRTA-2.

En una realizacion de la molécula de acido nucleico aislada descrita anteriormente ,la proteina IRTA codificada es la
proteina IRTA2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras 18C-1-18C-2 (SEQ ID NO: 5).

En otra realizacion de cualquiera de las moléculas de acido nucleico aisladas descritas anteriormente, la molécula de
acido nucleico es ADN. En realizaciones adicionales, el ADN es ADNc. En realizaciones adicionales, el ADN es ADN
gendmico. En otra realizacién, la molécula de acido nucleico es una molécula de ARN. En otra realizacion mas, la
molécula de ADN es ADNc que tiene la secuencia de nucleotidos expuesta en la Figura 18A (SEQ ID NO: 2).

En una realizacioén preferida de la molécula de acido nucleico aislada, las moléculas de acido nucleico codifican la
proteina IRTA3 humana.

En otra realizacion preferida, las moléculas aisladas de acido nucleico estan unidas operativamente a un promotor
de la transcripcion de ADN. En otra realizacion preferida mas de la molécula de acido nucleico aislada, el promotor
comprende un promotor bacteriano, de levadura, de insectos, de planta o de mamifero.

Esta invenciéon proporciona un vector que comprende cualquiera de las moléculas de acido nucleico aisladas
descritas anteriormente que codifican la proteina IRTA3, incluyendo pero no limitada a la proteina IRTA3 de
mamifero, de las cuales se prefieren la humana y la murina.

En una realizacion, el vector es un plasmido.

Esta invencion proporciona una célula anfitriona que comprende el vector descrito anteriormente que comprende
cualquiera de las moléculas de acido nucleico aisladas descritas anteriormente que codifican la proteina IRTA3.
Preferiblemente, las moléculas de acido nucleico aisladas en tales vectores estan unidas operativamente a un
promotor de la transcripcion de ADN. En otra realizacion de la célula anfitriona, se selecciona la célula de un grupo
que consiste en una célula bacteriana, una célula vegetal, y una célula de insecto y una célula de mamifero.

Se proporciona un método para producir un polipéptido (proteina) IRTA que comprende: (a) introducir un vector que
comprende un acido nucleico aislado que codifica una proteina receptora de inmunoglobulina, Asociada a la
Translocacion de Receptores de la superfamilia de Inmunoglobulinas, IRTA, en una célula anfitriona adecuada; y (b)
cultivar la célula resultante con el fin de producir el polipéptido.

En realizaciones adicionales, la proteina IRTA producida por el método descrito anteriormente puede ser recuperada
y en otra realizacién mas, puede ser purificada total o parcialmente. En una realizacion, la proteina IRTA es IRTA3.

En una realizacién adicional, la proteina IRTA puede ser una proteina de mamifero. En otra realizacién adicional, la
proteina de mamifero puede ser una proteina IRTA humana o de ratén.

Los genes IRTA (moléculas de acido nucleico que codifican proteinas IRTA IRTA1, IRTA2, IRTA3, IRTA4 e IRTA5)
son Utiles para la produccion de las proteinas IRTA codificadas de ese modo. Las proteinas IRTA son Utiles para la
produccion de anticuerpos; tales anticuerpos se utilizan como reactivos para el diagndstico diferencial de los
subtipos de linfoma en hematopatologia. Los anticuerpos dirigidos contra las proteinas IRTA y que se unen
especificamente a las proteinas IRTA también tienen usos terapéuticos, es decir, para dirigirse especificamente a las
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células tumorales, que pueden ser utilizados y administrados de manera similar a "Rituximab" (un anticuerpo anti-
CD20), que es un anticuerpo aprobado por la FDA para el tratamiento de los linfomas positivos para CD20 con
recaida (Foon K., Cancer J. 6 (5):273). Los anticuerpos anti-IRTA1, anti-IRTA2, anti-IRTA3, anti-IRTA4 y anti-IRTA5
también son marcadores Utiles para el aislamiento de subconjuntos especificos de células B en estudios de
investigacion de la biologia de células B normales y tumorales. Por otra parte, los anticuerpos anti-IRTA1, anti-
IRTA2, anti-IRTA3, anti-IRTA4 y anti-IRTA5 son reactivos de investigacion utiles para estudiar experimentalmente la
biologia de sefalizacion en las células B normales y tumorales.

Los métodos para introducir moléculas de acido nucleico en células son bien conocidos para los expertos en la
técnica. Tales métodos incluyen, por ejemplo, el uso de vectores virales y la co-precipitacion con fosfato de calcio.
Por consiguiente, las moléculas de acido nucleico que codifican las proteinas IRTA IRTA1, IRTA2, IRTAS3, IRTA4 e
IRTAS5 se pueden introducir en las células para la produccién de estas proteinas IRTA.

Se pueden emplear numerosos vectores para la expresion de las proteinas de la invencion IRTA3. Tales vectores,
incluyendo los vectores plasmidicos, los vectores cosmidos, los vectores de bacteriéfagos y otros virus, son bien
conocidos en la técnica. Por ejemplo, una clase de vectores utiliza elementos de ADN que derivan de virus animales
tales como virus del papiloma bovino, virus de polioma, adenovirus, virus vaccinia, baculovirus, retrovirus (RSV,
MMTV o MoMLYV), virus del bosque Semliki o virus SV40. Adicionalmente, las células que han integrado de forma
estable el ADN en sus cromosomas se pueden seleccionar introduciendo uno o mas marcadores que permiten la
seleccion de células anfitrionas transfectadas. Los marcadores pueden proporcionar, por ejemplo, prototrofia a un
anfitrién auxoétrofo, resistencia a biocidas o resistencia a metales pesados tales como el cobre. El gen marcador
seleccionable puede ser directamente ligado a las secuencias de ADN que se van a expresar, o puede ser
introducido en la misma célula por medio de transformacién simultanea.

Los elementos reguladores requeridos para la expresion incluyen secuencias promotoras que se van a unir a ARN
polimerasa y secuencias de inicio de la transcripcion para la union al ribosoma. También se pueden necesitar
elementos adicionales para la sintesis 6ptima del ARNm. Estos elementos adicionales pueden incluir sefiales de
empalme, asi como potenciadores y sefiales de terminacion. Por ejemplo, un vector de expresion bacteriano incluye
un promotor tal como el promotor lac y para el inicio de la transcripcién la secuencia de Shine-Dalgarno y el codon
de inicio AUG. De un modo similar, un vector de expresion eucariético incluye un promotor heterélogo u homaélogo
para la ARN polimerasa Il, una sefial de poliadenilacion aguas abajo, el codon de inicio AUG, y un codon de
terminacion para la separacion del ribosoma. Tales vectores se pueden obtener comercialmente o se pueden
ensamblar a partir de las secuencias descritas por métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo los métodos
descritos anteriormente para construir vectores en general.

Estos vectores se pueden introducir en una célula anfitriona adecuada para formar un sistema vector anfitrién para
producir las proteinas de la invencién. Los métodos de elaboracién de sistemas de vectores anfitriones son bien
conocidos por los expertos en la técnica.

Las células anfitrionas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, células bacterianas (incluyendo células Gram
positivas), células de levadura, células fungicas, células de insecto y células animales. Las células animales
adecuadas incluyen, pero no se limitan a células HelLa, células Cos, células CV1 y diversas células de mamiferos
primarias. Se pueden utilizar numerosas células de mamiferos como anfitriones, incluyendo, pero no limitadas a,
fibroblastos de raton, células NIH-3T3, células CHO, células Hela, células Ltk y células COS. Las células de
mamiferos pueden ser transfectadas por métodos bien conocidos en la técnica tales como precipitacion con fosfato
calcico, electroporacion y microinyeccion.

Se proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende al menos 15 nucledtidos contiguos capaces
de hibridar especificamente con una secuencia Unica incluida dentro de la secuencia de la molécula de acido
nucleico aislada que codifica la proteina IRTA3, que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la Figura 18C-1-
18C-2. En otros aspectos, las moléculas de acido nucleico aisladas se marcan con un marcador detectable. En otras
realizaciones adicionales de las moléculas de acido nucleico aisladas, el marcador detectable se selecciona del
grupo que consiste en un isétopo radiactivo, enzima, colorante, biotina, una marca fluorescente o una marca
quimioluminiscente.

Se describe_un método para detectar una neoplasia maligna de las células B o un tipo de neoplasia maligna de las
células B en una muestra de un sujeto en donde la neoplasia maligna de las células B comprende una reordenacion
cromosoémica 1g21, que comprende:

a) poner en contacto la muestra de ARN obtenida del sujeto con la molécula de acido nucleico de al menos 15
nucledtidos contiguos capaces de hibridar especificamente con una secuencia Unica incluida dentro de la
secuencia de un ARN aislado que codifica la proteina IRTA3 humana en condiciones que permiten la
hibridacion del ARN de la etapa (a) con la molécula de acido nucleico capaz de hibridar especificamente con
una secuencia Unica incluida dentro de la secuencia de un ARN aislado que codifica la proteina IRTA3
humana, en donde la molécula de acido nucleico estda marcada con un marcador detectable; y b) detectar
cualquier hibridacién en la etapa (a) en donde la deteccion de hibridacion indica la presencia de neoplasia
maligna de las células B o un tipo de neoplasia maligna de las células B en la muestra.
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La deteccion de la hibridacion de ARN que codifica las proteinas IRTA indicara que una neoplasia maligna es una
neoplasia maligna de las células B. Mas especificamente, la deteccion de hibridacion del ARN que codifica la
proteina IRTA1 indica que la neoplasia maligna de células B es un linfoma de células B de Tejido Linfoide Asociado
a la Mucosa (MALT). La deteccion de hibridacion de ARN que codifica las proteinas IRTA4 e IRTA5 indica que la
neoplasia maligna de las células B es un linfoma de células del manto. En una realizacion del método descrito
anteriormente, la neoplasia maligna de células B comprende una reordenaciéon cromosomica 1g21. Un experto
utilizara el método descrito anteriormente como ayuda para el diagnéstico junto con otros métodos convencionales
de deteccion/diagndstico de neoplasias malignas, p. €j., patologia de una muestra de tumor, que puede indicar
linfoma y a continuacién el método descrito anteriormente, restringira la neoplasia maligna a un linfoma de células B
0 mas especificamente a un linfoma de células B MALT) o un linfoma de células del manto como se ha discutido
anteriormente.

Un experto en la técnica esta familiarizado con los métodos conocidos de deteccién de hibridacién de moléculas de
acido nucleico con oligonucledtidos de acido nucleico, es decir, sondas de acido nucleico que codifican una proteina
de interés para métodos de diagnodstico. Las moléculas de acido nucleico que codifican las proteinas IRTA de la
presente invencion son utiles para detectar neoplasias malignas de las células B. Un experto en la técnica
reconocera que las variaciones del método descrito anteriormente para la deteccidon de una neoplasia maligna de las
células B en una muestra incluyen, pero no se limitan a, digestion del acido nucleico de la muestra con enzimas de
restriccion y separacion de los fragmentos de la molécula de acido nucleico asi obtenidos por medio de
fraccionamiento por tamafos antes de la hibridacion.

En un aspecto del método descrito anteriormente para la deteccién de una neoplasia maligna de células B en una
muestra de un sujeto, el marcador detectable es un is6topo radiactivo, una enzima, un colorante, biotina, una marca
fluorescente o una marca quimioluminiscente. En una realizacién preferida, como se define en las reivindicaciones,
la neoplasia maligna de células B se selecciona del grupo que consiste en linfoma de células B, mieloma multiple,
linfoma de Burkitt, linfoma de la zona marginal, linfoma difuso de células grandes y linfoma de las células foliculares.
En una realizacion, el linfoma de células B es linfoma de células B del Tejido Linfoide Asociado a la Mucosa (MALT).
En otra realizacion preferida, el linfoma de células B es linfoma no Hodgkin.

También se proporciona un oligonucleétido antisentido que tiene una secuencia capaz de hibridar especificamente
con una molécula de ARNm que codifica una proteina IRTA3 humana con el fin de evitar la expresién en exceso de
la molécula de ARNm.

En una realizacion de cualquiera de los oligonucleétidos de moléculas de acido nucleico descritos anteriormente que
codifican la proteina IRTA3, el acido nucleico puede ser ADN genémico o ADNc.

Un experto en la técnica esta familiarizado con los mecanismos convencionales para la hibridacion de acido nucleico
de oligonucledtidos, por ejemplo, Ausubel, F.M. et al. Current Protocols in Molecular Biology, (John Wiley & Sons,
Nueva York, 1998), por ejemplo condiciones restrictivas de 65°C en presencia de una concentracion de sal elevada.
Tales condiciones se utilizan para la hibridacién de acido nucleico completamente complementario, mientras que las
condiciones que no son restrictivas se utilizan para la hibridaciéon de acidos nucleicos que no son totalmente
complementarios.

Segun se utiliza en la presente memoria, la frase "hibridar especificamente" representa la capacidad de una
molécula de acido nucleico para reconocer una secuencia de acido nucleico complementaria a ella misma y para
formar segmentos de doble hélice mediante enlaces de hidrogeno entre pares de bases complementarias. Segun se
utiliza en la presente memoria, una "secuencia Unica" es una secuencia especifica sélo para las moléculas de acido
nucleico que codifican la proteina IRTA3. La tecnologia de sondas de acido nucleico es bien conocida para los
expertos en la técnica que apreciaran facilmente que tales sondas pueden variar mucho de longitud y pueden estar
marcadas con una marca detectable, tal como un radioisétopo o colorante fluorescente, para facilitar la detecciéon de
la sonda. La deteccion de moléculas de acido nucleico que codifican la proteina IRTA3 es util como prueba de
diagndstico para cualquier proceso de enfermedad en el que los niveles de expresion de la proteina IRTA3
correspondiente estan alterados. Las moléculas de sonda de ADN se producen mediante la inserciéon de una
molécula de ADN que codifica la proteina IRTA3 de mamifero o sus fragmentos en vectores adecuados, tales como
plasmidos o bacteriéfagos, seguido de la insercion en las células anfitrionas bacterianas adecuadas vy la replicacion y
la recoleccion de las sondas de ADN, todo ello utilizando bien los métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el
ADN puede ser extraido de un producto lisado celular utilizando fenol y etanol, digerido con las enzimas de
restriccion correspondientes a los sitios de insercion del ADN en el vector (comentado en la presente memoria),
sometido a electroforesis, y separado por corte del gel resultante. Las sondas de oligonucledtidos son utiles para la
hibridacion 'in situ' o con el fin de localizar tejidos que expresan esta familia de genes IRTA, y para otros analisis de
hibridacion para determinar la presencia de estos genes (moléculas de acido nucleico que codifican proteinas
IRTA3) o su ARNm en diversos tejidos biologicos. Adicionalmente, los oligonucledtidos sintetizados (producidos por
un sintetizador de ADN) complementarios a la secuencia de una molécula de ADN que codifica una proteina IRTA3
son utiles como sondas para estos genes, para su ARNm asociado, o para el aislamiento de genes relacionados por
escrutinio de homologia de bibliotecas gendmicas o de ADNc, o mediante el uso de técnicas de amplificacion tales
como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
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Esta invencién proporciona una proteina IRTA3 purificada que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en
las Figuras 18C-1-18C-2 (SEQ ID NO: 5). En una realizacién de la proteina IRTA3 purificada, la proteina IRTA3 es
IRTA3 humana.

Con el fin de facilitar la comprensién de la seccion de Detalles Experimentales siguiente, ciertos métodos y/o
términos que aparecen con frecuencia se describen mejor en Sambrook, et al. (1989) y Harlow y Lane Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Spring Harbor, Nueva York: 1988.

Esta invencién proporciona uno o varios anticuerpos dirigidos a un epitopo de proteina IRTA3 purificada, o uno o
varios fragmentos de los mismos, que tienen la secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras 18C-1-18C-2.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "anticuerpo” incluye, pero no se limita a, anticuerpos tanto de
origen natural como de origen no natural. Especificamente, el término "anticuerpo” incluye anticuerpos policlonales y
monoclonales, y fragmentos de union de los mismos. Ademas, el término "anticuerpo" incluye anticuerpos
quiméricos y anticuerpos completamente sintéticos, y fragmentos de los mismos. Los anticuerpos policlonales y
monoclonales pueden ser "purificados”, lo que significa que los anticuerpos policlonales y monoclonales estan libres
de cualquier otro anticuerpo. Segun se utiliza en la presente memoria, anticuerpo parcialmente purificado significa
una composicion de anticuerpos que comprende anticuerpos que se unen especificamente a la proteina IRTA de la
invencion sujeto, y consta de menos impurezas de proteina que el suero del cual derivan los anticuerpos. Una
impureza de proteina es una proteina distinta de los anticuerpos especificos para la proteina IRTA de la presente
invencion. Por ejemplo, los anticuerpos parcialmente purificados pueden ser una preparacion de IgG.

Los anticuerpos policlonales (anticuerpos anti-IRTA) se pueden producir mediante la inyeccion a un animal anfitrion
tal como un conejo, rata, cabra, ratén u otro animal del inmundgeno o los inmundgenos de esta invencion, p. ej. una
IRTA3 humana purificada descrita mas abajo. Los sueros se extraen del animal anfitrién y se escrutan para obtener
anticuerpos policlonales que son especificos para el inmundgeno. Los métodos de escrutinio de anticuerpos
policlonales son bien conocidos para los expertos normales en la técnica tales como los descritos en Harlow y Lane
Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Spring Harbor, Nueva York: 1988)

Los anticuerpos monoclonales anti-IRTA de la presente invencion pueden ser producidos mediante la inmunizacion,
por ejemplo, de ratones con un inmundégeno (el polipéptido IRTA o fragmentos del mismo descritos en la presente
memoria). A los ratones se les inocula por via intraperitoneal una cantidad inmunogénica del inmundgeno descrito
anteriormente y a continuacion se refuerza con cantidades similares de inmundégeno. Se recogen los bazos de los
ratones inmunizados unos pocos dias después del refuerzo final y se prepara una suspension de células a partir de
los bazos para su uso en la fusion.

Los hibridomas se pueden preparar a partir de los esplenocitos y un compafiero tumoral murino utilizando la técnica
de hibridacion de células somaticas general de Kohler, B. y Milstein, C., Nature (1975) 256: 495-497. Se pueden
utilizar en la hibridacién las lineas de mieloma murino disponibles, tales como las de la Coleccién Americana de
Cultivos Tipo (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, USA. Basicamente, la técnica implica
la fusion de las células tumorales y los esplenocitos utilizando un fuségeno tal como polietilenglicol. Después de la
fusion las células se separan del medio de fusion y se cultivan en un medio de crecimiento selectivo, tal como medio
HAT, para eliminar células parentales no hibridadas. Los hibridomas se pueden expandir, si se desea, y los
sobrenadantes se pueden analizar por procedimientos de inmunoanalisis convencionales, por ejemplo
radioinmunoanalisis, utilizando el agente inmunizante como antigeno. Los clones positivos se pueden caracterizar
adicionalmente para determinar si satisfacen los criterios de los anticuerpos de la invencion.

Los hibridomas que producen tales anticuerpos se pueden hacer crecer in vitro o in vivo utilizando procedimientos
conocidos. Los anticuerpos monoclonales se pueden aislar de los medios de cultivo o de los fluidos corporales,
segun corresponda, por medio de procedimientos de purificacion de inmunoglobulinas convencionales tales como
precipitacion con sulfato de amonio, electroforesis en gel, didlisis, cromatografia y ultrafiltracion, si se desea.

En la practica de la presente invencion cualquiera de los anticuerpos descritos anteriormente se puede marcar con
un marcador detectable. En una realizacion, el anticuerpo marcado es un anticuerpo marcado purificado. El término
"anticuerpo” incluye, a modo de ejemplo, anticuerpos tanto naturales como no naturales. Especificamente, el término
"anticuerpo” incluye anticuerpos policlonales y monoclonales, y fragmentos de los mismos. Ademas, el término
"anticuerpo” incluye anticuerpos quiméricos y anticuerpos completamente sintéticos, y fragmentos de los mismos.
Los "radicales detectables" que funcionan como marcas detectables son bien conocidos para los expertos en la
técnica e incluyen, pero no se limitan a, una marca fluorescente, un atomo radiactivo, un ion paramagnético, biotina,
una marca quimioluminiscente o una marca que se puede detectar a través de una etapa enzimatica secundaria o
de union. La etapa enzimatica secundaria o de unién puede comprender el uso de digoxigenina, fosfatasa alcalina,
peroxidasa de rabano picante, R-galactosidasa, fluoresceina o estreptavidina/biotina. Los métodos de marcaje de
anticuerpos son bien conocidos en la técnica.

Los métodos de recuperacion de suero de un sujeto son bien conocidos por los expertos en la técnica. Los métodos
de purificacion parcial de anticuerpos también son bien conocidos por los expertos en la técnica, € incluyen, a modo
de ejemplo, filtracion, cromatografia de intercambio i6nico, y precipitacion.
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Los anticuerpos policlonales y monoclonales de la invencion se pueden marcar con un marcador detectable. En una
realizacién, el anticuerpo marcado es un anticuerpo marcado purificado. El marcador detectable puede ser, por
ejemplo, un marcador radiactivo o fluorescente. Los métodos de marcaje de anticuerpos son bien conocidos en la
técnica.

La determinacion de si los anticuerpos policlonales y monoclonales de la presente invencién se unen a las células,
por ejemplo, células cancerosas, que expresan una proteina IRTA y forman un complejo con una o mas de las
proteinas IRTA descritas en la presente memoria, o fragmentos de las mismas, en la superficie de dichas células, se
puede llevar a cabo de acuerdo con métodos bien conocidos por los expertos en la técnica. En la realizacion
preferida, la determinacion se lleva a cabo de acuerdo con métodos de citometria de flujo.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden estar unidos a una matriz insoluble tal como la utilizada en la
cromatografia de afinidad. Las células que forman un complejo, es decir, se unen, con el anticuerpo policlonal o
monoclonal inmovilizado se pueden aislar por medio de métodos convencionales bien conocidos por los expertos en
la técnica. Por ejemplo, el aislamiento puede comprender cromatografia de afinidad utilizando el anticuerpo
inmovilizado.

Alternativamente, el anticuerpo puede ser un anticuerpo libre. En este caso, el aislamiento puede comprender la
clasificaciéon de células utilizando anticuerpos primarios o secundarios marcados. Tales métodos de clasificacion de
células son convencionales y son bien conocidos para los expertos en la técnica.

Esta invencion proporciona un anticuerpo dirigido a una proteina IRTA3 purificada. En una realizacion preferida del
anticuerpo anti-IRTA, la proteina IRTA es una proteina IRTA humana. La proteina IRTA puede ser cualquier proteina
IRTA de mamifero, incluyendo una proteina IRTA murina. En una realizacion adicional de cualquiera de los
anticuerpos descritos anteriormente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En otra realizacion, el anticuerpo
monoclonal es un anticuerpo monoclonal murino o un anticuerpo monoclonal humanizado. Segun se utiliza en la
presente memoria, "humanizado" representa un anticuerpo que tiene caracteristicas de un anticuerpo humano,
siendo dicho anticuerpo de origen no natural, pero creado utilizando técnicas de hibridoma en las que el anticuerpo
es de origen humano, excepto para la porciéon determinante antigénica, que es murina. En otra realizacion mas, el
anticuerpo es un anticuerpo policlonal.

En realizaciones preferidas, cualquiera de los anticuerpos de la presente invencion se puede conjugar con un agente
terapéutico. En otras realizaciones preferidas, el agente terapéutico es un radiois6topo, una toxina, un toxoide o un
agente quimioterapéutico. Los anticuerpos conjugados de la presente invencion se pueden administrar a un sujeto
que tiene un cancer de células B mediante cualquiera de los métodos proporcionados a continuacion.

Esta invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad del anticuerpo dirigido a una
proteina IRTA3 eficaz para unirse a las células cancerosas que expresan una proteina IRTA3 humana con el fin de
prevenir el crecimiento de las células cancerosas y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El anticuerpo anti-
IRTA puede estar dirigido a un epitopo de una proteina IRTA3. Las proteinas IRTA pueden ser proteinas IRTA
humanas o de raton.

En realizaciones preferidas de la composicion farmacéutica descrita anteriormente, las células cancerosas se
seleccionan del grupo que consiste en células de linfoma de células B, de mieloma multiple, de linfoma de células
del manto, de linfoma de Burkitt, de linfoma de la zona marginal, de linfoma difuso de células grandes y de linfoma
folicular. En otra realizacion preferida de la composicion farmacéutica, las células de linfoma de células B son células
de linfoma de células B de Tejido Linfoide Asociado a la Mucosa (MALT). En otra realizacion preferida de la
composicion farmacéutica, las células de linfoma de células B son células de linfoma no Hodgkin. Se describe una
composicion farmacéutica que comprende una cantidad de cualquiera de los oligonucleétidos descritos
anteriormente eficaz para prevenir la expresion en exceso de una proteina IRTA humana y un portador
farmacéuticamente aceptable idoneo. En una realizacion preferida de la composicion farmacéutica el oligonucleétido
es una molécula de acido nucleico que codifica una proteina IRTA3.

La proteina IRTA puede ser una proteina IRTA humana o de ratén.

Segun se utiliza en la presente memoria, "neoplasia maligna" significa susceptible de metastatizar. Segun se utiliza
en la presente memoria, "células tumorales" son las células que se originan a partir de un tumor, es decir, a partir de
un nuevo crecimiento de tejido diferente o anormal. Las células tumorales y las células cancerosas pueden existir
como parte de la masa tumoral, o pueden existir como células que flotan libremente, desprendidas de la masa
tumoral a partir de la cual se originan.

Segun se utiliza en la presente memoria, las células malignas incluyen, pero no se limitan en modo alguno a, linfoma
de células B, mieloma muiltiple, linfoma de Burkitt, linfoma de células del manto, linfoma de la zona marginal, linfoma
difuso de células grandes y linfoma folicular. El linfoma de células B es linfoma de células B de Tejido Linfoide
Asociado a la Mucosa (MALT) o es linfoma no Hodgkin.

Segun se utiliza en la presente memoria, "sujeto" es cualquier animal o animal modificado artificialmente. Los
animales modificados artificialmente incluyen, pero no se limitan a, ratones SCID con sistemas inmunitarios
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humanos. En una realizacion preferida, el sujeto es un ser humano.

Esta invencion proporciona un método de diagndstico de neoplasia maligna de células B que comprende una
reordenacion cromosémica Ig21 en una muestra de un sujeto que comprende:

a) poner en contacto la muestra obtenida del sujeto con un anticuerpo dirigido a una proteina IRTA3 purificada
capaz de unirse especificamente con una proteina IRTA3 humana sobre una superficie celular de una célula
cancerosa en condiciones que permiten la uniéon del anticuerpo con la proteina IRTA3 humana sobre la
superficie celular de la célula cancerosa, en donde el anticuerpo esta marcado con un marcador detectable; y
b) detectar cualquier unién en la etapa (a), en donde la deteccion de unién indica un diagnéstico de neoplasia
maligna de células B en la muestra.

En una realizacion del método de diagndstico descrito anteriormente de neoplasia maligna de células B, la proteina
IRTA es IRTA3.

En otra realizacion del método, la proteina IRTA es la proteina IRTA humana o de ratén. En una realizacion adicional
la proteina IRTA es purificada. En una realizacion preferida de este método, la neoplasia maligna de células B se
selecciona entre el grupo que consiste en linfoma de células B, mieloma multiple, linfoma de Burkitt, linfoma de la
zona marginal, linfoma difuso de células grandes y linfoma folicular. En otra realizacion mas de este método, el
linfoma de células B es linfoma de células B de Tejido Linfoide Asociado a la Mucosa (MALT). En otra realizacion
preferida de este método, el linfoma de células B es linfoma no Hodgkin.

Se describe un método para detectar la proteina IRTA humana en una muestra que comprende: a) poner en
contacto la muestra con cualquiera de los anticuerpos anti-IRTA descritos anteriormente bajo condiciones que
permitan la formacién de un complejo entre el anticuerpo y la IRTA en la muestra; y b) detectar el complejo formado
en la etapa (a), detectando de ese modo la presencia de IRTA humana en la muestra. En una realizacion la proteina
IRTA detectada puede ser una proteina IRTA3, que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras
18C-1-18C-2. Como se ha descrito anteriormente en este documento, la deteccién del complejo formado se puede
conseguir mediante el uso de anticuerpos marcados con un marcador detectable y la determinacion de la presencia
del complejo marcado.

La deteccion de la proteina IRTA humana en una muestra de un sujeto es otro método de diagndstico de neoplasia
maligna de células B en un sujeto. En una realizacién de este método de diagnéstico, la neoplasia maligna de
células B se selecciona del grupo que consiste en linfoma de células B, mieloma multiple, linfoma de Burkitt, linfoma
de la zona marginal, linfoma difuso de células grandes y linfoma folicular. En otra realizacion adicional de este
método, el linfoma de células B es linfoma de células B de Tejido Linfoide Asociado a la Mucosa (MALT). En otra
realizacion preferida de este método, el linfoma de células B es linfoma no Hodgkin.

Esta invencion proporciona la utilizacion de un tratamiento de un sujeto que tiene un cancer de células B, que
comprende administrar al sujeto una cantidad de anticuerpo anti-IRTA eficaz para unirse a las células cancerosas
que expresan una proteina IRTA con el fin de evitar el crecimiento de las células cancerosas y un portador
farmacéuticamente aceptable, tratando de este modo al sujeto. El crecimiento y la proliferacion de las células
cancerosas es inhibido de ese modo y las células cancerosas mueren. En una realizacién de la utilizacion
anteriormente descrita, la proteina IRTA es IRTA3 humana.

En una realizacién preferida de la utilizacion descrita anteriormente para el tratamiento de un sujeto que tiene un
cancer de células B, el anticuerpo anti-IRTA es un anticuerpo monoclonal. En otra realizacién del método, el
anticuerpo monoclonal es un anticuerpo monoclonal murino 0 un anticuerpo monoclonal humanizado. El anticuerpo
puede ser un anticuerpo quimérico. En una realizacién adicional, el anticuerpo anti-IRTA es un anticuerpo policlonal.
En una realizacion, el anticuerpo policlonal puede ser un anticuerpo policlonal murino o humano. En una realizacion
preferida, el cancer de células B se selecciona del grupo que consiste en linfoma de células B, mieloma muiltiple,
linfoma de Burkitt, linfoma de células del manto, linfoma de la zona marginal, linfoma difuso de células grandes y
linfoma folicular. En otra realizacién preferida, el linfoma de células B es linfoma de células B de Tejido Linfoide
Asociado a la Mucosa (MALT). En una realizacion preferida adicional, el linfoma de células B es linfoma no Hodgkin.
En una realizaciéon preferida del método de tratamiento de un sujeto que tiene un cancer de células B descrito
anteriormente, la administracién de la cantidad de anticuerpo anti-IRTA eficaz para unirse a las células cancerosas
que expresan una proteina IRTA es mediante liberaciéon intravenosa, intraperitoneal, intratecal, intralinfatica,
intramuscular, intralesional, parenteral, epidural, subcutanea; por infusion, por medio de liberacion mediada por
liposomas, liberacién en aerosol; tépica, oral, nasal, anal, ocular u ética. En otra realizaciéon preferida de los métodos
descritos anteriormente, el anticuerpo anti-IRTA se puede conjugar con un agente terapéutico. En otras realizaciones
preferidas, el agente terapéutico es un radioisétopo, una toxina, un toxoide o un agente quimioterapéutico.

Se describe una utilizacion para tratar a un sujeto que tiene un cancer de células B, que comprende administrar al
sujeto una cantidad de un oligonucleétido antisentido que tiene una secuencia capaz de hibridar especificamente
con una molécula de ARNm que codifica una proteina IRTA humana con el fin de evitar la expresion en exceso de la
proteina IRTA humana, con el fin de detener el crecimiento celular o de inducir la muerte celular de las células
cancerosas que expresan la proteina o las proteinas IRTA y un portador farmacéuticamente aceptable. Tratando de
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ese modo al sujeto.

En una realizacion de la utilizacion descrita anteriormente para el tratamiento de un sujeto que tiene un cancer de
células B, la proteina IRTA es la proteina IRTA3 humana. En una realizaciéon preferida, el cancer de células B se
selecciona del grupo que consiste en linfoma de células B, mieloma multiple, linfoma de Burkitt, linfoma de la zona
marginal, linfoma difuso de células grandes y linfoma folicular. En otra realizacién preferida, el linfoma de células B
es linfoma de células B de Tejido Linfoide Asociado a la Mucosa (MALT). En otra realizacion preferida mas, el
linfoma de células B es linfoma no Hodgkin. En realizaciones de cualquiera de los oligonucledtidos descritos
anteriormente de moléculas de acido nucleico que codifican la proteina IRTA3, el acido nucleico puede ser ADN
gendémico o ADNc. En una realizacion adicional preferida del método de tratamiento descrito anteriormente para
tratar un sujeto que tiene un cancer de células B, la administracion de la cantidad de oligonucleétido eficaz para
prevenir la expresion en exceso de la proteina IRTA humana mediante liberacion es intravenosa, intraperitoneal,
intratecal, intralinfatica, intramuscular, intralesional, parenteral, epidural, subcutanea; por infusién, mediante
liberacién mediada por liposomas, liberaciéon en aerosol; tépica, oral, nasal, anal, ocular u 6tica. En una realizaciéon
de los métodos descritos anteriormente, el oligonucleétido se puede conjugar con un agente terapéutico. En otras
realizaciones preferidas, el agente terapéutico es un radioisétopo, una toxina, un toxoide o un agente
quimioterapéutico.

La invencién también proporciona una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de los
oligonucledtidos o de los anticuerpos descritos anteriormente y un portador farmacéuticamente aceptable. En la
invencion sujeto una "cantidad eficaz" es cualquier cantidad de un oligonucleétido o un anticuerpo que, cuando se
administra a un sujeto que padece una enfermedad o anomalia contra las que el oligonucleétido o anticuerpo son
eficaces, causa una reduccion, remision o regresion de la enfermedad o anomalia. En la practica de esta invencion,
el "portador farmacéuticamente aceptable" es cualquier portador fisioldgico conocido para los expertos normales en
la técnica util en la formulacién de composiciones farmacéuticas.

Los portadores farmacéuticamente aceptables son bien conocidos para los expertos en la técnica e incluyen, pero no
se limitan a tampon fosfato 0,01-0,1 M y preferiblemente 0,05 M o solucién salina al 0,8%. Adicionalmente, tales
portadores farmacéuticamente aceptables pueden ser soluciones, suspensiones, y emulsiones acuosas o no
acuosas. Los ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como
aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los portadores acuosos incluyen agua,
soluciones, emulsiones o suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluyendo solucién salina y medios tamponados. Los
portadores parenterales incluyen solucién de cloruro sédico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sédico, solucion
de Ringer con lactato afiadido o aceites fijados. Los vehiculos intravenosos incluyen fluidos y reponedores de
nutrientes, reponedores de electrolitos tales como los basados en dextrosa de Ringer, y similares. También pueden
estar presentes otros aditivos, tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, gases
inertes y similares.

En una realizacion preferida, el portador farmacéutico puede ser un liquido y la composicion farmacéutica estaria en
forma de una solucién. En otra realizacion igualmente preferida, el portador farmacéuticamente aceptable es un
soélido y la composicion esta en la forma de un polvo o un comprimido. En una realizacién adicional, el portador
farmacéutico es un gel y la composicion esta en forma de un supositorio o una crema. En una realizacion adicional,
el compuesto se puede formular como parte de un parche transdérmico farmacéuticamente aceptable.

Un portador sélido puede incluir una o mas sustancias que también pueden actuar como agentes aromatizantes,
lubricantes, solubilizantes, agentes de suspension, cargas, antiapelmazantes, coadyuvantes de compresion,
aglutinantes o agentes disgregantes de comprimidos; también puede ser un material encapsulante. En los polvos, el
portador es un solido finamente dividido que estd mezclado con el ingrediente activo finamente dividido. En los
comprimidos, el ingrediente activo se mezcla con un portador que tiene las propiedades de compresion necesarias
en proporciones adecuadas y se compacta en la forma y el tamafio deseados. Los polvos y los comprimidos
contienen preferiblemente hasta 99% del ingrediente activo. Los portadores sélidos adecuados incluyen, por
ejemplo, fosfato de calcio, estearato de magnesio, talco, azlcares, lactosa, dextrina, almidon, gelatina, celulosa,
polivinilpirrolidona, ceras de bajo punto de fusion y resinas de intercambio i6nico.

Los portadores liquidos se utilizan en la preparacion de soluciones, suspensiones, emulsiones, jarabes, elixires y
composiciones presurizadas. El ingrediente activo se puede disolver o suspender en un portador liquido
farmacéuticamente aceptable tal como agua, un disolvente organico, una mezcla de ambos o aceites o grasas
farmacéuticamente aceptables. El portador liquido puede contener otros aditivos farmacéuticos adecuados tales
como solubilizantes, emulsionantes, tampones, conservantes, edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes de
suspension, agentes espesantes, colorantes, reguladores de la viscosidad, estabilizantes u osmorreguladores. Los
ejemplos adecuados de portadores liquidos para administracion oral y parenteral incluyen agua (que contiene
parcialmente aditivos como los anteriores, p. e€j., derivados de celulosa, preferentemente solucion de
carboximetilcelulosa sédica), alcoholes (incluyendo alcoholes monohidroxilados y alcoholes polihidroxilados, p. €;.
glicoles) y sus derivados, y aceites (p. €j., aceite de coco fraccionado y aceite de cacahuete). Para la administracion
parenteral, el portador también puede ser un éster oleoso tal como oleato de etilo y miristato de isopropilo. Los
portadores liquidos estériles son utiles en composiciones estériles en forma liquida para la administraciéon parenteral.
El portador liquido para composiciones presurizadas puede ser un hidrocarburo halogenado u otro propelente

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 586 850 T3

farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas liquidas que son soluciones o suspensiones estériles se pueden utilizar, por
ejemplo, mediante inyeccion intramuscular, intratecal, epidural, intraperitoneal o subcutanea. Las soluciones estériles
también se pueden administrar por via intravenosa. Los compuestos se pueden preparar como una composicion
solida estéril que se puede disolver o suspender en el momento de la administracion utilizando agua estéril, solucion
salina, u otro medio inyectable estéril apropiado. Se pretende que los portadores incluyan los aglutinantes, agentes
de suspension, lubricantes, aromatizantes, edulcorantes, conservantes, colorantes, y recubrimientos necesarios e
inertes.

La composicion farmacéutica que comprende el oligonucleétido o el anticuerpo se puede administrar oralmente en
forma de una solucidon o suspension estéril que contiene otros solutos o agentes de suspension, por ejemplo,
suficiente solucién salina o glucosa para hacer la solucién isoténica, sales biliares, acacia, gelatina, monooleato de
sorbitan, polisorbato 80 (ésteres oleato de sorbitol y sus anhidridos copolimerizados con 6xido de etileno) y
similares.

La composicion farmacéutica que comprende el oligonucleétido o el anticuerpo también se puede administrar por via
oral en forma de una composicion liquida o sélida. Las composiciones adecuadas para administracion oral incluyen
formas solidas, tales como pildoras, capsulas, granulos, comprimidos y polvos, y formas liquidas, tales como
soluciones, jarabes, elixires, y suspensiones. Las formas Utiles para la administracion parenteral incluyen soluciones,
emulsiones, y suspensiones estériles.

Las dosificaciones 6ptimas que se van a administrar pueden ser determinadas por los expertos en la técnica, y
variaran con el inhibidor concreto en uso, la fuerza de la preparacion, el modo de administracion, y el progreso del
estado de enfermedad o anomalia. Otros factores que dependen del sujeto concreto a tratar daran como resultado la
necesidad de ajustar las dosificaciones, incluyendo la edad del sujeto, el peso, el sexo, la dieta y el tiempo de
administracion.

Esta invencién se entendera mejor a partir de los Detalles Experimentales siguientes. Sin embargo, un experto en la
técnica apreciara facilmente que los métodos y resultados especificos comentados son meramente ilustrativos de la
invencion como se describe mas completamente en las reivindicaciones siguientes.

DETALLES EXPERIMENTALES

Primera serie de experimentos

El analisis molecular de las translocaciones cromosémicas asociadas con el mieloma mdltiple (MM) ha indicado que
la patogénesis de esta neoplasia maligna puede ser heterogénea, estando asociada con varios oncogenes distintos
incluyendo BCL-1, MUM-1 y FGFR3. Las anomalias estructurales del cromosoma 1921, incluyendo las
translocaciones con el cromosoma 1432, representan aberraciones citogenéticas frecuentes asociadas con el
mieloma multiple. Con el fin de identificar los genes implicados en estas translocaciones, se clonaron las regiones
del punto de rotura correspondientes a ambos derivados de una t(1;14)(q21;932) detectable en la linea celular de
plasmacitoma humano FR4. El analisis de las secuencias del punto de rotura mostré que implicaban una
recombinacion reciproca entre el locus de la cadena pesada de inmunoglobulina (IgH) en 14932 y secuencias
desconocidas en 1g21. El locus normal correspondiente a la regiéon 1921 implicada en la translocacion se clond y se
identificaron los genes adyacentes a la region del punto de rotura por medio de una estrategia de captura del exon.
Se encontraron dos genes, localizados a una distancia de 20 Kb entre si, en la regién que abarcaba el punto de
rotura en 1g21. El primer gen, denominado MUM-2 (mieloma multiple 2) se expresa como un transcrito de ARNm de
2,5 Kb detectable en el bazo y los ganglios linfaticos. La clonacion y secuenciacion del ADNc de MUM-2 completo
pronostica una glicoproteina de la superficie celular de 515 aminoacidos que contiene cuatro dominios de tipo Ig
extracelulares, uno transmembrana y un dominio citoplasmatico y que comparten 37% de identidad (51% de
homologia) con el receptor | gamma de Fc sobre sus tres primeros dominios extracelulares. En las células FR4, los
puntos de rotura de la translocacion interrumpen el dominio codificante de MUM-2 y lo yuxtaponen al locus IgH en la
misma orientacion transcripcional. Como consecuencia, los transcritos MUM-2 especificos de FR4 estructuralmente
anormales (3,0, 5,2 y 6,0 Kb) en los ganglios linfaticos y el bazo codifican una proteina con un dominio extracelular
que contiene seis dominios de tipo I|g homdlogos a los miembros de las familias de receptores Fc gamma y de
adherencia de tipo Ig. La estructura de los genes MUM-2 y MUM-3 y su participacién directa en una translocacion
asociada a MM sugieren que estos genes codifican los receptores de la superficie celular novedosos importantes
para la funcion de los linfocitos normales y las neoplasias malignas de las células B.

Segunda serie de experimentos

Procedimientos experimentales
Lineas celulares

Las lineas celulares de MM utilizadas en este estudio (FR4, U266, JIN3, EJM, SKMM1, RPMI-8226, XG1, XG2,
XG4, XG6, XG7) han sido referidas previamente (Tagawa et al., 1990), (Jernberg et al., 1987), (Hamilton et al., 1990;

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 586 850 T3

Jackson et al., 1989), (Eton et al., 1989), (Zhang et al., 1994). La linea celular FR4 se establecioé en el laboratorio de
uno de los autores (S.T.). Las lineas celulares U266, JIN3 y EJM fueron donaciones del Dr. K. Nilsson (Universidad
de Uppsala, Uppsala, Suecia) y la linea celular SKMM-1 fue una donacién A.N. Houghton (Memorial Sloan Kettering
Cancer Center, Nueva York, NY). Las cinco lineas de células XG se obtuvieron del Dr. Bernard Klein y se cultivaron
en presencia de 1 ng/ml de IL-6 humana recombinante como se ha descrito previamente (Zhang et al., 1994). Las
lineas celulares BL con anomalias 1921 se han descrito previamente (Polito et al., 1995), (Magrath et al., 1980) y se
cultivaron en RPMI, FCS al 10%.

Seleccion de la biblioteca genémica y de ADNc y analisis de la secuencia de ADN

Se construyeron dos bibliotecas genémicas a partir de ADN gendmico de FR4 por medio de digestién completa con
BamHI o por medio de digestion parcial con Sau3Al y posterior ligacion de las fracciones purificadas en gel en el
vector de fago 1DASH-II (Stratagene). La biblioteca de BamHI se escruté con una sonda Xhol-BamHI de 4,2 kb
derivada del locus de Ca y la biblioteca Sau3Al se escruté con una sonda 5'Sa descrita previamente (Bergsagel et
al., 1996). Se escruté una biblioteca de ADN de placenta humana (Stratagene) con una sonda 1.0EH (Figuras 8A-
8C) para obtener el locus 1921 de la linea germinal. El escrutinio de la biblioteca y el aislamiento de la placa se
llevaron a cabo de acuerdo con los procedimientos establecidos (Sambrook et al., 1989). Los clones de ADNc de
IRTA1 e IRTAZ2 se aislaron a partir de una biblioteca de ADNc oligo-dT/cebada al azar construida a partir de ARN de
bazo humano normal (Clontech). La sonda de ADNc de /IRTA1 utilizada para el escrutinio de la biblioteca se obtuvo a
partir de la RT-PCR de ADNc de bazo humano utilizando los cebadores que flanquean los exones 1 y 3. La
secuenciacion del ADN se llevd a cabo en un secuenciador automatizado ABI 373 (Applied Biosystems). Las
busquedas de homologia de secuencia se llevaron a cabo a través del servidor de correo electronico BLAST en el
Centro Nacional de Informacién Biotecnologica, Bethesda, MD.

Aislamiento de PAC y YAC y captura de exones

Los clones de PAC humanos se obtuvieron mediante escrutinio de una biblioteca PAC humana aplicada sobre
membranas de nailon (Research Genetics), con la sonda de 1,0 EH (Figuras 8A-8C). Se escruto la biblioteca de
YAC humanos Zeneca (antes TCI) (Anand et al., 1990) obtenida del United Kingdom Human Genome Mapping
Resource center (UK-HGMP) utilizando una estrategia de agrupamiento basada en la PCR. La captura de exones se
realizé utilizando el sistema de captura de exones (Gibco BRL), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Aislamiento de clones finales de PAC/YAC, electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y analisis de hibridacion
con fluorescencia en situ (FISH)

La extraccion de ADN de PAC se realizé de acuerdo con los métodos de lisis alcalina convencionales (Drakopoli N et
al., 1996). Se utilizé6 un método de PCR vectorette para aislar sondas terminales de PAC y YAC (Riley et al., 1990),
como se ha descrito previamente (lida et al., 1990). El analisis de PFGE se realizé de acuerdo con protocolos
convencionales (Drakopoli N et al., 1996) utilizando el sistema CHEF Mapper (BioRad, Hercules, CA). El marcaje
con biotina del ADN de PAC, la preparacion de cromosomas y FISH se realizaron como se ha descrito previamente
(Rao et al., 1993).

Analisis de transferencia Southern y Northern, RACE y RT-PCR

Los analisis de transferencia Southern y Northern se realizaron como se ha descrito previamente (Neri et al., 1991).
Para los analisis de transferencia Northern se preparé el ARN total por el método del tiocianato de guanidinio y se
selecciond el ARN poli(A) utilizando cuentas recubiertas con poli(T) (Kit Oligotex de Quigen). Para las transferencias
Northern, se cargaron 2 mg de ARN poli(A) por calle. Se obtuvieron filtros Northern de multiples tejidos de Clontech.
La RACE se realizé utilizando el kit de Amplificacion de ADNc Marathon (Clontech) y ADNc de bazo Marathon-
Ready. La sintesis de la primera hebra de ADNc se realizé utilizando el sistema SuperScript RT-PCR (Gibco BRL).

Hibridacion in situ

Se transcribieron sondas de ARNc antisentido y efectoras que contenian digoxigenina con ARN polimerasa T3y T7,
respectivamente, a partir de plasmidos pBluescript KS+ linealizados que contenian la region codificante de los ADNc
(nucleodtidos 62-1681 de IRTA1 y 18 a 2996 de IRTA2.) Se congeld instantaneamente tejido tonsilar humano
hiperplasico extirpado quirdrgicamente de nifios del Babies Hospital, Columbia Presbyterian Medical Center en hielo
seco en polvo. Las secciones del criostato se almacenaron durante varios dias a -80 grados C antes del
procesamiento. La hibridacion no radiactiva in situ se realizé esencialmente como se ha descrito (Frank et al., 1999),
excepto que el tiempo de fijacion en paraformaldehido al 4% se aumenté a 20 minutos, y se omitié el tratamiento con
proteinasa K. La rigurosidad de la hibridacion fue de 68 grados C, en 5X SSC, formamida al 50%. La tincién de los
anticuerpos anti-digoxagenina conjugados con fosfatasa alcalina se desarrollo con el sustrato BCIP/NBT.

Transfeccion, inmunoprecipitacion y transferencia Western.

Se transfectaron de manera transitoria células 293 (ATCC), cultivadas en DMEM, FCS al 10%, de acuerdo con el
método de fosfato de calcio convencional, con constructos de expresion transitoria pMT2T y pMT2T-IRTA1/Ca. Este
dltimo fue generado utilizando el producto de la RT-PCR de IRTA7/Ca de FR4. Las células (2x10° de transfectantes
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y 2x10” de lineas celulares restantes) se solubilizaron en tampon de lisis Triton X-100 (NaCl 150 mM, Tris-HCI 10
mM [pH 7,4], TX-100 al 1%, BSA al 0,1%) en presencia de un coéctel de inhibidores de proteasa (Roche
Biochemicals). Los productos lisados se incubaron a 4°C durante 2 horas con 4 mg/ml del anticuerpo monoclonal
Num. 117-332-1 (Yu et al., 1990) (Tanox Biosystems, Inc, Houston, Texas) que se originaron contra la porcion
extracelular del péptido de membrana IgA. Los complejos inmunitarios se aislaron con proteina G-Sepharose
(Pharmacia) antes de la electroforesis sobre geles en gradiente al 10-20% de Tris-HCI (BioRad) y de la
inmunotransferencia, utilizando 15 mg/ml del anticuerpo Nim. 117-332-1. Los resultados se visualizaron por medio
de ECL (Amersham).

RESULTADOS
Clonacion Molecular de la t(1;14)(q21;932)

Las translocaciones cromosomicas que involucran al locus de la cadena pesada de Ig (IGH) se producen a menudo
dentro o cerca de regiones de cambio de IgH como resultado de eventos de recombinaciéon de cambio "ilegitimos"
(Dalla-Favera et al., 1983; Chesi et al., 1996; Chesi et al., 1998). Los puntos de rotura se pueden detectar mediante
analisis de hibridacién por transferencia Southern como alelos reordenados en los que las secuencias de la region
constante (Cx) de IGH han perdido su asociacion sinténica con las secuencias de la region de union (Ju) de IGH y de
cambio 5' (S) (Dalla-Favera et al., 1983; Neri et al., 1988; Neri et al., 1991; Bergsagel et al., 1995). Este analisis ha
llevado a la identificacion de varios comparieros cromosomicos para el locus IgH en B-NHL y MM (Taub et al., 1982;
Dalla-Favera et al., 1983; Neri et al., 1988; Neri et al., 1991; Ye et al., 1993; Chesi et al., 1996; Richelda et al., 1997;
lida et al., 1997; Dyomin et al., 1997; Dyomin et al., 2000). Los autores de la presente invencion emplearon la misma
estrategia con el fin de clonar la regién del punto de rotura de 1921 en FR4, una linea celular de mieloma que porta
una t(1;14)(921;932), segun lo determinado por andlisis citogenético (Tagawa et al., 1990; Taniwaki M, resultados no
publicados). Dos "fragmentos ilegitimamente reordenados se identificaron en el locus de la cadena pesada Ca en
FR4 mediante analisis de transferencia Southern (datos no mostrados), y se clonaron a partir de bibliotecas de fagos
construidas a partir de ADN gendmico de FR4. El mapeo de restriccion, la hibridacion por transferencia Southern y la
secuenciacion de nucleétidos parcial de dos fagos gendmicos (clones lambda FR4B-5 y A FR4S-a, Figura 8A)
demostraron que contenian los puntos de rotura cromosémicos de una translocacion equilibrada reciproca entre el
locus Cas en 14932 y secuencias distintas de TGH. A continuacion se utilizé una sonda (1.0EH) que representaba
estas secuencias distintas de IgH (Figura 8A) para clonar el correspondiente locus gendémico normal a partir
bibliotecas gendmicas humanas del cromosoma artificial del fago P1 (PAC), y el cromosoma artificial de levadura
(YAC). El analisis de hibridacion fluorescente in situ (FISH) de las propagaciones de la metafase humana normal
utilizando el clon PAC no quimérico de 100 kb 49A16 que abarca la region del punto de rotura (véase mas abajo,
Figura 13), identificd el locus cromosémico compafiero como derivado de la banda 1921 (Figura 8C). El mapeo de un
Unico locus dentro del cromosoma 1 se confirmé por hibridacion de dos sondas no repetitivas a ADN de un panel de
hibridos de células somaticas representativo de cromosomas humanos individuales (datos no mostrados). Estos
resultados fueron compatibles con la clonacién de secuencias que abarcan la t(1;14)(g21;932) en FR4.

El analisis de secuencia de las regiones de punto de rotura en los cromosomas derivados y el alineamiento con los
loci 14932 y 1921 de la linea germinal revelaron que el punto de rotura se habia producido en el intron entre CH3 y
el exon transmembrana de Cay en el cromosoma 14. Aunque la region del punto de rotura estaba desprovista de
secuencias sefial de recombinacion (RSS) o secuencias de sefial de cambio (Kuppers et al., 1999), la secuencia
CTTAAC (subrayada en la Figura 8B) estaba presente en ambos cromosomas 14 y 1 de la linea germinal en la unién
del punto de rotura. Una copia de esta secuencia estaba presente en cada uno de los cromosomas derivados, con
una ligera modificacion en la copia der(1) (mutacion puntual en el dltimo nucleétido: C a G). Los nucledtidos AT que
preceden a CTTAAC en el cromosoma 1 también estaban presentes en ambos cromosomas derivados (Figura 8B).
La translocacion no dio lugar a ninguna pérdida de secuencias en el cromosoma 1. Por otro lado, en la porcion del
cromosoma 14 de der(1) los autores de la presente invencion observaron dos deleciones aguas arriba de la unién
del punto de rotura: una delecidon de 16 nucledtidos (GGCACCTCCCCTTAAC) y una delecion de 4 nucledtidos
(TGCA) 6 nucleotidos aguas arriba (Figura 8B). Estas observaciones indican que la t(1;14)(g21;932) en las células
FR4 representa una translocacion reciproca equilibrada posiblemente facilitada por la presencia de secuencias
homologas. (CTTAAC) en ambos cromosomas.

La region del punto de rotura de 1921 contiene genes que codifican nuevos miembros de la superfamilia de
receptores de inmunoglobulina

Los autores de la presente invencion investigaron a continuacion si la region del cromosoma 1921 que abarca el
punto de rotura de la translocacién en FR4 contiene una unidad transcripcional. EI ADN de los clones de PAC
parcialmente solapantes 49A16 y 210K22 (Figura 13) fueron clonados por medio de "pistola génica" en plasmidos,
secuenciados y analizados para determinar la homologia con genes conocidos en bases de datos del genoma
humano. Paralelamente, se buscaron los genes candidato en el PAC 49A16 por medio de una estrategia de captura
de exones (Church et al., 1994).

El mapeo de los exones candidato sobre los clones genémicos de 1921 reveld que el punto de rotura de FR4 se
habia producido entre dos exones atrapados (véase mas abajo, Figura 13), que pertenecian al mismo transcrito, ya
que podrian estar conectados por RT-PCR utilizando ARN de bazo. A continuacion, se utilizé este producto de RT-
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PCR como sonda para escrutar una biblioteca de ADNc de bazo con el fin de aislar clones completos
correspondientes a este transcrito. Se identificaron dos conjuntos de clones de ADNc, que pertenecian a dos
transcritos distintos y que compartian una identidad de secuencia de ARNm de 76% dentro de la regién de la sonda
de 443 pb. Los clones de ADNc completos para ambos transcritos se obtuvieron mediante amplificacién rapida de
extremos de ADNc (RACE) en ADNc de bazo humano que generd productos de extension 5'y 3.

La estructura esquematica del ADNc que representa el primer transcrito se representa en la Figura 9A. El uso
alternativo de los tres posibles sitios de poliadenilacion en su region no traducida 3 da lugar a tres especies de
ARNm de 2,6, 2,7 y 3,5 kb, que codifican la misma supuesta proteina de 515-aminoacidos (Figura 9A). Las
caracteristicas pronosticadas de esta proteina incluyen un péptido sefial, de acuerdo con la regla [-3, -1] (von Heijne,
1986), cuatro dominios extracelulares de tipo Ig que llevan tres sitios de glicosilacion potenciales unidos a (N) de
asparragina (Figura 9A), uno transmembrana de 16 aminoacidos y un dominio citoplasmatico de 106 aminoacidos,
con tres supuestos dominios de unién de homologia 2 a Src (SH2) consenso (Unkeless y Jin, 1997) (Figura 10B).
Estos dominios de unién a (SH2) muestran caracteristicas de motivos tanto ITAM (Motivo Inmunorreceptor basado
en la Activacion de Tirosina D/EX7D/EXoYXXL/IXe.sYXXL/I; donde X indica los residuos no conservados) (Reth,
1989) como motivos ITIM (Motivo de Inhibicion de Inmunorreceptor basado en Tirosina - 5/V/L/IYXXL/V, donde X
indica residuos no conservados) (Unkeless y Jin, 1997). Como se muestra en la Figura 10B, los primeros dos
dominios de unién a SH2 estan espaciados por 8 aminoacidos, en consonancia con el motivo ITAM consenso. A
diferencia del consenso, el residuo glutamato (E) se posiciona cuatro en lugar de dos aminoacidos antes de la
primera tirosina (Y) (Figura 10B), y la posicidn +3 con respecto a la tirosina (Y) esta ocupada por valina (V) en lugar
de leucina (L) o isoleucina (l) (Cambier, 1995). Los tres dominios se ajustan al consenso ITIM y cada uno esta
codificado por un exdn separado, como es el caso de ITIM. Asi, su disposicién puede dar lugar a tres ITIM o
posiblemente a un ITAM y un ITIM. La estructura general de esta proteina sugiere que representa un nuevo receptor
transmembrana de la superfamilia de Ig y por lo tanto se denominé IRTA1 (gen 1 Asociado a la Translocacion del
Receptor Inmunitario 1).

El segundo ADNc comparte homologia con IRTA1 (68% de identidad de nucledtidos para la longitud del mensaje de
IRTA1 que codifica su dominio extracelular) y fue denominado /IRTA2. El locus IRTA2 es mas complejo que IRTA1 y
se transcribe en tres isoformas de ARNm principales (IRTA2a, IRTA2b, IRTA2c) de diferente peso molecular (2,8,
4,7 y 5,4 kb respectivamente), cada uno con un propia Unica region no traducida 3' (Figura 9B). Adicionalmente, un
transcrito de 0,6 kb (Figura 12A) surge del uso de una sefial de poliadenilacion temprana en el nucleétido 536 de
IRTA2. Las tres isoformas de la proteina IRTA2 pronosticadas codificadas por estos transcritos comparten una
secuencia de aminoacidos comun hasta el residuo 560, que presenta un péptido sefial comun y seis dominios de
tipo Ig extracelulares (Figura 9B). IRTA2a codifica una glicoproteina secretada de 759 aa con ocho dominios de tipo
Ig seguido de 13 aminoacidos predominantemente polares unicos en su extremo C. IRTA2b diverge de IRTA2a en el
residuo de aminoacido 560, y se extiende a lo largo de un corto tramo de 32 residuos adicionales, cuyo caracter
hidréfobo es compatible con su acoplamiento a la membrana plasmatica a través de un ancla de GPI (Ferguson y
Williams, 1988). IRTA2c es la isoforma mas larga cuya secuencia se desvia de IRTA2a en el aminoacido 746.
Codifica una glicoproteina transmembrana de tipo | de 977 aa con nueve dominios de tipo |g extracelulares, que
alberga ocho sitios de glicosilacion unidos a N potenciales, uno transmembrana de 23 aminoacidos y un dominio
citoplasmico de 104 aminoacidos con tres motivos de union a SH2 consenso (Figura 10B). Cada uno de los sitios de
union a SH2 en IRTA2c coincide con el consenso ITIM (Figura 10B) y es codificado por un exén separado. Estos
rasgos sugieren que IRTA2c es un receptor transmembrana novedoso de la superfamilia de Ig con isoformas
secretadas y unidas a GPI.

Homologia entre las proteinas IRTA y los receptores de la superfamilia de inmunoglobulinas

El alineamiento de aminoacidos de la totalidad de los dominios extracelulares de las proteinas IRTA1 e IRTA2 entre
si y con otros miembros de la superfamilia de Ig revelé una homologia notable entre ellos (identidad de 47% vy
similitud de 51%) y una homologia inferior, pero llamativa con la familia de proteinas receptoras de Fc gamma. Esta
homologia era mas fuerte en las posiciones de aminoacidos conservados entre las diferentes clases de receptores
de Fc. Entre los receptores de Fc, el receptor de IgG de la alta afinidad FCGRI (CD64) compartié los mas altos
niveles de homologia con los tres primeros dominios Ig de IRTA1 e IRTA2 (identidad de 37% y similitud de 50%) a lo
largo de toda su porcion extracelular (Figura 10A). Se observaron niveles inferiores de homologia entre las proteinas
IRTA y los dominios extracelulares de otras moléculas de la superficie celular, incluyendo la molécula de adherencia
endotelial de plaquetas humanas (PECAM1), la molécula de adherencia celular de linfocitos B (CD22) y la
glicoproteina biliar 1 (BGP1) (22-25% de identidad, 38-41% de homologia).

No existe homologia aparente entre las IRTA y los miembros de la familia de receptores de Fc en sus dominios
citoplasmicos. En contraste, existe una homologia de aminoacidos significativa entre IRTA1 y PECAM1 (identidad de
aminoacidos de 31% y homologia de 45%), IRTA2c y BGP1 (identidad de 30%, homologia de 35%) e IRTA2c y
PECAM1 (28% de identidad, 50% de homologia) (Figura 10B). Estas homologias sugieren el empleo de rutas de
sefializacion aguas abajo similares por parte de estas proteinas diferentes.

IRTA1 e IRTA2 normalmente se expresan en subpoblaciones especificas de células B

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 586 850 T3

El patron de expresion normal de los ARNm de IRTA1 e IRTAZ2 se analizé primero por hibridacién de transferencia
de Northern del ARN derivado de diferentes tejidos humanos normales y de las lineas celulares humanas que
representan diferentes linajes hematopoyéticos y etapas de desarrollo de células B.

Se detecto la expresion de IRTA1 a un nivel muy bajo en ARN de bazo y ganglios linfaticos humanos (Figura 11A,
panel izquierdo) y fue indetectable en todos los otros tejidos humanos analizados, incluyendo el higado fetal, médula
6sea, pulmodn, placenta, intestino delgado, rifion, higado, colon, musculo esquelético, corazén y cerebro (datos no
mostrados). Entre las lineas de células B, la expresion de IRTA1 estaba ausente en lineas de células que
representan células pre-B y células B del centro germinal, células plasmaticas y células de origen eritroide, células T
y mieloide (datos no mostrados, véase Materiales y Métodos). La expresion fue detectable a niveles muy bajos
solamente en lineas celulares linfoblastoides (LCL) inmortalizadas con EBV, que representan una subpoblacion
(inmunoblastos) situada aguas abajo de las células B del centro germinal en la diferenciacion de células B. Sin
embargo, la expresion se indujo en células ER/EB privadas de estrogeno que, al estar inmortalizadas por un genoma
de EBV recombinante en el que el gen EBNA2 se fusiona con el receptor de estrégeno, proliferan en presencia de
estrégeno, mientras se detienen en la fase Go/G; tras la privacion de estrogeno (Kempkes et al., 1995). La expresion
de IRTA1 era apenas detectable en estas células en presencia de estrégeno, pero fue inducida (10 veces) después
de la detencion Go/G1 tras la retirada de estrégenos (Figura 11A, panel derecho). Tomados en conjunto, estos
resultados sugieren que IRTA1 se expresa en una subpoblacion linfoide presente en el bazo y los ganglios linfaticos
y, presumiblemente, representada por células B en reposo.

Para investigar mas el fenotipo y la distribucion en los tejidos de las células que expresan IRTA1, los autores de la
presente invencion realizaron la hibridacién in situ en tejido tonsilar humano utilizando una sonda de ADNc
antisentido de IRTA1 (Figura 11B). Se procesaron las secciones seriadas para la hibridacion in situ con una sonda
de ADNCc efectora de control (Panel NUum. 1 en la figura 11B), una sonda de ADNc antisentido (Panel Num. 2) y
tincion con hematoxilina y eosina (H & E) (Panel Num. 3) para esbozar la arquitectura del tejido linfoide. La sefal de
hibridacion de IRTA1 fue excluida del centro germinal y la zona de manto de los foliculos y se concentrd
caracteristicamente en la zona perifolicular con infiltraciones en la region intraepitelial (Figuras 11B-2, 11B-4). En
esta region, solo las células B fueron positivas tal como se documenta mediante la tincion con marcadores
especificos de células B (IGD, no mostrado), y mediante analisis immnunohistoquimico con anticuerpos anti-IRTA1 y
anti-B (CD20, PAX5), anti-T (CD3), y anti-monocitos (CD68) (no mostrados; G. Cattoretti et al., manuscrito en
preparacion.). Esta area perifolicular es la "zona marginal" equivalente a la amigdala, lo que representa un
compartimiento de células B funcionalmente distinta que contiene la mayoria de las células B de memoria y las
células B monocitoides (de Wolf-Peeters et al., 1997). Junto con el analisis de transferencia Northern de tejidos
normales y lineas celulares, estos resultados indican que /RTA71 se expresa en una subpoblacion de células B
maduras en reposo topograficamente ubicada en la region perifolicular e intraepitelial, sitios ricos en células B de
memoria.

En el caso de IRTA2, el analisis de transferencia Northern detecté todas las especies empalmadas alternativamente
en ARNm de ganglio linfatico, bazo, médula dsea e intestino delgado humanos, con una preponderancia relativa de
la isoforma IRTAZ2a (Figura 12A, panel izquierdo). Entre las lineas de células hematopoyéticas de origen linfoide y no
linfoide sometidas a ensayo, la expresion de IRTA2 se restringio a las lineas de células B con un fenotipo post-centro
germinal inmunoblastico (Figura 12A, panel derecho). De manera similar a IRTA1, estaba ausente de las lineas
celulares derivadas de células pre-B, centroblastos del centro germinal, células plasmaticas, células T, células
eritroides y células mieloides (Figura 12A, panel derecho).

El analisis de hibridacion in situ de tejido tonsilar humano, utilizando el ADNc de IRTA2 como sonda, fue compatible
con los resultados del andlisis de transferencia Northern. El ARNm de /RTA2 fue excluido en gran parte de la zona
del manto del centro germinal, con la excepcion de unas pocas células positivas (Figuras 12B-2, 12B4). Dentro del
centro germinal, la zona oscura, representada por centroblastos, aparecié negativa para IRTA2, mientras que la
zona clara, rica en centrocitos, fue fuertemente positiva (Figuras 12B-2, 12B-4). Finalmente, el ARNm de IRTAZ2 se
detectd en la region equivalente de la "zona marginal" fuera de los foliculos de los centros germinales y en las
regiones intraepiteliales e interfoliculares de la amigdala. Este patron es compatible con la especificidad de IRTA2
para los centrocitos y las células post-B del centro germinal. Comparando sus patrones de expresion, los autores de
la presente invencion concluyen que ambos son especificos para las células B maduras, pero IRTAZ2 tiene un patréon
mas amplio de expresion que incluye centrocitos y células B interfoliculares, mientras IRTA1 esta restringida a las
células B de la zona marginal, muy probablemente células de memoria.

Organizacion gendmica de los genes IRTA1 e IRTA2

Para entender las consecuencias de las anomalias 121 sobre la estructura y la expresion de los genes IRTAT e
IRTA2, los autores de la presente invencion determinaron primero la organizacion de sus loci gendmicos. El gen
IRTA1 contiene 11 exones con un tamafio gendmico total de 24,5 kb (Figura 13). Se encontré que el locus IRTA2
abarcaba una regidon gendmica de aproximadamente 40 kb (Figura 13). Los tres productos empalmados
alternativamente de IRTA2 comparten sus primeros 8 exones, en cuyo punto /IRTA2b no utiliza el siguiente sitio de
empalme, y termina introduciendo su region UTR 3'. Las isoformas IRTA2a y 2c se empalman en el exén 9, entrando
IRTA2a en su UTR 3' después del exdn 11 y empalmando IRTA2c en el exén 12 y extendiéndose hasta el exén 18
(Figura 13).
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Basandose en los datos de secuenciacion, los autores de la presente invencion determinaron que los genes IRTA1
e IRTA2 se encuentran a 21 kb el uno del otro, yuxtapuestos en la misma orientacion transcripcional (Figura 13) que
se extiende desde el telémero (5') hacia el centrémero (3'). En el locus 1921, estan estrechamente conectados el
uno al otro, asi como a tres genes adicionales que habian clonado recientemente los autores de la presente
invencion a través de su homologia con las IRTA (I.M., manuscrito en preparacion). Los cinco genes son contiguos,
cubriendo una region de ~ 300 kb en 1g21. Esta regién se encuentra en el intervalo entre los puntos de rotura de
1921 referidos anteriormente. Basandose en la distancia entre clones gendmicos que albergan los genes respectivos
en el mapa Whitehead Institute Radiation Hybrid, se estima que el locus de IRTA1-2 se encuentra aproximadamente
a 0,8 Mb de distancia del locus MUC1 hacia el telomero (N.P., datos no publicados; Dyomin et al., 2000; Gilles et al.,
2000) y a menos de o igual a 7 Mb del locus FCGRIIB hacia el centrémero (N.P., datos no publicados).

La translocacion t(1;14)(g21;932) genera una proteina de fusion IRTA1/Ca4 en la linea celular de mieloma FR4

El analisis comparativo de restriccion y de la secuencia de nucledtidos de la linea germinal frente a las secuencias
reordenadas de los loci Cas e IRTAT mostré que la translocacién habia fusionado las secuencias en el intrén 2 del
gen IRTA1 a las secuencias intronicas entre CH3 y el exdn transmembrana de Ca; en la misma orientacion
transcripcional (Figura 14A). Esto sugiere que, si las secuencias de IRTA1 se expresaban en el locus translocado, el
sitio donante intacto en el limite 3' del ex6n IRTA1 y el sitio aceptor intacto en el 5' de Caq podrian ser utilizados para
generar un ARNm de fusion IRTA1/Cay, y posiblemente una proteina de fusion IRTA1/Ca.

Con el fin de someter a ensayo esta prediccion, los autores de la presente invencién analizaron la expresion del
ARNm de IRTA1 en FR4 por medio de analisis de transferencia Northern utilizando una sonda de ADNc de IRTA1
derivada del exon 1 (Figura 14A). Esta sonda detectaba un mensaje de 0,8 kb en FR4 que estaba ausente de otras
lineas de células B, y era mas corto que el mensaje normal de 2,5 kb detectable en células ER/EB (Figura 14B). Los
autores de la presente invencion clonaron este transcrito por medio de RT-PCR del ARNm de FR4 utilizando
cebadores derivados de secuencias en el limite 5' del exén 1 de IRTA1 y el limite 3' del exén citoplasmico Ca (Figura
14A). Se obtuvo un producto de RT-PCR de FR4, pero no de la linea celular DAKIKI que expresa la IgA de la
superficie de tipo salvaje, u otras lineas celulares que carecen de una translocacion t(1;14) (datos no mostrados). El
analisis de secuenciacion directa del producto de PCR indicé que el empalme habia ligado de manera precisa IRTA1
y Cay en los sitios de empalme candnicos y determiné que el transcrito de fusién tenia 820 pb de longitud.

El andlisis del producto de proteina pronosticado indicd que el empalme IRTA1/Ca; habia dado lugar a una fusion
entre el péptido sefal IRTA1 y los dos primeros aminoacidos extracelulares, con el espaciador largo extracelular de
32 aminoacidos, el dominio transmembrana y la cola citoplasmatica del receptor de IgA; de membrana (migA+)
(Figura 14C). Para el analisis de la expresion de esta proteina de fusion en extractos de proteina FR4, los autores de
la presente invencion utilizaron un anticuerpo dirigido contra residuos de aminoacidos extracelulares especificos
para la isoforma transmembrana de Cay (Yu et al., 1990) para la inmunoprecipitacion, seguido de transferencia
Western. Los resultados de los autores de la presente invencion demuestran que las células FR4, pero no una linea
celular de control (DAKIKI) que expresa IgA de la superficie de tipo salvaje, expresan una proteina de 9,8 kDa
acorde con el tamafio pronosticado de la proteina de fusion IRTA1/Cay (Figura 14D). Estos resultados muestran que
el alelo translocado codifica una proteina de fusidon, compuesta por el péptido sefial y los dos primeros residuos
extracelulares de IRTA1 (1,7 aminoacidos) fusionado a los dominios transmembrana y citoplasmicos codificados por
Ca (71 aminoacidos). En contraste con la expresion en exceso de IRTA1/Cays en der(14), no se detectd expresion
en FR4 para el transcrito reciproco Cas/IRTA1 o para el gen IRTA2 intacto en der(1).

Con la excepcion de FR4, no se detectd expresion de ARNm de IRTA1 en ninguna ofra linea celular de mieloma o
linfoma, independientemente del estatus de su banda cromosémica 1921 (datos no mostrados). Por lo tanto, la
fusion IRTA1/Ca representa un evento raro en las aberraciones de 1g21.

Desregulacion frecuente de la expresion de IRTA2 en lineas celulares que portan anomalias de 1g21

Con el fin de establecer la relacion fisica entre otros puntos de rotura de 1921 y el locus de IRTA1/2, los autores de
la presente invencion realizaron un analisis FISH con el PAC 49A16 en el panel de lineas celulares BL y MM de los
autores de la presente invencion. De diez lineas celulares BL analizadas, siete con dup(1) (q21g32) y tres con
translocaciones 1921 (AS283A, BL104, B136), los autores de la presente invencion detectaron tres sefales
correspondientes al locus de IRTA1/IRTA2 en siete de las primeras y dos de las ultimas, en consonancia con
dup(1)(q21932) en el primer caso y dup(1) (g21932) seguido de un punto de rotura de translocacion en 1g21 en el
segundo (Tabla 1). El analisis FISH de AS283A y BL136, utilizando sondas que abarcan el locus de IRTA y con
clones gendémicos vecinos, situd el punto de rotura de los cromosomas derivados fuera del locus de IRTA en ambas
lineas celulares, a una distancia de >800 kb hacia el centromero en AS283A y >800 kb hacia el telémero en BL136
(N.P., resultados no publicados). En consonancia con este hallazgo, el analisis de 30 casos de tumores primarios
MM por medio de FISH de interfase con el YAC de 300 kb 23GC4 (Figura 13), mostré que 15 casos (50% del total
analizado) tenian mas de dos sefiales de FISH en interfase (datos no mostrados), mientras que el FISH de dos
colores con dos clones de PAC que flanqueaban las fronteras centroméricas y teloméricas de YAC no detectd
ninguna escision de estas dos sondas en ninguno de los casos. Estos resultados indican que, con la excepcion de
FR4, los puntos de rotura de las aberraciones de 1921 en BL o MM no estan dentro de o en estrecha proximidad con
la regidon genomica definida por IRTA1 e IRTAZ2. Sin embargo, el resultado coherente de cualquiera dup(1) (g21932)
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(véase la Tabla 1) o dup(1)(q21932) seguido de translocaciones desequilibradas (AS283A, BL136, XG2, XG7 en la
Tabla 1) es la trisomia o tetrasomia parcial de la region de 1921 que contiene los genes de IRTA.

Tipo de tumor

Linfoma de
Burkitt

AS283A

MC116
CA46
PA682
BrglgA
BL32
BL92
B103
BL104
BL136

Mieloma
multiple

XG2

XG7

Tabla 1. Resumen de los datos del cariotipo y FISH en el locus IRTA1/IRTA2

Citogenética

der(4) t(1;4) (921; g35)

duplg21
duplg21
duplg21
duplg21
dup1g21
dup1g21
invdup1g21

t(1; 3) (q21;p25)

der(1)(gpter1g2::921)

der(1) t(1;?)(q21 ;?)

der 19 t(1;19) (q12;7?)
der(9) t(1; 9) (912 ;?)

der(19) t(1;19) (912;?)

PAC 49A16 Numero de copias del locus Expresion de ARNm de

IRTA por FISH IRTA2

der(4), normal |3 At
1

dup1g21 3 44+
Dup1g21 3 44+
duplqg21 3 +4+
dup1g21 3 ++
dup1g21 3 -
dup1g21 3 +4+
dup1g21 3 +
der(1) 2 +
der(1) 3 ++
dex(1), normal |3 .
der(19)

der(9) 4 -
der(19)

der(1) t(1;?) (921 ;?) x2 |der(1) x2

A continuacion, los autores de la presente invencion investigaron si estas aberraciones tenian un efecto sobre la
expresion del ARNm de IRTA2. Con este fin, los autores de la presente invencién utilizaron una sonda de ADNc
correspondiente a la region no traducida 5' de IRTAZ2 para escrutar una transferencia Northern con un panel de
lineas celulares de B-NHL y MM carentes de o que mostraban anomalias cromosdmicas en 1g21. Los resultados
muestran que la mayoria (diez de doce) lineas BL con cromosomas 1921 normales carecen esencialmente de
expresion de IRTA2, coincidiendo con el hecho de que los BL derivan de centroblastos GC que normalmente
carecen de expresion de IRTA2 (Figura 15A, panel izquierdo). Por el contrario, la mayoria de las lineas BL que
portan anomalias en 1921 (diez de doce) muestran claramente una regulacion al alza del ARNm de /IRTA2 (Figura
15A, panel derecho), que oscilan de 2 a 50 veces sobre los niveles basales detectados en BL con 1921 normal.
Entre las lineas celulares de mieloma, IRTA2 era expresada en exceso en una de cada tres lineas que muestran
anomalias en 1921 (XG2), mientras que no se expresaba en ninguna de las siete con 1921 normal (Figura 15B).
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Estos resultados muestran una fuerte correlacion entre la presencia de aberraciones cromosémicas 1921 y la
desregulacion de la expresion de ARNm de /RTA2 en BL y sugieren que las trisomias del locus IRTA2 pueden
desregular su expresion en este subtipo de linfoma (véase la Discusion).

Discusion

Los esfuerzos descritos en la presente memoria para identificar genes implicados en las aberraciones cromosomicas
que afectan a la banda 1921 en el Mieloma Muiltiple y el linfoma de células B, condujeron al descubrimiento de que
IRTA1 e IRTA2, dos miembros fundadores de una nueva subfamilia de receptores relacionados dentro de la familia
de inmunorreceptores; las secuencias de acido nucleico completas que codifican las proteinas IRTA1 e IRTA2 son
proporcionadas en la presente memoria, asi como las secuencias de aminoacidos de las proteinas IRTA1 e IRTA2
codificadas. Con posterioridad tres genes adicionales de los miembros de esta subfamilia de receptores relacionados
fueron aislados, IRTA3, IRTA4, e IRTAS, cuyas secuencias de acido nucleico completas se proporcionan en la
presente memoria, asi como las secuencias de aminoacidos de las proteinas IRTA3, IRTA4, e IRTA5 codificadas.
Estos resultados tienen implicaciones para la biologia normal de las células B, asi como para el papel de las
aberraciones de 1921 en la linfomagénesis.

IRTA1 e IRTA2 son miembros fundadores de una nueva subfamilia dentro de la superfamilia de Ig

Varias caracteristicas compartidas entre los dos genes de IRTA y sus proteinas codificadas sugieren que forman una
nueva subfamilia dentro de la superfamilia de inmunorreceptores. En primer lugar, comparten un mayor grado de
homologia entre si en sus dominios extracelulares que con otros miembros de la superfamilia tanto en su secuencia
de ARNm (identidad de 68%) como de proteina (identidad de 47%). En segundo lugar, comparten homologia en sus
dominios citoplasmicos, marcados por la presencia de motivos de sefializacion de tipo ITAM e ITIM en el contexto de
las secuencias de aminoacidos homologas. En tercer lugar, IRTA1 e IRTA2 pertenecen a una subfamilia mas grande
de cinco genes que muestra mayor homologia intrafamiliar y una estrecha agrupacion dentro de una regién de ~ 300
kb en 1921 (.M. et al., Manuscrito en preparacion). Su organizacion gendémica sugiere que un gen ancestral comun
puede haber dado lugar a esta subfamilia, por medio de un proceso de duplicacion y divergencia de secuencia,
similar al mecanismo propuesto para la familia de receptores de Fc (Qiu et al., 1990).

En su dominio extracelular, las proteinas IRTA estan estrechamente relacionadas con la subfamilia de receptores de
Fc basandose en el alto grado de homologia de aminoacidos compartida especialmente con el receptor FCGRI de
alta afinidad (37-45% de identidad de aminoacidos). También sugiere un origen evolutivo comun con los receptores
de Fc por la posicion del locus de la familia IRTA en el intervalo entre el locus FCGRI en 1921 y los loci FCERI y
FCGRII-IlIl en 1921-g23. Por ultimo, los genes IRTA y FCR comparten una organizacion exon/intrén similar de la
porcién del gen que codifica su péptido sefial, en particular, los dos exones lider 5' con las secuencias que codifican
el sitio de la peptidasa sefial ubicado dentro del segundo exén de 21 pb.

Basandose en sus motivos de tipo ITIM citoplasmaticos, las proteinas IRTA se pueden considerar miembros de la
Superfamilia de Receptores Inhibidores (IRS), un grupo de receptores que bloquean la activaciéon de muchos tipos
de células en el sistema inmunitario (Lanier, 1998). Tales miembros incluyen FCGRIIB y CD22 en el ser humano
(Delisser et al., 1994) y PIR-B en el ratdon (Kubagawa et al., 1997). De un modo analogo a los miembros de IRS, los
ITIM de IRTA1 e IRTA2 estan codificados por exones individuales. Una caracteristica que comparten muchos
miembros de IRS es la existencia de las correspondientes isoformas activadoras del receptor cuyos dominios
citoplasmicos estan desprovistos de ITIM (revisado en Ravetch y Lanier, 1998). Es posible que la isoforma secretada
de IRTA2, que carece de motivos de tipo ITIM, cumpla un papel analogo al contrarrestar el efecto de la isoforma
transmembrana.

Las proteinas IRTA1 e IRTA2 y los miembros de la subfamilia las Moléculas de Adherencia Celular (CAM) PECAM1,
CD22 y BGP1 comparten una homologia significativa en la secuencia y la organizacion general de su porcion
extracelular. Ademas, la capacidad de IRTA2 para generar tres isoformas de la proteina con una localizacion
subcelular distinta (una proteina transmembrana, una unida a GPI o una secretada) por corte y empalme diferencial
es compartida por NCAM, otro miembro de la subfamilia de CAM (Dickson et al., 1987; Gower et al., 1988). Por lo
tanto, la familia de IRTA también se relaciona con la familia de CAM, como se ha sugerido previamente para un
miembro de la familia de receptores de Fc (FCGRII murino) debido a su homologia con PECAM1 (CAM, familia IRS)
(Daeron, 1991; Newman et al., 1990; Stockinger et al., 1990).

En conclusion, la familia de IRTA puede representar una interseccion entre las familias de Fc, IRS y CAM, que
combina las caracteristicas de las tres. En consecuencia, las proteinas IRTA pueden tener un papel en la regulacion
de la transduccion de sefiales durante una respuesta inmunitaria (como receptores de Fc), en la comunicacion
intercelular (como miembros de las familias IRS y CAM) y en la migracién celular (como miembros de la familia
CAM) (DelLisser et al., 1994; Ravetch y Lanier, 2000). Los experimentos iniciales indican que IRTA1 se puede unir
débilmente a la IgA agregada por calor, mientras IRTA2c se puede unir especificamente a la IgG de suero humano
agregada por calor (con mayor afinidad para 1gG1 e 19G>), pero no a IgG, IgA, IgM e IgE humanas monomeéricas
(datos no mostrado). Estos datos iniciales apoyan una relacion funcional entre IRTA y las familias de receptores de
Fc, pero no excluyen las funciones que dependen de otros ligandos para las proteinas IRTA.
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Patrén de expresion diferencial de los genes de IRTA en células B maduras

Los genes IRTA muestran un patron de expresion especifico en diversos compartimentos de células B normales.
IRTA1 esta topograficamente restringida a las células B dentro de la region perifolicular, que se denomino
originalmente zona marginal en el bazo, pero también es detectable en la mayor parte de los érganos linfoides (de
Wolf-Peeters et al., 1997). Los datos de hibridacion in situ que aqui se presentan han sido confirmados por analisis
inmunohistoquimico utilizando anticuerpos anti-IRTA1 que muestran que la proteina IRTA1 se expresa
selectivamente en células B de la zona marginal, y, entre los NHL, en el linfoma de la zona marginal, los tumores
derivados de estas células (G. Cattoretti et al., manuscrito en preparacion). Por otra parte, IRTAZ2 tiene un patron de
expresion mas amplio que incluye centrocitos GC, asi como un amplio espectro de células perifoliculares, que
pueden incluir inmunoblastos y células de memoria. Los datos iniciales sugieren que el patron de expresion de
IRTA3 es analogo al de IRTA2, mientras que IRTA4 e IRTA5 se expresan selectivamente en las células B de la zona
del manto (. Miller et al., manuscrito en preparacion), el compartimiento pre-GC de las células B maduras
(MacLennan, I.C., 1994). Esta restriccion topografica de la expresion génica de IRTA en los 6rganos linfoides sugiere
que las moléculas de IRTA pueden desempeifiar un papel en la migracion o actividad de diversas subpoblaciones de
células B en compartimentos especificos de células B funcionales. Ademas, la expresién de IRTA deberia ser Uutil
para el diagndstico diferencial de los subtipos de NHL que derivan de diversos compartimentos de células B, en
particular IRTA1 en el diagnostico del linfoma de la zona marginal.

Locus de IRTA1 y anomalias de 1921 en MM

En la linea celular FR4, la consecuencia de la translocacion t(1;14) es la formacién de un gen de fusion IRTA1/Cas.
A pesar del hecho de que este gen esta dirigido por la region promotora de /IRTA1, que normalmente es silencioso
en las células plasmaticas, su expresion es alta en FR4, presumiblemente debido a la influencia de LCR 3' de Cay,
que es retenido aguas abajo del locus Cay. El gen de fusion codifica una proteina de fusion IRTA1/Caq que contiene
solo el péptido sefial y los primeros dos aminoacidos de IRTA1 unidos al receptor de IgA de la superficie. Este ultimo
ha sido desprovisto casi completamente de su dominio extracelular, pero conserva todos sus dominios
transmembrana e intracelulares. Esta estructura indica que la proteina de fusion IRTA1/Ca4, aunque probablemente
incapaz de unirse a cualquier ligando, puede conservar el potencial para la dimerizacion y la sefalizacion. En
particular, la porcion extracelular derivada de IgA de membrana (m) contiene un residuo de cisteina, que puede estar
implicado en enlaces disulfuro entre dos cadenas a o entre cadenas a y proteinas asociadas, tales como el receptor
de la superficie coadyuvante CD19 (Leduc et al., 1997). La proteina de fusién también porta el dominio citoplasmico
migA de 14 aminoacidos intacto, que esta altamente conservado en evolucion (Reth, 1992) y puede desempefiar un
papel esencial en la proliferacion, la supervivencia y la diferenciacion de células B maduras, de forma analoga al
papel de migG y migE (Kaisho et al., 1997). Por lo tanto, la aparicion de la proteina IRTA1/Cas en FR4 puede haber
proporcionado a las células una ventaja proliferativa y de supervivencia durante el desarrollo del tumor a través la
activacion independiente del ligando (antigeno) de la ruta de BCR. Este evento de fusiéon sin embargo, parece ser
poco frecuente en las neoplasias malignas de células B, ya que hasta ahora los autores de la presente invencion han
sido capaces de detectarlo sélo en las células FR4.

Locus de IRTA2 y anomalias de 1921 en MM y BL

La expresion anormal de /IRTA2 es una consecuencia frecuente de las anomalias en 1g21. Aunque este gen no se
expresa normalmente en centroblastos, las presuntas contrapartes normales de BL (Kuppers et al., 1999), ni en BL
con 1921 normal, sus niveles estan regulados al alza un promedio de 10 veces en lineas celulares de BL con
anomalias en 1g21. Esta desregulacion parece ser especifica para IRTA2 ya que todos los otros 4 genes de IRTA
presentes dentro de 300 kb en 1921, o bien no se expresan en BL (/RTAT), o bien su patrén de expresiéon no se
corresponde con la presencia de anomalias en 1921 (IRTA3, 4, 5, no mostrado). EI mecanismo por el cual se
produce este desregulacion es dificil de determinar en ausencia de lesiones estructurales dentro o adyacentes al gen
de IRTA2. Dado que las aberraciones heterogéneas que afectan a 1921 ocasionan todas un nimero de copias en
exceso del locus de IRTA, es posible que esto pueda conducir a trastornos de la regulacion, como en el caso de un
bajo nivel de amplificacion de BCL2 en FL que carece de translocaciones (14;18) (Monni et al., 1997), REL en
linfoma difuso de células grandes (Houldsworth et al., 1996; Rao et al., 1998) y desregulacion de Ciclina D1 en
algunos casos de MM con trisomia 11 (Pruneri et al., 2000). Por otra parte, las anomalias en 1g21, incluyendo
translocaciones y duplicaciones, cambian el contexto gendmico del locus de /IRTA y pueden conducir a la
desregulacion de IRTA2 por elementos de organizacion de la cromatina potenciadores que actian en cis distantes
que actuan sobre su promotor como es el caso MYC en BL endémico (Pelicci et al., 1986) y MM (Shou et al., 2000) y
para CCND1 en el linfoma de células del manto (Bosch et al., 1994; Swerdlow et al., 1995) y MM (Pruneri et al.,
2000).

Las consecuencias biologicas de una expresion desregulada de IRTA2 son dificiles de predecir en esta etapa. La
observacion de que IRTA2 tiene homologia con los receptores de adherencia CAM, junto con su distribucion
especifica en la zona clara del GC sugieren que su expresion ectopica en centroblastos puede causar una
interrupcion en el desarrollo y la arquitectura del GC. Por otro lado, las observaciones iniciales de los autores de la
presente invencion de que IRTA2 se puede unir a complejos inmunitarios con IgG de una manera comparable a los
receptores de Fc bona fide sugieren que su expresion inapropiada puede perturbar la dinamica de la regulacion de la
superficie celular de las respuestas inmunoldgicas de células B, conduciendo posiblemente a la expansion clonal. Se
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ha propuesto que la expresion desregulada de FCGR2B como consecuencia de la t(1;14)(g21;932) en el linfoma
folicular contribuye a la linfomagénesis en este tipo de tumor (Callanan et al., 2000), por medio de un mecanismo
que implica la huida por parte de las células tumorales de la vigilancia inmunitaria anti-tumoral a través de su unién a
Fc y de la inactivacion de la IgG especifica del tumor. Se han observado mecanismos de evasion similares en las
células infectadas por herpesvirus que codifican Fc (Dubin et al., 1991). Es necesario probar el papel de la
desregulacion de IRTA2 en la "ganancia de funcién" de ratones transgénicos que expresan constitutivamente IRTA2
en el GC.
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Tercera Serie de Experimentos

El cromosoma 1921 con frecuencia se ve alterado por translocaciones y duplicaciéon en varios tipos de neoplasias
malignas de células B, incluyendo mieloma muiltiple, linfoma de Burkitt, linfomas de la zona marginal, y linfoma
folicular. Para identificar los genes implicados en estas aberraciones, se cloné el punto de rotura cromosémica de
una t(1;14)(921;932) en la linea celular de mieloma FR4. Una region de 300 kb que abarca el punto de rotura
contiene al menos cinco genes adyacentes altamente relacionados que codifican moléculas receptoras de la
superficie que son miembros de la superfamilia de genes de inmunoglobulina, y por lo tanto denominados IRTA
(Asociados a la Translocacion Receptores de Inmunoglobulina). Las diversas moléculas IRTA tienen de tres a nueve
dominios extracelulares de la superfamilia de la inmunoglobulina y estan relacionados con los receptores de Fc
gamma. Tienen dominios transmembrana y citoplasmicos que contienen motivos de sefializacién de tipo ITIM y de
tipo ITAM (IRTA-1, IRTA-3, IRTA-4). Experimentos de hibridacion in situ muestran que todos los genes IRTA se
expresan en el linaje de células B con distintos patrones especificos de la etapa de desarrollo: IRTA-1 se expresa en
un patrén de células B marginales. IRTA-2 se expresa en centrocitos y células B mas maduras. Como resultado de
la translocacion en FR4, IRTA-1 se rompe y produce un transcrito de fusion con el locus de inmunoglobulina. El gen
IRTA-2, normalmente silencioso en centroblastos, se expresa en exceso en lineas celulares de mieloma mudiltiple y
linfoma de Burkitt que portan anomalias en 1g21. Aqui, los datos sugieren que los genes de IRTA son moléculas
reguladoras de las células B novedosas que también pueden tener un papel en la linfomagénesis.
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Leu

Asp

Erg

¢ Leu
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2ro

Lys
1739

Zle

Thr

FPro

Asn

His
330

Thr

Gly

Glu

Glu

Arg

Leu

o
[¥8)
tn

Trp

His

> Pro

Phe

Lau
315

Lys

Thr

Ala

Asn
110

Pro

Gly

[SS I )
H

B D
Les]

Ala

5lu

300

Arg

Giu

Gly L

Val

’he

Lys

Val

Ser

285

Gly

Thr

Val !

35

Leu

Leu

Cys

Thr

Ero

Val

Gly

Asp

His

Thr

Len

Ser
350

Ala

Lys

Pro

175

Arg

Trp

Ser
255

_ys

Phe

Asp
140

“hr

Lel:

vVal
Arg
32¢

Glun

Ala



Clu

.A'la

Thz

Cln

Pae

eu

ser
70

Ile

Rla

Eryg

Leu

Thr

<210> 4

Leu

Pro

ala

Rla

Thr

Val

315

Leu

Phe

Cvg

His

<211> 5308

<212> ADN

Glu

Gly

Mla

420

Val

Thr

Ser

Thx

sly

Erc

Ser

Glu

FPhe

<213> Homo Sapiens

<400> 4

Thz

Gl

Leu

PhLec

Val

270

Glu

Gin

Leu

Lys

I'ryg

Th»

Ile

Pro

Zhe

~eu

Fro

His

Ala

Leu

TFro
520

Leu

Val

Pre¢

Glu

Gln

Fro

“Thr

Tyx
sa

Gy

Gl

Phe
585

ES 2 586 850 T3

His

Val

Val

Gin

Aisn

Val

Ala ]

His

Ser

Thr

Fhe

a1 i

Tvr

[
o
[

2ro

Tyr

Scr

Lys

460

Thr

Lew

Tyr

hrg

Tyr
L40

Leu

Thr

“he

Ala Gl

Asn

445

Ala

Leu

His

flis G

T2u

Ala

Ser

36

Val

Ser

Thr

Fhe

Clu

Fhe
590

Asn

Lea

ryr

ne

Mla

Len

SEU

His

40¢

Fis

Leu

rla

480

Val

Mot

Ser

hsp

Thr

560

Frao



cogltgoaytg
Lettttgata
toectggolna
tcteccatgga
tctactcease
zaaccccaga

oTococtebs

tocaznrtel guy

aacactgast
Lgasttacat
Taaggaaag:
Lacacylera
gqacctgtgag
cagagatgac
caTotggagt
catalbotgac
tcactctcag
aaacccagga
ggcacaagta
atTcagggaa
tgagccToto
acctgatttt
ccatcctgla

caggagyags

tectgactgt
tecagocoTtyg
tgt.cagigga
ccacagtotc
ACagRaAAaca
caatatoctt

agtagccetg

aatactattt
attcctecatg
tgttgecetg
grtgctgacag
acccagotet
cagaccctgy
aaagattocag
accecccgaga
ccectoazaag
agattctcteg
agtoagotgl
ctactactge
agtcactgtt
tgaggygagee
ceaglbitcat

ggeccatcags

i tegetilygygs

tectgtocto

Leactglana

aagatcaagt
giggteragg
cagtttgcaa
ccaacgagag
aaatggtacc
gagtTcagga
tgcacttcga
gagactoigt
acaagaaltga
catgtctcaa
tttettodac
ccagctoctt
ctctagagaa
qagtagqctg
ggttoctacty
tactggatac
getotgaate
cgcactttgt
Juaaagyggag
acagcoctgaca
cocogtgzcte
aagyl.gacan
catgaggats
ttectotetga
coccagogoa
accctocaget

gtocagagag

ES 2 586 850 T3

craaasctgt
tocttecatyct

gyacaccsag

atctggagag
rnottottea
ggttetgagg
taatgtcctg
ggacaztogt
tacagbtcaaa
ccagccecate
aleagatgle
gagtcteteo
gLgtaacgca
agctgcagat
trgagggaac
acaggtctta
catccatcag
atggeccttgg
a£cctgtcct
ttcactgicga
ctgocotgge
ctgcagagsa
gtaagacggt-
ctgctgagge

gt-ccoccaca

tttggaattg
acrgbtgggty
cooccattath
tcactigoaa
tgagaczagaa
cacecatbgoe
gcttegstga
Lgseygacaa
goat-cctta
goatateget
atccaagtec
agcgggaacc
cogeTooogt
cocgaatttec
gceacaatgo
ccotgecate:s
ceaggtgaca
tcatgagggt
cTioteantg
[alegelal=R-Yototol)
caacctcage
agcccagaga
geglaggtey
ttcacggaac
gageoluico
cetgacttzt

adbtcclatsac

37

aggaaactte
atattactgg
ttecteocage
cggattTega
atactaagaq
aggcceceaggq
Tcctgcaago
aggeggaags
ataaazgaac
JracIcgata
aagagccatt
cagtgaccect
tcegetoett
agettactge
ctcacagcgt

catacctgtoe

glecoerstga
Actacagag:
agtaaggety
tevectgagg
gg.tcackou
cooaacicty
tactactgca
atcactgtoe
gasggagooo

cagtrttatcc

1080

1140

1380

1440

1500



coccagogead
agttctetct
cadac.taatc
aag.cctgge
qaatt{aftt
cttyatgcacs
geacagtett
Tatggtagat
actoctosaa
zatttiattg
tstgeaaall
acttgaatc

tggzatgata
agtaaagagg
totactaggsa
gttttacttt
tgtoaceett
tcocttcacaac
ttgtaaztza
tagcaiagee
cagtaagaat

Agaacaa.ald

satcagacaz
dzaatlbgaac
agadazcltg
zaaastatat
catcaagtta

zgagtgcocc

CICCCEgTgg
tgaaygacat
~gaagtagtyg
cacocroattoo

cootiott

uy

o
tcagccagac
attgtatttt
ggagagtagtc
atagataaszt
Llgyugaszag

crTctggagt

¢laltglgrac
ttgtctatag
garazatot:
—tatttttaz
agettetaga
cttcoctcoatat
aatgecagta
a-ccctgtgc
ctagacagal
caagaggaasa
agattggate

gaatycaaag

tggatttg:te

trzaggaget

AgoaAgoTcaa
tcagggaatt
ggtaagtgew
tlzgeaaazc
sTtocoicete
coctaaaaca
Ttocleailblc
ctacttctet
artggtczag
ctgotgotga
tTtrtazgate
aaazaactat
gqarttggogt
aaactggggyg
gagcctgatyg
anTtgtgaaty
clicactceat

~cagcageat

galetgacas
sazaananaqg

tctttgaaaa

tagazagata

toTateocage
AATGEARTLC

LCcagaacata

gecagyelgy
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caccctolygh
actAactgcae
gagttcocttge
Tgtittgcact
aactaactag
goTaeghacs
citgtatgtt
acLgacattt
zcct-aaatt
ataaaggygy
cuTTgIttic
tattgaagla
ctttttagga
sraagtItact
tgtcagacat
trtet.gagack
tctgeatece
cttaagocctc
Ltcatgagas
tTiggcacac
gatgazaaga
clat Llwaga
ccaTtaatiy

cagaaataaza

tatgtggata
agzaatgtag
tatgttgaty
ygaaaaaago
ctcagtacesa

cctaacaget

99g=sagagly
agctgacaaz
Legtecacaea
gtccagtinta
chggagtibtt
LTccocagot
ccaacagtac
gcatattzac
ctccaaagga
azaa-ggectcc
faacczgeoha
tgzcataczat
ccluaagtitge
ttcrtizcac
gooacotagaea
aclocaaadt
attactatct
tratittoet
cagaactcca
agtaggtcct
ggggatz—tza
aatgaaatac
aatgaagaac

ggcaaaagrt

attaazalbtyy
tagaaattgt
acgttattga
agtcgbctea
aaygagliace

cagJtgcice

38

t.ecttcaget
ggctttggte
ceoolygoetg
clecococtaat
ccgractaoatr
tilaccaaat
cccazttttt

ttagctacaa

tttccaates’

<ctagoaacca
aaabcagtat
tcaagaaacg
tfotgotttt
agaagccaad
taacltigttg
cagagcsasa
ttttatocat
gtttcttgac
tccatettgg
cagtcaacat
azaaatcatc
caatttgzag

caatttgaga

tgcGaagiada
ctTtgaggt:
gaaagaaaaa
acacaaaggg

Taasclocea

2340

2400

2482

3000

5G60

3120

3180

3240

33GC

336C

W
=
N
=y



cacacagtio
“qeagtgtge
tocococacoog
gacacrcAagyg
tttcatacac
gooaggagga
tatttgactyg
tggeaTaaza
caacggaaga
actttbatgt
gtotgtylag
gocetgggac
aggygaatgty
cozggecadc
tgacatg-tg
ttocccacot
tcteocattca
atatccatca
RtCcoaCacyg
catggetttt
Lgcceccaace
tgcagocttg
atagacgigg
AJTC2ATaART
ctgttctgga
ggcaccagygc
cacagaatga
ccagtotgtt
ctcctgottt
ctrettyggyl
—ggatcteca
ctaattecatt
<210>5
<211>734
<212> PRT

ctgotttgeg
Tgccaaatgg
gyotgeattt
“azacttectet
caagr.oacga
ccaggggtac
antgaclgaa
tecagtgoaz
caaggagces
gooigtggat
agectgagac
cgcactgcal
tggctctggce
cullggecac
gotttoatea
cagygaccboas
gagttgtte:
canacttatot
ccctgaaata
catgoTicea
tttoaaggag
cagagyacaa
agcaagagaa
gacagoacos
gatcaecatcs
tcaaragaqy
taactgcaca
adaygccotga
gggsTgogac
ctigagnttg
gcttgetgac

ctaatéaacc

<213> Homo Sapiens

<400> 5

tggaigeelt
gacagcacac
cacadticcte
cchgotcatg
acEtcttace
agacagazca
Ltgaatgaatg
Tcectaggaa
ggatgaagaa

caccTgagga
~gccattota

geatghgasg
tgooctagace
agzaccacca

gqocaceclyg

actitoccat
ceocatctetyg
tgatctttge
zaatccttce
ajg-gtcagse
gaaaccagac
gyctggaqaqge
atgcattoeoc
agcataggct
Cceaaaragn
azatttagza
gIggcagaac
atgtaacaaa
attaagloliL

ctggocatatg
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totcaattgt
agco-gtgea
cacctgicte
tgtcaghygrc
atcctazscay
catzctggaa
aztgaggaayg
aTcoegyyagy
actgttcacc
toetglygaaaa
ataztgTIoce
ccoctataggl
ccaactcggt
coctgetgttg
gaageggaaa
gaaaagggtg
agcagtggga
toccocoagtgga
aagggcatyg
cCcttgroecad
accrgagaca
atttgtecate
accgaggeeg
caagasttaaa
tcacgcccte
tttctcattag
HBacTeoace
agggcttals
ctgotttcag

Jaclgaazyga

catcagecty
catgggacal
azactcIaac
tacctgcccea
aagtaazcca
caczggaggt
acaactgtyy
tatcctggeot
aagaagaaqg
tacagatact
aggggatent
cLcageagag
tcacacogat
ctgagagzgc
gtagctgocca
aatgrataia
tgttctygtic
ttgtacagtg
gaagctcact
atagacaggyg
ggagcotgta
aclacayata
ctotttiagg
gagaaaaats
Lygcagltehg
aJgagagtaag
ctaatotgog
cttccteaag
acgeaaacly

zactatgcta

stgyggctac
gigatgogte
gtoggcactt
agtaagrigge
gcaagtcaag
gctcaatiac
gtaatcaazc
tcctaagdaa

gotteottcac

Joccatggag
cglge.getc
tto-totcectg
ctatatitgt
acclhcageoeo
coccttttatg
atgactttta
ccacctgaac
ctgacTCTgoC
tgcagoccaqg
tgcaactaaa
cctagttgas
tgectcacagl
agaaggtgga
gtacccccat
Tggacoueat
taaggggges
sa8aaTYgCT

ttagatcteo

tgoagatett gagatatgtec agecletaca gtoacaagag

aatctlite

39

34E¢C

2540

4500

456C

45210

4630

4740

4800

4860

4920

4960

5040

5100

5164



Met

Sar

Thr

Gla

the

Leu

Gly

Ala

Ser

GCln
130

Len

Hi=

Leu

Val

Phe

Leu

Pro

Asn
1156

Glu

2ys

Trp

Ala

206

Lys

Ale

Lys

“hr

Aso
1949

Pro
Gly
Gln
His
Rrg
82

Trp

Ile

Leu

Tys

Gle

Leu

Tvr

Thr
15C

Leu

Ala

Ile

Erg C

Val

Lea

Val

val

40

Th=

L.e

L
o
H

Leu

AST

Ela

Tvr

0
=
2

Len

Gln
1425

Cly

Phe
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Lew

.

Tian

Liey

Trp

Ile

Ser

Ala

Val

Thr

Leu

Ile

Tvr

thr

15

Asp

Leu

Lys

Pro

£sn

Zys

ASD

. Leu

140

Gly R

Pro

LN
[Sale)
=

Asp

bPrc

val

Fro

Asn |

[anl
(2l

P

40

Glu

Slvy

AsT

» ASn

Asn
val
93

Fhe

Ser

Leu

Tyr

5O

Glu

Glu

Thr

VI

Lys

163

Vail



Thr

Val

Ser

Arg

Thr
210

Phe

Tvr

Len

£ Vel

Tre

Gly

Thx

370

Thr

Tyr

Pro

Trp

Gln

Frne

Pro
1849

0l
I-
fod

Lo

Arg

Cys

260

Ser

Ile

le

Tys

Leuw

240

Tyr

Erqg

Cys

w1

Thr

Len

245

Glu

Gln

Arg

G0

325

hla

Tvr

ALg

Ser

Gln

Ary
230

311

val

Glu

Val

Pro

3ec

Gl

brg

Val

AT

Leun

Lla

Leu !

Thr

Gl

Ser

Ser

Fro

Val

280

Gly

Ala

val

His

r Val

Ala

—eu

Val

L8>

Pre

Gln

Gln

Gln

g

Val

245

Bsn

Arg

Gly 3=

51y
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1le

Gln

The

: Met

250

Thiz

Arg

Cln

Gly

Scr

3390

Asn

Ile

Thr

Gla

Gla

Arg

Leu G

235

Trp

et

Lcu

Thr

Fre

Val

395

Fro

Ser

Lzu
Gly

Pra

220

4.
i
L

Tkr

tn
a:
t

Fro

Ile

300

Sly

Gly

Val

dis

Val

28D

val

Fro

%]
4]
s

Phie

;o Lea

Glu

val
285

The

41

Leu
190

Vai

Gly

Asp

Val

His

His

Cln

Asn

Thr

Thr

333

Ser

Pra

Ley

Arg

Val

AsSD

L=n

Valr

Lay

400

Glw



Gly

Tyr

Gla

Thr

Asp

Ala

Glu

Asp

wod
W
o b

Ala

Val

Thr

Leu

Argy

Ala

[0}
m
H

Pra

Ser

Lsp

515

AST.

Asp

Thr

© Thr

Ire

420

Axg

Cly

Len

500

Thr

Leu

AST

Ser

I fy
(=1}

Phe

Ela

Val

Ala

48h

Arg

Leu

Gly

Thr

963

Val

Aia

Arg

A=m

Gly

Leu

15
o1
oc

Sar

Leu

hrg

His

Ile

630

Zcu

Tyr

ey

Val

Ala

Ala

lar

515

Asp

Glu

Ser

440

Pro

Val

Pre

lle

520

Thr

Ala

Esn

Ile

Arc

o000

Pro

Pro

Gln

1=
™
o

Zeu

Leu

Val

Val

Ser

Glu

Gln

Arg

Leuw

583

Arg

Sin

11=
GED
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Thr

Gly

Scr

Gly

440

Ile

His

His

Thr

270

Val

Glu

Tyr
eho

Tro

Ala

Arg

475

ASD

Leu

Hisg

Gly

Pra

o

o
(U0}
0 C

in
)
=

Slu His
445

GIn His

460

Fro va

Tau Leu

Tyr Trp

[
m
]
jp]

i
[
kg

GLy Asn

r Lys Val

Lea Thr

Ala Ala

Gly Gly

605

Gln G314

60

Tnr Eis

Asn Val

1l= Gln

42

T2u

Glu

Fhe

550

Tyr

Ela A

Bla
Lad

Leu

Pro

fiis
€72

Ser

Thr

t Pro

655

Thr

Gly

Leun
180

Leu
560

CGly

Nl
e
™

Scr

Pro

647

Gl

Lys



Giu Bon

Thr Val ILec

630

Gly Giu. Ala

7C5

Zsn Tvyr Glu

<210>6
<211> 2970
<212> ADN

Ty

Ban

<213> Homo Sapiens

<400> 6
agtygazgyygy
caacttgata
cagectgatoy

aacagcattt

gtogggeto:

tglact Lot
atgcagzaga
gttgttgaaa
gacc:gagga
gtccroocte
zgacaacaaa
tratRathta
tactgeTtas

coaagroeaa

Litcceatal
tttctagaga
aagztgagec
aggaaggtct
“ggtgagaca
ctgetgazee
cbteazicele
atatocacatt
ztaaaacato
tecteecstea
agacatzery

aacactaoatc

Ser 1-

Pro

&80

1 lLeu
550

Gly Axg

gaduaalaca
zcecocaggeac
ceaactitota
catctgagta
gactttceea
tgactectygg
caelgyglocac
caotagoaea
aczzgatcca

gasttzcaga

‘tctttgaagg

aaaaggttta
cagtgaattc
acatactoga

tacatcotge

Met

Iws Thr

Ala Hisz

Leu Leu
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Ris

730

gzaagaatta
agtcttggag
aaaatagtac
gcagettoot
accctctgee
ZEgagaacaa
acecttcaaa
qggzgacaca
aattacagag
gooctggaaat
agecaatgte
ctacaaggal
agtctesagg
celigaagis

cotgagagec

Gli His Glu Glu Lea
685

Prao hsp Asp Ser Ala

00

Glu Asp Asp Glu Glo
720

Ser Asp His

tttgeaatact agcazatace

acattagics tgagagactc

actacoggga tlhgagatacs

gqueotoctte ttggagatzz

ccgoeggTgce
tcaggggtgs
qJagaaaaad
tattggzatc
cctggaaatt
taccaatgta

attotgagat

ggaaaacage ©

gacagtagcs
acticaaaac

aycnoticee

43

ccatgo-tet
cccocaaaagce
tggcototcat
angatgagaz
accaatgtas
agacccogagd

groaggggas

aactatcattqg
coetagatat

cgcocataga

180

540

600

(sl
ol
(=]

120

780

900



ggggagtccc
gotgeeatts
cagactccag

gacagtgacth

guabgttete
tcacaqéccé
tagToctcace
ctgtgagtec
cctgygggaac
agaacatoct
tggagtgagt
cgggyoccay
ctteooogalc
ctctygagga
atgt@aqqct
aggaacttec
catcctegte
agugaggacts
ctogtaecacyg
aaTggagctg
coagatetygg
agageatgag
Llgcaggggag
gaatgtaceca
ggaaacages
agactotgoc
aatctcoceot
qracitgtgt:
cgohgtogaz
gaccantiga
tecaaatatt
tatatgcogl
<210>7
<211> 508

2-gacasiya
tocectethioa
atccecigana
cacaycaton
aargbgaatso
chlatttget
agagtaagaa
accgtgaacyg
aTcotcagra
Ltcaccgcte
ctgagadgeat
agctcaccoa
Jgazaclacl
ctcagcgtca
¢oclglyggrngg
ctgtactggt
agagzatool
gJacazatggcc
aggaacagas
cttgctgety
totgocan—g
otteccaggs
gagcozsatgt
agcatecago
gaacttacag
gotagacagca
cgtgtattac
togeancatlLy
tceotacgage
ctgecctgara
sttttcacag
tagacgaggsa

tccaactgte

atccttgeta

cctgtgagac
gagatagoees
t.gtoggactga
aazaazcgag

tacagatony

<agtagccca

gecotoggtag
agagtgatgs
cgtggatteg
ccagggocca
clacnnngst
cototggagg
ceLglgatge
cagttceggt
gcgaaatgnt
tttatcacga
Lecaaccltote
tgggggocca
cagygooolas
czgomgetet
gaacatctag
Lagaccclea
acagcaatgt
Atacaaazga
tcetetatte
gaggcaggge
toggectcaga
Liltlietgt
ctgggoigea
tgtgtgttac
tggagacacy
gagzgaaatg
atcgaaaget
tttttgogtyg

coatatl.gag
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gaccotogga
agaciragde
cotgagatot
goccoeccyga
gggttcaggy
aasgacceag
aygyggagatac
agtczcectg
Tactctogtyg
cctgtagcaa
aggagecicc
agacaatocge
gtctiegoeoee
ggagcoTtcac
ggatgacacc
tctgactaca
gcazagtaaa
cgotgoygga
gotgecatkac
tcacagtees:
agJagcccact
addloecleos
zaactmcacct
agaactgaag
ccatgazagasz
ccaclageee
tototocaac
gggtatgtga
cceaggaagag
Tggcaacgaa
glLutageccag
gttaatctge

getagtagty

ccacagaggo
Ltggactqaga

cttactogt

cgttoocctgs
tactgtgcag
agaatbtlcoygy
¢ggceccigs
tTtratcatg

tZcaacctct

gtoctoacoc
tgtgagtcce
tlggyggaaca
gaacattctg
glyulyacac
atcacggggc
gocAgggoea
zgtgagtate
cactctaaac
gatagcaacc
aattgtccza
aagacalacc
gatgatgaag
cttacccaga
cacacatcat
ggctgageas
agcaggcage
cyaygggeecl
ggttacaagg
tctc%gtata

gcattgeciga

44

cagatgteeca
gcaggteoan
gtgaggtega
tacagagact
ttgaaggaga
Letoatggea
tggcagagcl
cbtgataacgt
Tatctcacco
Tggagcellea
aggzalgtcac
ctctgactgc
agcacegtca
“cagggctoo
tgagaggote
toToggooeca
caaactacls
teaatgttas
tggtgctcag
gAaaqUaagace
aggagcotte
cactagcezc
cgattiatic
tgatgcatoa
cagacgactco
azaactatga
ctggoocaca
ccaTetoctoo
aaggtclgoz
ctotgagcas
cacetccetaqg
gezcaatcat
aaczatitgr

tghtrtggtyg

10z0

iggC

2520

2580

2640



<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 7

Az

Ly

Mot I

Fhe &

Ile

Ala

Ile ¥

val =

Ser

Glu Thar

Phe

145

Fhe

(BRI ¥4
@

-
SR

Arg

Trp

_eu
20

Leu

Th

Ile

100

Fhe

Leu

Clu

Ser

Thr

Lys C

Lvs

Ile

Lys

Gl

Leu

Zeu

val

Pro

Gin
i50

Leu

Val

n

[}

Ser

Gln

Gin

Ela

Gly

G

L1y¥s

Ala

lew

Clu

Val

Dhe

lu Leu

Glu
120

Arg

Leu

Gly

Gly

ES 2 586 850 T3

Gln

Leua

ban

a0

Fhe

Gly

ASD

i
(T
=

Asn

Gln

Fre

Val

Gly
155

vVal

Tro

Val

60

Lsp

Axoy

val

Gin
1490

Trp

Val

Pac

Lys

Ehe

Iy s

45

Thr

Glu

33

Ile

Glv

Thr 8

- Leu

Gl

Gle
15

Cly

Gln 1

Lys

Asn

Leu

Lys

Phe

L2
o)
[

Gln

Asp

Tyr
50

~Asn

Thr

Cys

w3

-re
160



Glu

Tiz.

Leu
225

Tvr

Va’

Aryg
305

Cye

Lys

I
R
o0

Cys

Rla

Ty

=1la

Phe

Ala

ol
[
(S}

sSer

Glu

Cys
275

11=

- Pro

Ala

Pro

Val

“hr

Tiau

260

AC

Gly

Leu

Thr

340

Leu

=l
i
o

- Gly

SR #al
(D

L

Val

Bla

Cly

245

Glu

Bla

Alu

AX

LS
o
U

Leu

Val

Gla

Cly

Gly

230

Thr

Tle

Asp

Arg

(S ]
=

Gly

Lex

Leu

val

Thr

Pre

SIS

w
o

S2r

Asn 3

Thr

His

Val

Thx

Met

Ala

Gly
283

bro

s Ala

pPxro

Ala
360

Gly Ala

Asm Gly

38C

Ser

Pre

Thr

Gly

Gly

Val

2€5

His

Pe

Fro

Clu

Gln

Arg
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Glu Zsp Uhr

170

_le
-1

iy =

Glu

Val

Gly

Il2

r hla

Fis

Cys

nrg As

Arg

Gly

[CRRS!

Pro

Arg

Leu

2ro

Ser

o

Gln

220

Thr

s Tkr

Ser

Ile

brao
200

Leu

Tyrx

Gly

Glu
380

Leu @

Gly

Phne

Gin

Aap

Sln
285

Val

Gln

46

Ser
L9C

Ser

Arg

Ser

Glu

Val

Tax

Tyr
175

Irp

Lys

Th

Leau

Era

Ala

Tre

zlu

c Len

Tyr
240

- Leuw

Val

Leu

His

v nla

Cysg

Val

Gly
4040



val Leu

Trp

Tyr

o o)
o N
n

Sor Pro

450

Cln

GiIn

Asp Ser

<210> 8
<211> 2580
<212> ADN

o Axg

Leu
403

I1.1a Leu

421

Thr

Val Asp

Ser

485

I e

<213> Homo Sapiens

<400> 8
rgygtaaccas
cattgetogt
cobottetot
aaattcagaa
cagatttoct
zeggacaachk
tettizaacg
gectgazatyg
tolloagayd

cTgeccgtgng

gaglLazatah
catctttgat
crtIcgaagga
gatgeettac
tatccazagt
ctttctcoteg
toctgugolta
tgagaccecgg
sagccaggte

gagtgaagac

Phe

Phe

Gly a1

a Ser

Asp M

Tyr

Gly val

His Lys

Arg
440

£ lu

- Ala

ctihthacaaat
gcagteacty
gacagcatcg
sataacgata
gcacttttaa
gataaaactt
actgucaget
ctoctctecac
ctggggtcag

acagggteis

Lev

>ro

val

Iie

Ser Ser V
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3ly Phe

110

Gly

Asn F

Leu Gln

Tyr Ze

Thr

agotggatta
aacaggeaga
ttctoaaatg
acaaagag-t
gtgacegtgy
cam=alalagl
oot tocageo
ayaygyilgga
gotggageag

actaggtygcas

Lys=

Gly vaZ

- Ser
430

Clu Phe

445

Gln

Fro Val

460

Tyr

Gln Val Trp

Lev Leu Glu

ggocotcatyg
tlogetagace
ccaggjagaa
atctgttttc
tractattic
zaafataaaa
catcgaagog
tgttcaactc
CZCL;cggag

ggcagaaacy

47

Thr Tyr

val Asn

3er Met
180

e

ctgototggt
cttygtggcge
ragaaclgoa
aaazaattct
tgtagiaccs
gtcoccaagago
ggtaocaglga
cagttoogcot
cloecagattt

grgactcaces

Lo
o
=

540

a0n



ggatcacasaa
taagetigga
tectgcteagt
Jaaccagiat
tgaaagacag
agagcaagel
goctctoctgg
gaggrtctoce
cggceococekhe
actactecte
ccatctcage
Lgc-tggtgt
tatcagcaga
agTtceccta
tgggotetet
gctoageozai
tgaagaaztc
cattaagact
geacgtgocel

tocttotoota

aagagalaca
g-gtattaac
tgcaaataty

gaxuTgtttgt

ctigattttt
caaticaget

actaatctcasa

aatootgaga

accaaagrat
caatzaacta
<210>9
<211> 429
<212> PRT

acagagoeelc
gatoogggooe
ggoctzgzgggl
ggcaaagaasd
tcatgcogge
gylygaatatc
ggcccaggeot
cccaatettg
tggegeauyy
Tgacgccsac
acctgatggo
cottgettte
aagttaetgec
ttcaagcocca
agatgTggat
catcaggaca
ataacaczlkc
tgctataaaa
cdggaggoan
cctatcaata
ctaccttete
zggtctcaceo
ttatttatat
Ticattggge

atcaggceTga

tggcatagtt
atgaatccat
citcagoges
gattytygrgt
cttqaqfqta
at-geagezat
gcataTagtt

tgatattact

<213> Homo Sapiens

caatcccaga
Lecgdyegac
acaggaaatyg
acccagegtt
aaatattact
cctgtg;gaa
Gragtgggag
toccaat-tt
gcotbecttca
aacggcolgy
tatagaagayg
actggtgtty
zctwatgaac
Acccoagaca
gtggtttatt
ctteotggaca
saggaatcag
ccttatgaaa
ctoctgroat
Ticiabtgaac
ttaagcaatc
treatctact
gotgetggan
atattggect

tgctggette

tcagcaggat
crggtotagg

toatattnggt

w

ttccaggaat

aacalgacte
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rtrtcacgtgee
gggtaactga
tzacallcets
ceetgteage
gtagacetaga
ttecagtcte
aoctgetogys
atcatgagga
socctatottt
ggceccagte
acctcatgac
cttigctgle
secagaggyyc
tygaggaget
cTcaggtety
ACAIJTACLT
dagggaagat
ztgcttgagg
ttitgtectg
tgotgetaca
actotgtaaa
ctgaagtgat
acagttigct
gaaatttoet

atagaetgag

tggtaccagt
gotttigtgt
CcLagy=2ygygy
ttagcoottth
atatqgeoacTty
Ttcgtagtet
gatilttgac

tatagaztaz

gagaatccco
aggacaaaaz
ctggtacaga
agagctegag
caacggoccat
tcgeocigte
gcttcactgt
tgtcaccolt
gaclguagaa
cagtgaggcae
agctggag=t
gtatgeccttyg

ttecaggena

ccaagLcatce
caactagcasqg
cttatcacct
atgatgTtrtc
tccegacact
gatttgrgay
gagaacagga
aatattttgt
tTteocactot

ttaggcaaga

tatnetttet

tgoitggtaa
“tictgtecte
cebocaygatlt
ggaaaccaaa
cyaactLgaac
atagtaaaza

aatyglanzls

48

gtgococtateoc
cleyeectea
caggccoctga
gggaacagos
cattctggea
gtgoeaytbot
ctetggggac
ttccacaags
aalccbtraac
~atgtcaatg
cagocagaas
tacTottoty
gatggygcas
goccacagoca
ttctccaata
gtgoaaataa
dageslgaat
ortcatagta
tgacaatttt
gtetotgeea

gooettectio

gcatcttgoa

ticttcttta

aaatctygigl

ctgcaatatc
fLargtatite

2tctataaaa

138C

144¢C

1560

1620

1660

740

~E00

1860

1980

2040

2122

2160

2220

2280



<400> 9

Mot
1
Ala

Pro

Gl

Tz

aArg

Phe

it
o

Sln

it

Glu

Fhe
50

Ser

Prc

Leu

Thr

Gla

Cly Ser

Leu

130

Len

Arg

Arg

Tra

Arg

“he

20

Leu

Phe

Tyr

Clu

Tyr

Leu

[

Fro

SEer

Thr &

Leu

Ile

Lys

72

Cys

Lys

Len

Clu

1le 7

Fro

Gilua

Ser

Met

40

Aryg

Gin

Ala

Val

N

(S0

Pro

Asu

Gln

2la

Gly

Elu
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Ser

Pre

Thr

Thr D

ac

Eis

Gly 3

Met

Leu :

Ile
170

Ala

His

Arg

Arg

=
-
o

Fro

Pro

Pro

Bla
60

Met

Vol

i Thr

14¢

Leu

Len

Thr

=1

Trp

Fro

Glu
I

Sexr

Gly

Ly As=p

Gin

Val

49

Ser

Arg

Gla

15

Gly

Lso

Ero

Clu

val

ERY

Ala

Tz

Clu
175

Pra

Ser

rla

Len

Asp

Thr

Thr
160
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w0
L]
[0}
H

Asp Ala Glv Gln Tyr Tyr Cys Val 21a Glu 2sn Gly Tyr 31y Pro
i80 133 1490

Fro Ser Gly Lesu Val Ser I.e Thr Val Arc Ile Fro Vel Ser Arg Pro
185 200 205

=]
tn
U
<
fu
—

Tle Leu Met Leu Arg Ala Pro Arg 2Ala Gln &la Ala val &lu
210 21E e

L=u Glu leun His Cys $lu Ale leu Avg Gly Ser Pro EBro Ile Leux Tyr
225 230 233 24¢C

Tro Phe Tyr His Glu Asp Ile Thr Lesu Giy Ser Arg Ser &la Fro Ser
Glv Gly Gly Ala Ser Phe Asnt Lsa Ser Lew Thr Glu Glu Eis Ser Giy
: b

ban Tyr Ser Cys Glu Ala Asn Asn Gy Leu Gly Ria Gln Arg Ser Giu
273 230 285

alz Val Thr Leu Asn Pae Thr Val Prc Thr Gly Ela Arg Ser Asn Eicz
280 ' 295 200

Glt 3lv Zeu Leu Ser Thr Leu CGly Pro Ala

[9e]
ih
]

et Thr Gly Val

308

= b
L\

L
[
(o1}
—
w
Ll
S
o

Thr val Ala Leu Leu Phe Cys Tyr 3ly Leu Lys Arg Lys Ile Gly Arg
325 330 335

HE]
H
«
V2]
D
R

Ala Arg Lsp Pro Leu Arg Ser Leu Pro Ser Pro Leua Pro GIn
348 250

z"u Fne Thr Tyr Leu Asn fer Pro Thr Pro Gly Gln Leua Gln Pro Ile

r]

vr Clu Asn Val Rsn Vol Val Zer Gly Isp Gla Val Tyr Ser Leu fla
3730 375 380

Tyr Tyr Asa Gln Pro Giuv Gln GZu Ser Val Ala Ala Glu Thr Leu Gly
385 350 385 200

Thr {lis Met Glu Rso Lys Vel Ser Zeu Rsp Ile Tyr Sex Arg Lea Arg
405 414 ’ 415

Lys Ata Ban Ile Tar Asp Val Asp Tyr Zlv Rsp Ala Met
420 425

<210> 10

<211> 2303

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 10

50



yaggeatoehoe
acctgkgete
acagagggga
caglLeceagl
cccaagctcee
cagacastog
coctgtocacty
aggctggtce
aaaqgggcty
gagslbleelt
tatggtccca
atcclealge
tgtcaceccoco

ctggggagoa

qecgitgacac

gtcattgagg

ccggagaagyg

tTagacatat

taggtaccat
cactozgtga
goacaytgac
Lebgaetbtett
agatocgetcce
cgtocaaact
atagtgagett
tecatcigete
taggTitaas
cajrgagagd
gooocactgg
tzaggectec
tgagaggeto
gg-cgycceo
gazaclachts
traacttcac
ggctgctcag
jaaazatagg
aagagttcac
Tgeatgttgt
aatcactags

attccaggot

ccctoacctyg
acchgangag
cctgacgtgt
cagegacace
catctggara
cttgaggage
ggadastcag
agttgectatg
cetteagtea
gagtgatgct
gectggtgage
cagggeccag
tootaocaata
ctctggagga
chatgaggce
agtgcctect
cacececTtogt
sagacgttaea
stacctceaac
aagtagggat
agcagaaace

gaggaaages

ES 2 586 850 T3

gtcctecatge
ctatttttga
nagatgocet
cgggccttgg
caRAgacacay
aggeagatoc:s
cccocaggag
dJacacagygag
sagacccaygc
cagcaatatt
atcectgzea
getgeoagtyy
ctgtactggt
ggagoetoet
aacaatygges
Jgggctagas

ccagezacsy

ctggggacac

aatAatbacag

Lgocgayguct
tagccagceoo
ttctacagag
gocccaggaty
ggzcatacktg
agataaalys
gacacgtgat
acatcacott
gttcactgac
zctgtgtage
gaetccoggt
acyatgtacy
tttatcacga
tesacctzoo
tgcggocooa
gqcaatcate:

Lggcctoaly

> cactcaggag

cagggcadcs
cactggccta
etatggacyga

ztgtggacta

51

gttgctgtts
ctooecataoa
tIcagatgce
gagcagatoo
gtgcgaggca
goacagggle
ggaggcagac
cctotgotac
aqéacaqtat

tgaaaatgce

coatatcace
cctgactgaa
gograglgay
ftacctcacga
atlbllgetas

ccttcoccocage

240

300

350

420

18¢C



10

15

atagltasaggtt
tgaztatgtte
ttotocatrgqg
ctacctagga
sngaeaggote
tggaacaaas
tcaagatteg
tyctiioiol
ttocacctaa
aaagttacat
tzggccaace
aatacagTqgt
cctgtatott
ggaatgcagt
~clLcaccica
ttttgtctta
getcaagoaa
<210> 11
<211>90
<212> ADN
<213> Homo
<400> 11
gdgcckbgaca
gacaacetygo
<210> 12
<211>90
<212> ADN

<213> Homo

cgtgggeaca
<210> 13
<211>90
<212> ADN

throagagale
cactattceot
gaactaatag
ctTtgazzac
Jeaattggga
tgactctgeca
gueoagacaAg
zatazgattc
agacagttac
tataccacza:
gtertoTTtt
azttattttt
ggcacaatcrt
coelgrokgag
cgTagagaca

tgtattgaat

Sapiens

gcesctttte

cttaaglaac

Sapiens

gesacttite

ggtgcacact

<213> Homo Sapiens

<400> 13

ctggggcatt
tcatctactya
acacaggagt
aggktcatatt
Tctioggttg
ggacttcaca
cacagaacic
tatttaziz

tgTgactcea
ccazazttat
attcacaaaa
tttttaaatc
tgecotcacty
TAgotggrac
agattzcaceo

[l ol

TtotacTtegh teatettaac tthateatgqg taactggcga

Lyga=ygyyg=éea
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aaaaccatcc

agctttceoag

gacagggact
gtgctetlel
cagggacayt
gJagagagcsg
cegcccocgoT
cagtcantgt
cttaatitia
gtaz-ctatta
Lt otgeaat
gacacaccgt
caacgectgc
Lacaggcaca

gtittgcecea

atgaccccas

tAatacoioTt

o ttggcgcage

ttantatrag
gtttrasaaga
caaccttagsa
tgoocoatoas
acttacatag
teccaaatta
ytgacgtatt
cagoooctay
cgtggtaata
ctcactotgl
ctctcagqget
tgccaccaaa

ggctggzctce

cotcaggon
ctogatyosa
cctgaagasa
aaccagatte

gga=zacaaga

alcatoegagt
caactzaaac
tttotatata
aayclltata
tggtttceaaa
cacleaabot
caagcaaacc
cttggccatt

azacTcongg

Ttstactagt tcatcttaac acachgetat gtacgggeoca

cacactecaca

52

1320

1960

204

2100

30



tcccactgac goatgeagga aggogcacst cococtta

ES 2 586 850 T3

cgtgggeaca ggtgcacact cacactcaca

<210> 14
<211> 2499
<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS

<400> 14

caaaggagag

aacatgotat

tgtogcgcttg
agaltgaczaca
atatacilygg
aczagcaagc
Tgtatttag=

gaaagctaca

tttatgcaga
Lloecaatok
gcttccatgp
getgcacaca
agagtgactc
czteqaoact
caatctggac
ctcttttett

ttggttctga

‘aatygaaaca

Jaagaagctt
gggctgacck
tgctgtggyc

acctgrgat
tgacttgcaa
actggagaga
tgtacagatyg
cagactczott
getgoccacag
Liocllicoal

atggcaatia

actgagctca
ggcttgtete
gtccttgoetg
tteoecteocat
tggatttcag
aaacgtigscc
ccacgcosgg
aatcctgoag
aagaaggaaa
Lletaatdsa
tegatgoatt
aattcaagaa

gaattctgTta

o~
°o

ctgctggtge
ctcegaactc
gecctttgene
cotezatyga
ttctatgoas
ctgaccocag
ggctccecac
gcaccatatt

gagaaatige

aaccrtgaact

53

acectgctet gtacggggea

tggtgtagec
cttctscasc
cagtozgteg
ccazattctt
cagageaaas

gaaacacoct

ctgtgtttga
ctgoigtgaa
tlctraccen
atgagaataa
atccagaget

gtgaaacaca

50

420

480

240



gclleltcoes
catcoigtea
Ctbaaqa:cc
cbogoiacag
cteaggggge
cacaggggat
aactoageqs
gggatactzac
cacIgtgaga
gotgotoeagt
g-caggactt
gzccTZceccat
ccccaaaaag
ggaagctaat
ggtaaagaca
Liaagagaat
ccocaggcocea
—ottctcatg
Tggsatggcc
—gtagtattt
gataaagega
ttgeagacat
“ctcactaga
gceeacaatg
gocagattaaa
gaagagctag
tgtcattagt
antTaactac
faAactctgn
<210> 15
<211> 515
<212> PRT

gagegglesg
gactggagca
tattgotgtyg
ataocatghgao
cagoccitghtg
accacatict
tcocetgagay

tctacagcag

ggtttcttgy
tccatctgoo
ggagatngyg
accitccagga
caacacccag
caaaagttac
gtgcagtect
catatgcat

tctgaaacac
getgtgyges
gagaaggact
gazaaaqgact
gactcacttyg
aaaagceect
gaaccecatct
agatgcasgce
gacaaagezTt
caaateatocsa

crtttaaatas

<213> Homo Sapiens

<400> 15

acaccceacl
cgTacccgga
jtgctgaaszc
agnggataoce
aaggggacat
cctggecaccag
cayecctgga
acaacaccta
gocaacagyaga
tggohkgtogge
gagacgaaac
cigoreaggl
Tatactitga

cacttetaga

gggaacctee
tgcggeacet
cactcecayy
ttcactzaaa
tgacctaatg
cttatgoaasa
gggtgacctyg
catcagtrg
tcacttotge
ggastggttt
teteggotge
tgceacatta
aaactaaats

ARSEAZAdAR
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Leacttcasac
actocagooc
aglhgagggag.
tgtg-otgyg
qotgoteott
agaggacacg
JITocotgec
cggocctgtoe
tggocttgoe
cotgotgith
caggotoocct
gygagolicay
gatccagact
ggataaggat
Tggaaagatc
~actcatgtg
ggaatgatca
aatactcatt
—gaccaggat
cattccctag
acagaagcac

gatczczget

AARARAZAAEE

ttcttcazag

gtgctcataq
gtctgoctooyg
czggagagtc
atCagacaca
cagagcatcg
gecgogggay
cactgotgeo
cccgcteeag
Ltogliglatg
actcagotgg
agtctoagttg
agctctaagg
atttctoect
actzatzcca
cgtcotactet
ccacagtta;

ggtztgottt

gaatttazaz
ccaaatgata
acacaaatet

ataTtagrat

54

atggcgaggt

tgotgastgt
cractygagy
gteggaggan
Jocccaggaga
ttgatg-aca
gagaagaaga
Letazteotga
atgaagaaag
tgtccaaag:
gctttctaat
gatgttggga
Ggagaagacaa
egagaaggliyg
caattgggat
acaaccattg
caggcactgt
ggattcagzi
caggacatca
zt-atgttaa
zaaatiaaaa

zaactcatsaa

1CzC

1c8¢

2140

1200

1800

1E¢0

1920

1980

2040



Ser

Thr

Phe

Arg

Val

Ile

14%

Asn

Phe

Pro

e

Ala

Tyr
50

Lys

r Leu

Leu

Phe

Ser

2sn

Aryg

Ala Ble

Len

Leu

Len

Asn

Leu
135

a Thr

Tazr

Thr

AsT:

fsn

158G

Lys

His

Gly

Glu

Leu

Asp

Bla

Ser

Tyr

165

Phe

Ale

Scr

Lys

Gle

Tar

vzl

Tro

15C

Aryg

Lys

Thr

Leu

Pro

Arcg

Th

5%

AlA

Ile

Lecu

Val

Val

47

Thr

> Gly

AXg

put=A V.

200

Al

N =
(B ]

Thr

Tro

ASsn

Gly

Leuw

Thr

i

185

Gln

ES 2 586 850 T3

“he

10

Leu

Tyr

“kr

Ser

st

Ilc

Arg

-

Trp

Ile

Tyr

170

Ile

Pru

Ela

- Val

2ra Val

His Fro

Thr Cy

I'is

Leu

75

Fro

Lecu

Cys

2sn

G1 H
(SN e

=g

Gly

Eln

Thr

hrc Iis
20

Glu val

Cin Rhla

Eis -Arg

A=n

=G
e ]
[ B

Cin Rla =

Asp Glu

Zlu Leu

Glu Gly
275

55

-

Tys

Fro

33

Tyr

Arg

w
@
a1

Pro
1.0

Arg

Tle

Asn

Rsn

Trp.

2he

Trp

Arg

Leu

nlr

“hr

Gly

Ser
O

Asn
160

Val

Val



Gly

[

His

o]
H
8]

Thr

Ser

Leu

Erg

Ela

Ser

370

Gly

1453
U
[

Fhe

Yyz

Tyr

Val

Met

Trp
26C

Ser

GlL.s

Leu \

His

© Leew 7

340

Val

Val

Pha
<20

v Ser

Clu

Fhe

Gla

243

Cys

7]
c

Thr

Tyr

lew

Bla

2la I

405

lLen

She
230
weL
Gly
1T
Gln
Cy=
310

Glu

Ala

Tyr <

3ly

Gln
215

2 T

R
[ e

Ser

Asp

Slu

Val
375

Gly

Scr

SN S RT]

His

280

Val

Mat

Leu

Thr

360

Thr

ala

The

AR

Ilc
440
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Gly &lu

Pro Thr
250

Thr Val
ZES

val Glna

Gly Gly

Ala Glu

Gln Gl

332

Glu Leu

Val RArg

Thr Glv

His Cys
410

Thr Arg
425

Val

235

Val

Arg

EIG

Gln

Gly
315

Ser

Fro

Glu

Glvy

3856

Trp

ala

[
~o
<

Ile

Trp

Ile

Ala
300

Tar

Ala

Thx
380

Leu

Leu

Arg

Asm

Pra

285

Val 4

Gly Ar

Ty

36%

Lezu

Rrg

Pra

t Val

445

56

Glu

Tie
270

val

v Arg

Gly

Slu 1

Thr

Esp

Bsn

Fis

Ser,

Gly

Thr

Lys

235

Gln

Ero

Asn

Fro

Py 3

Thr

Ser

Val

Gly

Glr



Lt
(i
:E
=
1o
I

Gln

hrg Thzr

Thr Cln

Ser
515

<210> 16

Clu

<211> 2805
<212> ADN

Vel

Thr Thr

Va_

511 Leu

His Prc L

455

Giy &

479

Glu
485

Eisz Pro

200

<213> Homo Sapiens

<400> 16
cactgragty
totthfgata

troctggctec

ctcecatggac
telaclcace
aaacccoaga
gelecoctot
ctocaotttc

taacactgae

tgacalolaga

Lecagagatga

tcoctgactgt
toagocecttg

tgtcagtygga

cacactcttc
acagaaaaca
caatarcclt
cagtagecct
~gtgtiitcaa
—aatactatt
tattcoteat
ttgttgecct
agtgorngag:s
agaccoagete

ccagaltccty

Asp Tys

Axpry Asn

Asp W

acgatcaagt
gtggtezagy

cagtttgecaa

scaagianaga
aaatggtacc
Caggttonug
gtgcactteo
gyagactotg
Tacaagaatg

goeatgtetea

aocagotaocl
tctertagaga

ggatta

aaot
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ys Lys Gly

lu Glu Cle

al Ser
19D

]
|
<

Lys

o

e
]

ccaaacctgt
coebbealget

ggacacccag

gagtgaccct
atcogtacct
aatctiggaga
atttztotte
Tggttctgag
ataatgtoct

2ggacaatgy

ggtcagatygt

ggacictota

Val &

Asp Leu
460

Zlu Ala

Tyr

Tie Scr S

tttggaattg
geratgoyty

geccattats

cacttaocaag
Tgggaa=zagas
gtacagatge
agctioegely
g-geccgggea
ggcattoctt
tgecatateco
aatccaagte
cagcgggaac
caoeclangg

cocgaatitco

57

Glu V&l

485

Azp

agcaaacttc
atattactagg

ttzctcocaqe

gJattToect
atactaageyg
ceggccsags
alocelgnaag
sagocoygaany
sataaaagaz
tgtactggar
caagaygccat
ccagtgacac
Thoogottet

cagattactg



ccatgtggag
Leatatotga
tcactcoicee
saacccagga
gycacaagtce
atTcagygcaa
tgagecctctce
acctgattet
cocatantota
caggaggagt
caget.gacaa
ctgtgtctca
crglygaceact
atgaggacat
tctetctgac
coccagodcag
zectocacggt
ccoccgagagyg
geageTCagn
ctggazaacta
cactcagtgt
aggctgtggs
tcetgtactg
geggggcocete
caganaatgg
cggcocotgce
aaatgqgageoc
gcctgeagaa
Lytlicecay
ttttttagaa
attctgages
ctotecartiga
tgtteottac
<210>17
<211>759
<212> PRT

taaagattea

caccooyage

cgtcactgtt
tgagggages
craghtiocat
ggccatcagce
tggect-tgac
tactguecta
Luactyieaa
goeocctotgyg
Lgadggacatl
tgaagtggtyg
tcocagggec
cooLeceooca

coecteotaga

gigcgaccty
gttttatcat
cttcaszccto
tc+ggagg?c
caccaccags
acagacoinn
zctocootgtyg
cavloeltoll
catazaactat
tatgittete
ctrctsagaa

alllccacal

<213> Homo Sapiens

gygllcelact
Lectggatac
getetgaatt
cacactttgt
Gaaaggggas

scagotgaca
ceccgtghote
aaggtgacac
catgaggatg
Ctoctctoiga
coccagogea
acactoacot
gtocagagay
agcagctcas
Leagygaati
agcctitttyg
caggctotag
atcotgiacl
ggagaacctt
goocaacaatyg
gtatctcgts
ctggagettc
gaagatgtca
tezctgacta
cageaoagig
acatctgaga
teagggekbat
aaagtctcecgg
gaagatgéL:
attctasect
tgccgtagaa
gecctotacte

taaaaatcct
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gctgtasggs
aggtcocagat
“tocagggaac
acaggtttta
caltoecaleag
atggcecctigg
atcocluleul
ttcactgtga
ctgooatgga
ctgcagagca
GLaaggegds
crgotgagge
grteoosaca
cacccezotgt
actucigoeac
tcactgttce
tgggggacct
ggittatce
ctzzcaacet
geoctagTgge
ccatcctcac
actgtgagge
cooogggtéas
cagaacaTtc
agatggugac
actgacTgte
trgottgtot
atccttogtg
“@dagcaccic
gaaattatta
aggatzagc

ttyagictcos

atglliaacya

agcaacaaty
coclygeato
caacgtgaca
realgaggyl
cttectoactg
ugocaagece
cazoctoage
acgcecagagsa
gogqtaggtos
“tcagggaac
gagoonotoc
cctgactTtt
aatloclLalac
gggaagagtg
sgclygacasl
agkgtctceeo
gctggagyctt
tgaggatgte
ctonstgact
ccagcacagt
cttoaggget
cctgagagec
gatectcagcce
tggaatatac
actgazagtt
colyTtoteo
ggcatcecag
gtatgcttec
actaaaasatg

catgaaaatyg

celeacagey
catectygtoo
cttcactgty
glceceelga
actacagaga
agtaaggcety
tcetooctgagy
ggttcactaa
gocaactotyg
tactactgca
atcacIgzee
gaaqggagoos
cagtIitale
tcocticaget
goclitgyie
cceatoetea
coctgtgagg
accoetyggagya
geagaacatt
gacacaatart
cccagggoce
tccteocccoaa
zcctetggag
tactgtgage
gcaggtgagt
ctygcageiga
cacacttoct
aggaatctga
—aaataagzac

Afaatcaaads

tgtrrtettgt ccggatzeott

ttcatiactg gggatgtaza

cdnaa

58

1G&C

1140

_Z00

1740

1800

1860



<400> 17

Met
1
Fhe
Thr
Phe

Slu

e

Val E

L2a

Bla

Tyr
59

Iie

Glu

Leu

Thr
130

1 Gly

Lzu

Leu

Tyr

Asm

Glu

115

Tys

Al=a

Trp

Proc

Arg

Arg

Pae
190

-

Sly

Asn

Arg

Val

Pro

T GLy

Gl

Ser

Thr

Arg
Ega)

Rrg

Thr
70

Gl

Thr

eu L

Ero

Arg

“hr
Lo

Ero

Al=s |

Ala

val

-
135

Fae

Ile

Asp

Val
29

TyY

Eis

Gly

Val

Ile

25

Thx

Trp

Asn

Leu

105

Leu

Lys

ile
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T

1¢

Phe

let

Tyr

Tle

Ser

ac

Arg T

Asn

Pro

Lys
170

Ela

Leu

Thr

His

Pro

=21

Asp

Pro

Leu

Pre

Val

Ala

Ala
125

' ys

59

;10

Jer

Leu

Leu

Zvas

Trp

Pre

lu

2ro
art,

Glr

Thr

Lys

Ser

g0

Val

Val



Val

Ery
225

Leu

Phe

Len

Pae

Ary

Tyrx

Val

ser

Leun

Thr
210

Fhe

Tnx
290

Leu -

Tyr

Gly

T-yr

Ser

370

Glu

hsr.

Arg

2T0

Leu

Leu

Pro

Ala

I

120

9=
[
[

Fhe

AsTy

Ser

. Cys

0
Ser
340

Thr

Ser

val

Ser

I'hr

Gy
325

Ile

Kla E

Val

Lys

Gln

[aalle)

[ ST
W H

GEln

Glu

Thr
310

Val

Ser

Leu
390

Gly

Il=

Ela

Gln

w

o

Asn

Gla

Lsp

Thr

Thr

Val

281

Glu

Leu

Gly

360

Fro

Phe

- Lew

Val
185

Gln

Ala

Glin

Leu

ES 2 586 850 T3

Gln

1le

Gla

Thi

Met

ko
ul

r

18]
i
<

Ile

Arg Eils

Leu

345

Leu

Val

Glu

Thr

Gly

Gly

Tle
410

Glu

Aro

Hig

Phe

The

Ala

Ala
385

Leou

Ser

Ser

iys

Pro

380

Lysz

Tyr

Dhe

Teu

Vel

Ser H

285

Gl

Thr

Val

Fro
365

Val

Val

60

Thr
153

Era

Val

Rap

Ile

270

Thr

Leu

Arg

Prc

; Tro

Sar

255

Pro

Ly=

Lys

Asn

hr Lev

LBhe

o
4]
o]

Thr

Leu

s (D
o H

~a Lo

Gly

Val

Mg

220

Glu

Asn

His



Glu

AEla

Ala

Ser

465

Gln

Phe

Asn
54>

Ser

Thr

450

1le

Ala

Arg

Leu

Fro

val

Fro

Ala

[ 73]
Q) (o
a R

Asp

Tz

5ly

“he

Lo
woR
r

Glu

Gin

hen

Yal

Thr

Ser

o000

Thr

Gly

Ser

Gly

580

Ile

Ala

His

Gly.

Phe
485

Pro

Leu

= (D
H

o

o

Glu

Leu

ke

ot
o
—

o

Glu

Gl

Gly

Fro

Lcﬁ

Tyr

Cly
6390

Asp

Arg

Thr

Gly

455

Il=

nr Pr

o
o

Arg

Ile

Low

Thr

Arg

Ala
44

Pro

Eis

Rla

Ser

Fhe
&00

Gly

Tyr

|t
b
th

Glu

Cln

Pro

Thr

Glo

Thr

Leu
585

Tyr
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21la

Val

Val

480

Gln

val

Ala

Leu
GLO

Esn

Ser

Leu

475

Thr

Fhe

Cly

Tyr

Gla

-~

Zlu
%35

Thr

~eu

Tyr

Arg

yr
ELC

Ser

val

Glu

hep

Phe

620

Ala

- val

Ele

Ala

lea

Lis

<
[eRsH]

[l

Cys

Leu

Pro

Ala

Va

605

Asn

61

Val

Ser

[}
M
42

Gl 2

210

sSer

Thr

Pha

Arg

Fro

500

Thr

Tew

Asn

Val

Gly

Tyz

Fhe

val

[STlE]
=
[SaY

Arg

Zen

Ser

o
3
n O

Val

Cye

Ela
480

val

Met

Thr

b6l

Gln

Gly

Gly

£40



Ser Lrg

» Asp

Ile L=u

aal
nla
Gly
Glu

Arg

Thr 3

¥
m
(K]
-1 0
o (M

Loy

<210> 18
<211> 4448
<212> ADN

Ilz Lcu

Trp

cly o

Thr

Leu

Tyr His

51y

Phe

rla

ES 2 586 850 T3

51:15]

fAla s

710

Il T
7

Met
740

Val

Thr 5Ser Flu

<213> Homo Sapiens

<400> 18

cggltacagtg
tcttttgazc
tcotggecteo
cTccecatggac
Icrtacteoace
azacuooaga
gotocestot

ctocachiic

toctgactgt
tcagcocttg
tgtcagtggs
cacagtctte
acagaadaacs
caatatcott

cagtageech

Ser

Thr

Glu

ASL

aagatcaagt
gtggtccagg
cagtttgcas
caaggagaga
aaatggracc
gaggytTcagg
gTgoactige
agagactcetyg
Lacaagacty

geatgtbctca

Clu

Glu &

Fhe

2la

Lys Va

Ala

Len

Val Thr

Lcu

715

En
AST.

L Ala Gly
3

ccaaacoelgl
tcttecatnget
ggacacccag
Jagtgaccct
atcggoacct
aatctggaga
atitbtoelte
tTagtictgag
ala=mLgloot

agaacaatgy

Ala Gln A

Gly
GES

Arg

Lau
100

Gly =

Ser Leuw Thr

Leuw Glu

5lu

Ltleysaclly
getgrgggta
Jococecattatt
zacttgcaag
tggcazagaa
gt;caga:gc
agcttcazckg
JqLgccgggce
ggecaticett

Tgoatatoge

62

Pro

o
v
=

Thr

?rc

aggaaadile
atarttactac
ttcoctecage
ggatitoget
atacTaagag
caggeasadq
atcecTgzaag
aaggcggaagq
aaTaaaagaa

tgTacTggat

240

300

360



staaggaaag
CtlLatacglec
tgaccTgIga
tcagagatga
coatgiggay
Toatatctga
tcacteteag
asacccagga
ggcacaagtc
atTcagggaa
Tgaccototo
acctgatttt
cecatcetglz
caggaggadgs
cagelyacaa
ctgtgtctca
ctgtgacact
atgaggacat
Tchetotgas
cccagegeag
acccacccct
ctitoctoce
gttttccgta
cegcttttac
agtragncaa
ttaacttagco
cagqgatcttee
gctcocetagg
tgctaaaatc

tacaktcaag

ttgbtgcoct
agtaclgaga
gacooagcte
ccagaczotyg
Lagaygallca
cagoccgaca
ccolgaaaaqg

agattotetg

cta;tactgc
agncactcoht
tgagggagec
cragtulcal
ggccatcago
Lggetileye
tceckgotocte
tcactgtgaa
gzocooczgtgy
tgaagcacat
tgazctggty
ggctgactts
TTaatcaant
cToataagte
cazatgaatt
trtttrotiga
tacaagcaca
aatcttatygg
agaccaactoo
agratcattst

aaacgtgtgce

glilclicea
gcceagctect
nehetagaga
cgattaggcect
gucliclacy
ftocctggatac
gelotgaall
cocactttat
gaaaggggac
acagctgaca
coogngnete
aaggrtgacac

caltgagygatyg

coocagsgea
acooLoagol
gtccagagag
agocagcectcas
tragggaatt
agc;ttt:tg
tctozcacco
Taatcocott
ctggctcage
tatttattgt

LgTACggaGe

tagattTaga
Tcaascttet
Tattctatta

aaattgtatyg

ES 2 586 850 T3

atacagteoaa
tccageoocal
Jatceagetgt
Jgaglclele
ggtgtaagge
aggtgc;ga:
Llygsgagaac
acaggrttita
catccatcay
atggocetigg
atootgtoot
ttcactgtga
clyccecetygyga
ctgcagagea
gltazgygeygh

clgotgagge

ctitggcttee
cagacsceocta
atttzacteet
gtgtoctact
tazatatiggy
gaaagoiget
ggagtiTttc
titlazaeas

tgtacgattt

coogaaltLite
agcaacaaty
ccotgeatot
czaggtgaca
tcatgagggt
atfctoactg
cgccaagocao
caacotoago
aceccagaga
gegtagoteyg
ttcagggaac
gascoelaoleo
cctgactict
aatertatac

yoyaagagsy

> agctgacast

gtgctgggtt
saalobgtil
tocctoaacta
asacagcica
catTactigt
tctctactgs
tcaagaccetL

gytyaacaas

63

. aagagcecat

ccagtgacce
tzcegeottet
cagattacts
cecTcatagny
catocEctes
cttcactgtyg
gtccooctga
actacagaga
agtaagcetyg
totaatgagy
ggttcactes
geeeactetg
tactactgea
alcactgloce
gaaggagcca
cegbtttazc
teocttcaget
ggettTgate
cttgccagte
gecactgleoca
actagotggg
gtagaztcce
atgbtoacaac
catttacata

agabtolooe

sagtacgzace

raggagcotas

720
THE

G40

1C80

1140

1680
1740

1800

2229

2340

2420



gtigetteza
trcagagazag
tagrataact
zaagtcagay
tatombLllia
tttotgstte
clgeakeeat
gtcct:aqFC
tt+amagaas
aataccaatt
Agaaccanlt
aagttataat
aatggagace
attgtigaua
artgacttty
totcagaaag
agaggaggec
caacaagaca
Juaaulacac
taatgaggasa
gacctftgta
agaatcreas
ttgtgtagac
czganttatg
gtaacazaga
attattdtta
“-azaArzatt
tcaacagtta
atagoolyta
tgttaggact
gatcagggaa
aacctrIIcyg
attttgaras
ctoatgcatt
aaasdass
<210> 19
<211> 592

tttttacztg
ceaaatggts
tectigeagtaa
ccaaztatac
Tecatgrttt
togactolea
cttggtctte
gacatttgta
tcalbctagea
tgaagoagla
tgagaaaaca
atggaaaice
otcagaaasat
aglaaagaasa
aggttazaaaa
aaaaacdloa
agactiggac
ttglcaadda
ctaatgacaa
accgceatiat
aaaggtcaca
acatgggyso
aagattcgaa
gtcacageaal
aaaatagtta
tbtcagagtea
ctacatcatta
cagtcacata
gaczaadaad
agadagadaca
tctlaattga
acatacatgy

tateai Lol

aaloliogtt
tgatagaszas
agaggttatt
taggaagcott
actttetoet
cocttaatge
acaacalooo
atitagtgga
aagcccaaga
4gaatagatt
atacagaatqa
gacaaTggat
tgasceygaay
actitgaatat
Catatatatg
agttagt;tt
ctgccagdgga
Lacagqggatt
aatctagcco
gachggoict
cattgacteog
acagaascag
actcactogatn
agaaagtaac
gaggaayygag
zattgtgagt

ttcoaaaatgt

Tatataaccga

iLtogaazaza

ES 2 586 850 T3

tatagaaact
atcltgagec
Tttaasaztgt
ctagacttca
cataticage
cagrtagazty
tgtgecctact
czgatgazat
ggaaaaaaaa
ggetatcttt
caaeglaaaa
t-gtctgrat
agtaaaatga
ctagaccaga
tgcctatgat
acacttIgca
aéa Llaataz
caggaaactg
aacaagatgt
caaccctgge
teaaagoaoc
tattttttga
tagatataga
tettatgarn
acgaagtaaa
Ttatttcacasa
ccatttigta

cttcactasa

ttgtatztat
teazatragy

aacattcaaz

gggggaaagt
tgatgtgtea
gaatglterg
ctcattetge
agcatocttaa

Lazgctteat

caaagctatt

rHAAACCAatL

aactcaaaaa
acatatatys
tatccocgasaa
gtycacteag
ccgaaaattt
agaatgcact
“aatgagasat
cgcatattac

totocagact

acljyaczatg
ggaacaatca
ttcaaaaags
aategtttct
atteccatgya
trggotyggeg
gcatigasat
fracaagtyt

ttatgcaage

ttacttict:
JAcaTtgccooo
agactactcoca
atcocatbiac
cocketttat
gagaacagaa
caczoagtag

taag=gggya

ataaagacaa
ggataattaa
tgtagragaa
tgatgacgtt
zZaagcagtcg
Taccaaagag
tatatcaaztt
aagoottety
aaaggsctca
acmogtcaaa
zattocaatto

agtgagaata

tilLeteate
atggactgr:
jaazactityg
zaaccaacta
caagoasaga
catcacaaat

agazllggric

acagrttgat

atatitaazg tacccoateat

aJlCaaaagdad Hddidzufadad

64

2700

27760

28620

2080

%480

3540

378G

3840

3800

3960

4020

4080



<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 19

Met
1

Phe

Thnx

Fhe

Giu
55

Gly

Val

Val

Leu
144

L=su

Mlz

Val

Teu

Phe

Thr

130

ASTl

Leu

Axg

Fho

2

Leu

Tyr

Asp

Glu
115

Tre

Thr
20

Cia

Pro &

Erg G

Arg

Phe
100

Val

Pro

Glv

1 Asn

¢ Thr

Ary

Glu

Thr

Asp

159

Leu |

P’ro

Thr
5%

Frec

Ala

Vil

o=
[VER
oo

Phe

Ile

Vel

&0

ASP

Ear

120

. Tyr

His

val

Thr

Try

As

Gly

Teu

103

ny¥Ss

[
-
aO

ES 2 586 850 T3

Let

1.0

Leu

Tyr

Ile

Zle

Arg

Asn

Pro

Rla

Lau

Thr

~i
REARNt ]
[

- Pro

e

Cys

kso

(S}

Frm

!
-

Pro Val

Gln Pro

Cys Lys
45

Arg Tyr Z

60

Giu Val

Leu Ser

Gln Ala

Brg 2&la

Esn val

140

hla Cys

65

Ero
30

Gly

Glm

Ser P

Fro
110

aly
1%

Trp

Cly

Glu

Tienn ¢

Ala

Alz

Thr

A1y

Ser
80

Val



Val

Leu

Fha

Ser

Arg

Tyr

Ser 1

Tzt

Thr
210

PFha

Tyr

Thr
290

Len

Gly

Ty

Arg

Fro

Tro

o
R

[Sakte]

Leu 3

His

His

Cys
o

Leu S

Thr

LEC

c Ala

5 Glu

FPhe

RO

o g
jm}

Ser

Clu

[

o
de (D
o

Tn=

Gln

Arg

a5

Thr

Ph=
245

Trp

Fra

Ile

Nlz P

C Val

Asp

Cys

v
@
2l

GIn

AIrqg
230

Glr

5 Ala

Tle

Glu

Thx

Leu
350

Phe

eu

215

Ile

Ala

Glm

Lys

- Gln

Pro

“he

Val
375

Ile

Gln

Gln
200

Thr

rr

Val

280

Ala

Glu

The

Val

185

Fro

Lea

Gln

Gin

Len
245

; Leu

val

Glu

ES 2 586 850 T3

Tiys
_7C

Gln

Ile 3

Glu

Thr

Met
250

Fro

Ile

His =

230

Thr

Glu

Arg

[o5)
w0
i

Tro

His

Prc

Tz

Ala

His

F Mo

395

Gly

Ser
2Q

%)

Cly

Ser

Ala &

> Tla

3C0

> Arg

Ser

Clu

Pro
aga

Lys

Val

288

Cly

Thr

hsn

Vel

Val

66

Cys

Thr

180

Fro

Val

Gly

240

His

Thx

Leu

Ser
350

Ser

=
i
=

Thr

Vali

Pro

Tro

™ L
N

4]

Gly

Lys

AL

e

Pra

Thz

T

&)
ot
o r

Lsp

Val

Yal

Arg
320

Slu

El=

Teu

His
400



ES 2 586 850 T3

Cys Glu Rlz Gln Arg Gly Ser Leu Pro fle
405 <1¢C
Glu Asp Ala Ala Leu Clu Arg Arg Ala

r
N (T
w

120

Ala Ile Ser Fhe Ser Eeu Thr A'a Glu His
4 4

Thr Aia Asp Rsrn Gly Phe Cly rro Gln &rg
450 455

Ser Tie Thr Yal Prc Wal Ser His MPro val
4565 470

Glu Ala Leu Thr Phe Glua Sly Ale Thr Val
4E5 aqn

Gln Arg Gly Ser Pro &Gln “le Leu Tyr Gln
500 505

Yro Leu val Ser Ser 3z Thr Pro far Val

Phe Ser Lea Thr ¢lu Gly His Sar Gly Asa
520 545

A= Gly Phe Gly Pro Glm Arg Ser Glu Val
LB 533

Gly Lys Cys Trp Val Leu Ala 5er Lys Pro
565 270

Leu Thr His Scr Phe Lys Ast Leu Phe Ala
580 535

<210> 20

<211> 5323

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 20

cogrocagty toctgacigt eagatcaagt ccaaacctgt Uilegast.g scgaascrte

aeu

= 1]
o

Thr

FLe

Gly

Ty

Val

555

Fro

Leu

Ty

Iys
160

Thx I

Leu

Ty>

hrg

Tyr

549

Tan

Gln

Ala

dis

Hxe

Val

525

Cys

67

Phe

Gly
430

n Tyr

Glu

510

Ser

Thr

Phe

Gliu

Pre
560

Tyr

Siu

485

Isp

Pne

Ala

Val

o
=
D

i
-J
o

Leu

val

by
il

Lev

Aia

8L

Val

Ser

60



tctotigate
Leclbggoloee
ctccatggac
toTnactecase
saancoccaga
gotoccckot

ctecacttze

Tgqacotgnga
Lcacagatge
ccatgtggzag
TeatatoTga
tcactoToag
azacccagge
gecdcaagle
attcagggse
Tgagcotecte

acctgatttt

cratcotgta
ceggaggact
caRQOT.OacAa
ctgtgzmctca
ctoatgacact
atgaggacat
tctectectgac
cccagcgcay

cocotoagoyl

tcagcoctto
Lyleagigga
cacagtcTic
ZcAagasaaca
caatateoctt
cagtagcoct
tgtgitteza
tzakactati
tattcctecat
ttgotgoecl
agtgctcaga
gacoaagate
ccagaccctg
taaagattca
cagoccocgaga
cootcaaaag
agattctctg
aglecgotgt
cractactgs
agtcactgtt

Lgscuegagoe

ccagtbteat
ggccatcags
TgacttTage
toctgtocte
tcactgtgaa
geecatatgg
tgaaggacat
Laagtgyg-g

Tcocaggges

gtggtocagy
caylltocaa
caaggagaga
aaatcgghtaan
gaggtteagg
gtgoactbgg
ggagaétctg
tacaagaatg
gcatgtcica
ylLllctlboca
gocagcteot
totctagaga
Jggattaggct
gggttcoctact
tceotcgatac
getetgaatt
cgecactTtgt
gaaagyggad
acagobgacs

coccgtgtete

o

agelgaces

catgaggata
—tctczctge
coccagqogea
accctecaget
ctcocagagac

ageagotcaa
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ggegtaaggce
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ttgagggaac
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atcoctgtect
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gtaaggegit
ztgotgaggs
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actactgecac
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cacttgcaaqg
taggaaagaa
gtacagatgc
agclblcyciy
Jgrgcocgggca
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cagcgggaac
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écctgcatct
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ciggaaacta
cacIcagtgt
aggc:gtgét
tootgtactg
gagggooctc
cagrcaatgg
tgtetocgeoe
tggagcttca
aggatctcac
tgact.graga
geagtgagas
tcacaggag
Letackacty
ctiteasgacto
aaccagtg:oa
Lcalccanga
gttococctat
tottagotte
clectgeacoe
goccccagacce
tgcagggoce
tzatccagtyg
cccttcaget
ttaccacaca
cotestasac
qeotggtgge
gacatgtgat

ctaagyTegy

ctectecooca
cereleigga
ctcatgtgzg
tatagtzcca
gggggacctg
gttctatcat
cttcaacctc
totggaggoa
ggtccteace

ctgtgagooec

ggacLuccaa
cactaatgca
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catctactot
ctcagotect
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atatctaczg
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Tcoygacacag
gotactgcag
ggcteotceocee
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atcctgtact
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gccsacaatg
gtatctegto
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tctctgacta
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ctcagggctc
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aggtocgtece
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gaaattaagg
cacagatgacg
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agttcctget
Tgrgotgeca
aAC0ggegecty

caaggtaact
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goocaactaa
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gazaggoettao
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atgctgatge
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cggatogtee
agagetiott
tgccactatc
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tgttccgott
cagtgatgas
tcactczace
cagqgetgac
ctgtatgoasn
agatatgcaa
ttaggootag
saatctgcte
Llclynygaag
graaggracc

grtaggtggac

aactgaaaaa
tgctatiggs
cracagrcac
<210> 21
<211> 977
<212> PRT

gliggelitee
troaaogecsg
attactattt

caaactggca

agigggtety
tgctggecoct
tggagazgga
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<213> Homo sapiens
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<211> 88
<212> PRAT

<213> Homo Sapiens

<400> 22
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<210> 23
<211> 837
<212> ADN

Trp Ala

Cys Ser
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Fro Thr

Ser Thr

Glu Gly

85

<213> Homo Sapiens

<400> 23
ctcaatsage
aagigoiget
cctggagcag
araatotgge
cttgoogoag

Vcaécttccﬁc
cgtcoggage
acaggtcgga
getaagagga
tcrRcagacac
taacgaggat
aagya.gcltyg
coctottocag
cacttactoz
<210> 24
<211>90
<212> ADN

tttatgcaga
ttggcaatet
gottcoceaktcce
tettgetetg
cagacoaTgqg
aczccctettece
cecatetggea
gecoecaggadg
gagcacoaca
tgaggacacg
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zagtagooco

Alas Z

Val Cys

Fro
30

Preo

T“hr Pro

ih

weu Fhe Icu

60

Yal Arg Gly

criglokte clee

anvecctatg
aacctgtggce
acagcacTtga
tgageggyag
gaggtggget
g-gctctect
tgageotteocce
ancagacaga
agggaggadd
tttcagacgt

aagqaaaaas

75

» Gln

Val

Ala

Leu

Ser

&C

2ro

tgytygtagge

cttctocaac

T cactntgigq

tggtgciggs
ccaccaccat
ccGgtgacecag
ceggraaggo
gcag-gcttag
ggggggecct
tccagtgoag
gcgegttgge
tgtggagaaa
caccgaccoy

Aaazada
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15

20

25
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<213> Homo Sapiens

<400> 24

tcececactgac ccecatgocagga aggggeasct ccoccottaacs acactgotoct ctacgggges
cglegycaca ggtgcacact cacactoaca

<210> 25

<211> 89

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 25

ggcetgyacag czactitict tobactaghtt cazcotfaaca cactoctotg Tacqgggaoac
gtgcccacag gltccacacte acactcaca

<210> 26

<211> 89

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 26

ggcctgacag casacttotet itctactagll cabcetbaacl Llaleolygsl aactggcgag
scaacstgte ttaagtaact gaagggaaa

<210> 27

<211>77

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 27

tcocactgac graggaacca totiaagttt stectgotaa ctggegagac aacctgrott
zagtaactao agggaaa

<210> 28

<211> 200

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 28

76

&C

€0



Met RAla

Trp el

Ser Gla

Trp Ile
50

Ala Arg
65

Gin Bla

Gly Tyr

<210> 29

Mez

Leu

Lla

Asn

Ile

A5

Pro
115

Try

Tnx
195

<211> 184

<212> PRT

Gln
20

kla

Ser

100

Val

Gln

His
180

Leu

3
[
R

r

Bro

Ala

Eis

[EARE]

Asp

Lys

165

Phe

<213> Homo Sapiens

<400> 29

Met Trp

Gly Met Arg

G.n Trp

Gin

Ty
35

Lza

Leu

Glu

Val

Gln

Gln

H:-=

; Blu

—En

iy
o
a

hwvs

150

Phe

His

Ser

Iz2u

Asn

Lau

Mot

Thr

Thx

Tyr

Thr

Pro

Fro

[

<u

Glu

Val Leu

Lvs Ala

Thr Cys,

Val Leu
129

lau Vai
~ Arqg Leu
Gly Asp
1355
Lys
204
Thr Ala
Pro Lys
25
Lys Ezp
aG

ES 2 586 850 T3

Asn Val Cys Fro Arg

wn
Uil
hir

Leu Leu Leu Rla

w
—

Val Leu Lys Leu 1u

Yal Thr Lea Tar Cys
]

Gln Trp Pke Fis Hais
e

=

Ser Tyr hrg Fhe Lys

Gln Thr Gly Gln Thr
116

Ser Gla Trp L=u Leu
125

Glu Thr Ile Esa Leu
140

Tys Val Thr Gtu Glu
155

s5p Pro Thr Phe Ser

Tyr His Cys Thr Gly
190

Les Leuw leu Leu Val

Ala Vel Val Phe Leu
20

o
©
s
=
h)
—

Thr Leu Lys

77

Pro

Asn

2la
95

Ser

Leua

Arg

Ilc
17%

Asn

Ser

[ONR T

Leu

AsT

T.enz

Cys

Asr

1&0

Zro

Ela

Pra



scr

Ala

H>s

Gln

<210> 30

Ala
50

- Leu

Asp

Frc

Ser
130

s Lys

Ala

» Ser

ﬂ_;:p

Fro

Lrg

115

Tra

Gly

Th=r

Lyvs

<211> 188

<212> PRT

Ser

Lyvs

Arg

Leu

pa¥cint
180

Fro

Glu

Gln

Val

Asn

Val

<213> Homo Sapiens

<400> 30

Met Ala PBro

1

Phe Phe Ala

20

1)
L
Q

Glu Leu
55

Gln Rla
o

Gl Tyr

Leu Glu

Fhe _ys

Thr Ala

Ty~ Phe

iy Val Leu

Scr

Ere

Vel

Glu
120

His

- Cly

t Slv Ser Pro

. Tro Asn Arg

40

Ser

His
105

Glu

Ser

Thr

Ale

Z5

Tle

ES 2 586 850 T3

Tor

Lys

AsSn

Tyr
170

Zeun Leu

10

Val ZFro

Phe Lvs

Gl

3 Gly

Fro

val

Ptie

Ben

Tro

Ile

Th
149

r Asp

Cvs

Tl

et

Phs

Erg

Cys val

Gln Lys

Gly 5lu

45

78

His Asn

Ala Ala

Ser Thr

te)
G

Leu Lenu
110

Leu Arg

Teuw Gln

Tyr e

Gly Leu
Y

Alz Leu

2ro Lys
30
Asr Val

Thr
gC

Teu

Gln

Esn

Fro

160

Ehie

Val

Thr



Lcu Thr
50

Fne His

Val Rhson

G1n Val

Tan Ty

Phe Leu

130

Tyr Tyr

lle B=r

Thr Gly

<210> 31

Cysc

Asn

hta

Teun
115

Ile

L

@
n

<211> 378

<212> PRT

Lyve

G
GG

Gln

Thr

:ﬁ
L

Ser

Phe G

85

Ser

Bla

Gly

hgn
165

Trp

<213> Homo Sapiens

<400> 31

Met Trp

vzl Asp Thr

Phe val

Fhe

5in Glu Glu

3|:

Leuv Ihr

Glu

Ser

Gin

PTo

[

[

tn'e

Ela

Leu

Pr=

Val

Thr Leu Lsu

Thr Lvs Ala Val Ilz

20

Thr val

Thr
40

The

Ser

-Gy

Val

Asp

Glu

: Ty

145

ES 2 586 850 T3

Glu Val 3

Thr Asn
75

Glu Tyr
ac

- Leu Gla

Val Met

Tro Pro

Tyr Trp

135

Glu Sex

50

Sar

Val

Glu

Tyr

Cly

Ser

Cys

Fho
Gly
125
Tyr

Gla

Tar

Thr Lys
Zeu Rsn

5.n Eis
S

Scxr Asp
11¢C

Gln Fro
Lys val

Asn His

Tyr Tyr
1775

weu Trp Val Pro Val Asp Gly

i0

Lec &in Fro 2ro

His Cys

Glu vVai

79

13

Trp Val
z0

Lew His

Trp

1le

s.n

Trp

=25}

Il=

Isn

ED

Cys

Slu

Leu
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DPro Gly Scr Scr Sor Tar Gln Trp Phe Leun Asn Gly Thr Bia Thr 3in
a0 25 60

Thr Ser Thr Pro Sar Tyr Rrg Ile Thr Sex Ala 522 Val Bsn Asp S=
a5 T 75 290

Gly Glu Tyx ABrg Cys Gln Brg Gly Leu 32y Gly Arg Ser hsp Fro Thr
)

w
=
o
i
M

1rp leu Glu Thr dis Arg Gly Trp bLeu Le2u Leu Gln Tyr Rrg

100 105

= D
[l

Va. Pne Thr Glu Oly Glu PFro Leuw Rla Twu Brg Jys Eiz Rla Tro Tys
115 120 125

Asp Tys neu Val Tyr Asn Var Leu Tyr Tyr Arg Asn Gly Lys Ala Phe

130 135 140
Lys Piie Phe Eils Trp Acsn Ser Asn Leu Zle Ile Lec Lys Ile Asn Ilc
145 1=¢C 155 160
Ser 8S8er Eis Rsn Gly Thr Tyr EBls Cys Ser Tly Asn Gly Lya His Rrg
~65 17¢ N

Tyr Thr Ser &la Gly Lys His Arg Tyr Thr Ser Ala Gly Ile Ser Val
180 185 1ec

Thr Yal Lys Clu Lew Fhe Proe Ala Pro Vol Len Asn Rla Scr Val Thr
185 200 205

Se¢r Pro Leouw Leu Clu Gly dsn Lew Val Thr Lew 5er Cys Glu Thr Lys
210 2Lh 220

Leu Leu Leu G1ln Arg Pro Glvy lsu Gln leuv 'I'yr Phe Ser Phe Tyr Met
Z25 230 233 240

Gly Ser Leu Thr Leu Arg Gly Arg Asn Thr Ser 3er Glu Tyr Sla Ile
245 25C 255

Leu Thr Ale Arg Arc Glu Asp Ser Gly Leu Tyr Trp Cys CGlu Ala Rla
20630 Zho 70

Thr Glu Asp Gly Asn vVal leu bys A~g Ser Pro Glu Leu Gle Law GIn
275 200 285

80



Ely Tvr Leu

‘al Vzl Thr

GClu Ile Ser

Gln Glu A
3

5ly Glu Gln

370
<210> 32
<211> 376

<212> PRT

Let

Alz

Ile

Leu
34C

Arg

Leu

<213> Homo Sapiens

<400> 32

Met Leu

Thr Fhe

Phe Tyr

Clu Lys

Gly Leu

el

Ala

Leu

Trp

Ala

Lys

Thx

Thr

Gln Zeu
Yal Zly
310
Erg Lys
325
Rsp Sex
His Gla
Gln Glu
Ela Ser
5
Eis Lys
Gly Glu
Glu Lys
Leu Thr
70
Cys GIn
25

Il=

G.a

Glw

Leu

Arg

I'ro

ala

Met Phz

His Clu
345

Glu Glu

y Val His

Leu Zla

;o Vel Ile

25

Val Thr
40
Thr TIip

Gly 2zn

rArg ly

ES 2 586 850 T3

Lys

Pha
10

eu

-

Twr

~hr

Lys

£la

- Val

Thy

His

Leu

75

Fro

Trp
300

Asn

Pre

Ris

Cys

Arg

60

Glu 3

=l

T

I

ae

hr

¥s

‘Thr

Val

Pro

81

dis

Sar

His

Val

Tro

Ser
350

Cys

Pro
30

s GLy

31u G

Val

Leu

Gly

Tre

Phe

Ty

Ala

Pro

Leu

Trp
320

Len

Sln

'EN



Asn

Pac

Ile

Ay

31ln

Ala

Ile

Pro
305

(&3]
1]
T4

Lsp

Gin

Cys

<210> 33

T.en

Phe

Asn

S5er

210

Zeu

Asp

Leu

Glu

et

Ten

Thr
370

Tiau

= Y
L

L=1

Asrn

Gl

Lys

Z&5

Glh

Fro

Gly

Fro

Val

2la

Gln

CRb!
355

Bla

<211> 373

Pha
100

Gy

Thr

Lys

Asn
180

Ile

7ro

Glu

nr

260

- Val

Gln

Gly

Glu

Glu
340

Teu

Ala

Gln

Thr

Gla

Val

Vel

Aryg

hrg

cln

Prao

 Asn

Thr

Glu

R
o
geRla]

Tle

Trp

Lcu

= P
(oL
[

o Asp

Cys

Glu

Leu

Leu

Fro
295

Tyr

375

Leu

Il=

hen

Fhe
200

Asn

Ile
2340

Val

Slu

[

—
< (D
w

Leu

Thr

Thr

Gln

ES 2 586 850 T3

Ilc

faSials]

ile

Ty

176G

Val

Val

Ser

Giu

Thr
33D

Tar

Esn

Fho

Era

Asn

Sln

Ris

Sly
142

Val

Brg

Glu

Leu

220

His

Thr

sSer

Leu
300

Lew

Ala

Ala

Ala

sScr

Leu

Phec

Tvr

Pro
288

val

Trp

Ser

]
o

i

82

Cro
11¢C

Ile

Faakel

187

-

Cys

by
1
e

Fro

Lerr

His

Asp N

175

Phe

Ala

Pl

s
s

B G

Cvs

Zeu

Thr

val

(B
Lo

oy

v Tyr

Thr

Thr

Gly

Gln

Gln

Tyxr



<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 33

Thr

Fhe

Glu
ab

Val

Glu

Frnc

Leu

arg

Lt

Tvyr

ASP

Clu
215

Trp

Thr

-
P

Glr.

Pro

Arg

Eryg

Fre
160

Gly I

Asn

Sln

Ile

Sl

Arc

Thr

70

Glr:

Thr

Leu

Pro

Arg

Thr

55

Prx

Ala

Ile
135

Val

10

Aryg

Az

Gin

Va_
124

val

Tle

2L

Trr

Trp

A5Te

Gly

Leu

105

Leu

ES 2 586 850 T3

Leu

10

Ehe

Leu

Tyr

Il=

Ilc

Arg

Ala

Leu

Thx»

His

Leu
75

Fro

ou

Asp

Gln

Arc
60

val

Pro

Lys

15

Ty

L Val

Leu

Cln

asn
14C

Rla

Ala
125

Val

83

ser

Pro

30

Gly

Gln

Fre
110

Lys

Leu

Gly

Trp

Pas

Gly

Ala

Ala

Glr

Thr

AYg

Lys

Ser

EC

Val

Glu



Leu Asn Lys Arg Thr
145

Ser 3Ser Ass Lvs Glu
180G

Iie Gip Val Clrp Cla
195

Eae Gln Pro Thr Ser
210

Lzu Ser Leu Glu &rg

ksp Asg Sln Thr Leu

Ile Thr Ala Met Truo
260

Nia Thr Mst Fro His

Sln Yal Gln Tle Fro
2490

Twys Ala Teu Asn Pha
305

GZln Gla Asp Ser Leu

Pro Leu Arg¢ His Lys
349

bre Ser Zeu Thr Thz

Esn Gly Léu Gly Ala
370

<210> 34

<211> 26

<212> PRT

<213> Homo Sapiens
<220>

<221> RASGO_MISC
<222> (2).. (8)

Asp
150

c Dys T

Ser
230

Gly

Ser

Gln

310

Arg

Ser

Glu

The

Cvys

Leou

Lys

Sexr
295

Gly

Thr

Bsn

His

Gl

Cvs

Chr

2C0

Pro

Val

Il=

280

His

Thr

Leu

Arg

(WS v
a0
oo

Zle

Tyt

185

Arg

Val

Pro I

Irp

Fra

Ty s

Ty>

(VNS
]

[S1 NG

Gly

ES 2 586 850 T3

Pro

Val

Fro

Thr

Asp

Val

Val

Gl

Asn

His RAla

255

Ser Ser

Vel Lew

Leu Thr
220

S

[SaRTa)

Leu Ser

Phe Tyvr

Ser Pro

TLea Thi

200

Thr Ten

315

Phe Tyr

Arg Gly

Tyr Tyr

Phe

s Thr

Ary

)

Bro
Irp
Arg
285
Len

His

Tis

2380

Ala

Gl

Fhe

Iisn

Cys
270

Ser

Glu

Ala 5c

84

Thr

Lys

Pro
175

Val

Thr

Glua

B3P
160

Val

Lys

Gln

Arg
240

Cln

Ala

Ile

Glu

Thx

1y Val

Ile

Ala

Asp
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15

20

25

30

<223> Xaa = Cualquier aminoacido
<220>

<221> RASGO_MISC

<222> (26)..(26)

<223>Xaa=lolL

<220>

<221> RASGO_MISC

<222> (15)..(15)

<223>Xaa=lolL

<220>

<221> RASGO_MISC

<222> (9)..(9)

<223>Xaa=DoE

<220>

<221> RASGO_MISC

<222> (1)..(1)

<223>Xaa=DoE

<220>

<221> RASGO_MISC

<222> (10).. (11)

<223> Xaa = Cualquier aminoacido
<220>

<221> RASGO_MISC

<222> (13)..(14)

<223> Xaa = Cualquier aminoacido
<220>

<221> RASGO_MISC

<222> (16)..(22)

<223> Xaa = Cualquier aminoacido
<220>

<221> RASGO_MISC

<222> (24)..(25)

<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<400> 34

ES 2 586 850 T3

85
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15

20

¥aa ¥Xaa Xsa Xaa

—

2

ES 2 586 850 T3

Xaa Xaa Xaa Xsa ¥ea Xaa Xaa Tyr Xaa haz Xza Xaa

1 15

Xza Xaa Xaa Xaa Xza Xaa Tyr Xaa Zaa Xaa

20
<210> 35
<211> 63
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 35

11 S=2v Ser Ris Ser Tle (ys Pro
1 5

Tyr Val asp Val His Pro Lys Lvs

20
Zln Tar Thr Thr Leun Giy Glu Glu
35 40
Thr Leu Leu Glu Asp Zvs Asp Val
53 5E

<210> 36

<211> 39

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 36

Asp Asn Lys Glu Pro Leuw Asn Ser
1 E

Yal Ser Ser Ala Slu Trp Ser His

20
Glu Thr Val Tyr Seor Glu Val
35

<210> 37

<211> 68

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<220>

<221> RASGO_MISC

<222> (38)..(61)

<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<400> 37

25

Glr Val GLu Lew GLn Ser Leu
10 15

; Asp Leu Va1l Tyr Ser
23 30

Glu Glu ©ia Ala Asn Thr

Twvr 51lu

6C

Val

Asp Val Gln Tyzr Thr Slu Val Gin
143 1z

Lys Asp Thr

Lys Asp Leuv Gly Lvs
2 30

[l

86
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20
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Azp 3er Asp Ser Gln Glu Pro Thr Tyr ilis Rar Val Pro Als
1 ) 10
10 Ten Gln Pro ¥al Pyy Thr Asn Ala Asn Pro Arg Gly Glu i

20 25 30

Va_ Tyr Ber Glu Val Xaaz Xaa Xsa Xasz ¥aa Xaa ¥aa ¥Yaa Xaa
35 47 45

Xaa Xaa ¥za Xaz ¥Xaa ¥aa ¥Xaz Yaa xaa Xaa ¥aa Ile
60

W

'
oom
i
n

er Giu val lLys

<210> 38

<211> 65

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<220>

<221> RASGO_MISC

<222> (38)..(58)

<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<400> 38
Ala Ser RAsp Glo Arg Asp Len Thr Gluv His Lys Pro Ser val
1 L5 10

His Thr 5ln Asp Ilis Scr hsn Asp Pro Fro Asn Lys Met Asn
20 ’ 25 30

Thr Tyr Ser Thr Leu Xaa Xaz Xaa Xa: ¥aa Xaa Xaz & Kaa

gn e

(S}

Yaa ¥aa Xaa Xaa ¥za Hae ¥a2 ¥sa Xes Haa Ile “le Tyr Scr
50 53 £0

Lys

<210> 39
<211>6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Motivo inhibidor basado en tirosina de inmunorreceptores
<220>
<221> RASGO_MISC
<222> (1) .. (1)
87

Xaa Faz

S5er Asn
15

Glu val
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15

20
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<223>Xaa=S,V,Lol
<220>

<221> RASGO_MISC
<222>(2) .. (2)

<223> Xaa = cualquier aminoacido
<220>

<221> RASGO_MISC
<222> (4) .. (5)

<223> Xaa = cualquier aminoacido
<220>

<221> RASGO_MISC
<222> (6) .. (6)
<223>Xaa=LoV

<400> 39

Xaa Xaa Tyr Xaa haa Kza
1 e

<210> 40

<211> 5321

<212> ADN

<213> HOMO SAPIENS
<400> 40

88



gtgeagtgtc
ttTitgatcto
crggotoctg
acatocacca
tactcaczac
acceccagaca
sccoctctea
ccactthong

acactgaata

aagcazagtt
acecgtecag
acctgtgaga
agagaigace
atgtggagia
atat:igﬁca
zctctcocagec
acccaggaag
cacaagtcag
tcagggaact
agcctoitcag
ctgatTttc
ztcctgzacce

GGagyagreg

ctgactgtaa
agcoccbiggt
tcagtggaca
cagtcttcca
agaagecaaa
atatccttga
gtageootgt
tgtttgaagyg
atactattta
thocroatgn
gttgceetyt
tgetecagage
cccacctetc
agaecectgqgg
aagattcagyg
gececgagalco
ctgasaaggce
attctetgeg
tecegetgtga
actactgcac
tcactgttce
agccagocaa
actttcacca

ccatcageTt

gatcaagtcc
ggtcocaggte
gtt-gcaage
aggagagaga
avggtaccat
ggttcagaaa
geavttocat
agacIictgtyg
caagaatgat
awgtcIcaag
Licliccaal
cagctecette
tccagagagg
atTaggctgg
gticwactagg
ctggatacag
toctgaatttt
caclLliglLac
aaggggagca
agctgacaat
cgtgtcteat
gqgogacactt
tgaggatget

ctctetgact

ES 2 586 850 T3

aaacctgttt

ttcatgetge

gtgaccctca
cggtaccttg
tctggagagt
“titscttcay
gttcogagct
datgocotog
gacaatggtyg
dcayglbessan
cagcccatcea
tcagatgtce
agtctcteee
—gtaaageag
gtacacatcc
gagggaacca
agelttliate
tccatcagcet
ggcctggeg
cctgtoctea
cactgtgsag
geootggaygo

gcagagcatt

tggaactigag
tg-gggtgat
coavtatttt
oTigcaagog
ggdaagadal
acagazgceca
ctlbegetgal
Jocgggoaga
catitcocttan
caca-cgcetg
Loecaagloeca
Jogggaacec
cgotooggtt
cgaattteea
caanaangon
ctgcatctea
aggtgacact
atyaggglygl
tctcactgac
cocaagooecag
acctzagcete
coccagagagg
gtaggTcege

cagggaacta

89

gaaacttctc
attactggte

oomccageet

atttegotte

ACaggagaa
ggccraggage
selygcaagol
ggcggaagta
taaaagoact
tactggatat
agagccattt
agtgaceele
cogottotte
gattactgoee
teacagegte
tectgTectco
tcactgtgsa
cocoeetgagy

tacagagazt

tzcactcecee
caactoLges

ctactgcaca



gotgacaaty
gLyloicaltc
grtgecactic
gaggacatgo
tctetgactg

cagecoeagts

ctcagtgtta
cotgtggtgy
ctotactagt
ggggsctoot
gacaatggrce
toregesegy
gagcttcarct
cargtcacao
Zctgoagaqo
adtgagacayg
acaggagreqg
tactgotygge
tcagactegyg
coaghkgtana
atccaagaga
toceoctatoa
ttggottess
ctgcaczscza
coccagased .

cAggyTooTy

goIttggooe
ctgtcocteocac
actgtgaac.
caongtggag
aaggacattc
aagtggtgac

cocagggnaca

catgtgaggce
tagttccagt
gqgacciget
trtatcatga
tocazcctete
Tggagqugeaca
—cctcacccet
gigagygeoct
—aggaaatag
actotggaaa
tgacacttta
cecgggdgect
tctecgaraaa
aclLeccaagea
oTaztcoaaa
azazagaaaua
tctactctaa
cagoTootoa
aagtzcccct
aLclactuyc

cTggactgteo

ccagogoagt
cctecagote:

ceagagaygyl

agotgtgoty
ccbgtacTagg
AgAAgITIOL
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Val ?ro Vel Ser Arg Pre Ilg Leu Thr Zeuv Arg Val Pro arg &la Gin
565 370 5NE
&la Va_. Val 351y Asp Leu Leu Glu Leu His Cys Glu Ala Pro Arg Gly
580 585 530

Ser Pro Fro Ile Leu Tyr Trp Phe Tyr His Glu Asp Val Thr Leu Gly
595 6O0 605

Ser Ser fer Ala Pro Ser Gly Gly Glu Ala Sar Phe Asn Leu fer Teu
810 6la ' 520

Thr Rlz Glu His Ser Gly Asrc Tyr Ser Cys Slu Ala Asn Asc Gly Leu

625 630 635 gLl

Val Alza Gln Fis Ser Asp Thr Ile Ser Leu 3er Val Ile Val Tro Val
645 60 ahh

Ser hrg Pro Ile Leu Thr Phe Rrg Ale Pro Arg Ala Glin Als val val

Gly Bsp Leuw Leu Glu Leu His Cys Glu Rla Leu arg Gly Ser Zar Pre
575 . 689 583

Ile Lew Tyr Trp Phe Tyr Eis Glu Asg Val Thr Leu Sly Lvs Ile Ser
530 Gas e

Ala Ser Phe Asa Leu Scr Leu Thr Tar Glu
715 720

Els Pro Ser Gly Glvy

T05

a0
~
Qe

His 3er Gy Tle Tyr Ser Cys Glu Ala Asp Asn Gly Leu Glu Ata Gln
23 ' 730 7353

Lrg Scr Giu Met Val Thr Leu Lys Val Rla Gly Glu Trp 2la Leu Pro
/40 4o ThO

Thr Ser Ser Ihr 5=+ Glu Asn
"J‘ o

101



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 586 850 T3

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo dirigido a una proteina IRT3 humana, en donde la secuencia de aminoacidos de la proteina IRTA3
humana es la secuencia de 734 aminoacidos expuesta en la Figura 18C1-18C2 (SEQ ID NO: 5) con la condicién de
que el anticuerpo no se una a los aminoacidos 1-186 de la proteina.

2. Un anticuerpo dirigido a una proteina IRTA3 humana, en donde el anticuerpo esta conjugado con un agente
terapéutico, en donde el agente terapéutico se seleccion del grupo que consiste en un radioisétopo, una toxina, un
toxoide, o un agente quimioterapéutico, y en donde la secuencia de aminoacidos de la proteina IRTA3 humana es la
secuencia de 734 aminoacidos expuesta en la Figura 18C1-18C2 (SEQ ID NO: 5) con la condicion de que el
anticuerpo no se una a los aminoacidos 1-186 de la proteina.

3. El anticuerpo de la reivindicacion 1 o 2, para su uso en el tratamiento de un sujeto que tiene cancer de células B.

4. Un anticuerpo dirigido a una proteina IRTA3 humana, eficaz para unirse a células cancerosas que expresan una
proteina IRTA3 humana con el fin de prevenir el crecimiento de las células cancerosas para su uso en el tratamient
de un sujeto que tiene cancer de células B, en donde la secuencia de aminoacidos de la proteina IRTA3 humana es
la secuencia de 734 aminoacidos expuesta en la Figura 18C1-18C2 (SEQ ID NO: 5) con la condicion de que el
anticuerpo no se una a los aminoacidos 1-186 de la proteina.

5. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el anticuerpo se une especificamente al
dominio extracelular de una proteina IRTA3 humana.

6. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.
7. El anticuerpo de la reivindicacion 6, en donde el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo monoclonal humanizado.

8. Una composicion que comprende una cantidad del anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 eficaz
para prevenir el crecimiento de células cancerosas que expresan IRTA3 humana y un portador farmacéuticamente
aceptable.

9. La composicion de la reivindicacion 8, para su uso en el tratammiento de cancer de células B.

10. La composicioén de la reivindicacion 8, en donde las células cancerosas se seleccionan del grupo que consiste en
linfoma de células B, linfoma de células del manto, mieloma multiple, linfoma de Burkitts, linfoma de la zona
marginal, linfoma de células grandes difusas y linfoma de células foliculares.

11. La composicion de la reivindicacion 8, en donde las células cancerosas son células de linfoma de células B de
tejido linfiode asociado a la mucosa (MALT) o células de linfoma no Hodking.

12. La composicioén de la reivindiaccion 8, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

13. La composicion de la reivindicacion 12, en donde el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo monoclonal
humanizado.

14. Un acido nucleico que codifica una proteina asociada a la translocacion del receptor de la superfamilia de las
inmunoglobulinas humanas (IRTA), cuya secuencia de nucledtidos consiste en la secuencia de acido nucleico
expuesta en la Figura 18C1-18C2.

15. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 14.
16. Una célula anfitriona que comprende el vector de la reivindicacién 15.

17. Una proteina IRTA3 humana que comprende aminoacidos, cuya secuencia se expone en la Figura 18C1-18C2
(SEQ ID NO: 5).

18. Un método de diagndstico de neoplasia maligna de células B que comprende un reordenamiento cromosomic
Ig21 en una muestra que contiene células cancerosas de un sujeto que comprende:

a) poner en contacto la muestra obtenida del sujeto con el anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo
esta marcado con un marcador detectable, y

b) detectar cualquier unién en la etapa a), en donde la deteccion de la unién indica un diagndstico de neoplasia
maligna de células B.

102



ES 2 586 850 T3

103



ES 2 586 850 T3

104



ES 2 586 850 T3

105



ES 2 586 850 T3

106



ES 2 586 850 T3

107



ES 2 586 850 T3

108



ES 2 586 850 T3

109



ES 2 586 850 T3

110



ES 2 586 850 T3

111



ES 2 586 850 T3

112



ES 2 586 850 T3

113



ES 2 586 850 T3

114



ES 2 586 850 T3

115



ES 2 586 850 T3

116



ES 2 586 850 T3

117



ES 2 586 850 T3

118



ES 2 586 850 T3

119



ES 2 586 850 T3

120



ES 2 586 850 T3

121



ES 2 586 850 T3

122



ES 2 586 850 T3

123



ES 2 586 850 T3

124



ES 2 586 850 T3

125



ES 2 586 850 T3

126



ES 2 586 850 T3

127



ES 2 586 850 T3

128



ES 2 586 850 T3

129



ES 2 586 850 T3

130



ES 2 586 850 T3

131



ES 2 586 850 T3

132



ES 2 586 850 T3

133



ES 2 586 850 T3

134



ES 2 586 850 T3

135



ES 2 586 850 T3

136



	Primera Página
	Descripción
	Lista de secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos


