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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 121 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 clonacion de los puntos de rotura de una translocacion cromosomica 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 Iq21, 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;14) (p16;g32). (Chesi et al.,
1997), MAF en 1(14;16) [q32;q23) (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
1g21-923, incluyendo translocaciones y duplicaciones, a menudo como la Gnica anomalia cromosomica, 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 protooncogén MYC (Berger y Bernheim, 1985; Kornblau et al., 1991). La hibridacion comparativa del genoma
(HCG) también ha identificado 1g21-g23 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 regién 1g21-q32 ha sido referida en 20-31% de los
casos (Sawyer et al., 1995), la amplificacion de la regién Iq12-qter 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 regién 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 1g21 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 t(1;22)(q22;q11) en una linea celular de linfoma folicular (LF) y se encontré6 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 MUCT 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 regién de ADN de 300 kb de genes IRTA.
El documento WO-A1 00/17222, citado en virtud del Articulo 54(3) EPC, comenta proteinas secretadas humanas y
acidos nucleicos aislados que contienen las regiones de los genes que codifican tales proteinas. La secuencia de
nucledtidos del "gen 11" muestra un solapamiento de 2230 nucledtidos (con un 99,3% de identidad) con la secuencia
que codifica la proteina IRTA4 de la presente invencion. Ademas, el documento EP-A2 0 330 191 describe un
método para la clonacién de ADNc a partir de bibliotecas de expresion de mamiferos basadas en la expresion
transitoria en células anfitrionas de mamifero.

El objetivo de este estudio fue explorar mas a fondo la arquitectura de los reordenamientos cromosémicos 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, IRTA4.

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 invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende al menos unos nucleétidos
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 IRTA4, o uno o varios fragmentos de la misma, que tienen la
secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de las Figuras 18D-1-18D-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 lg21, que comprende:

a) poner en contacto la muestra de ARN obtenida del sujeto con una molécula de acido nucleico de al menos 15
nucleétidos contiguos capaz de hibridar especificamente con una secuencia Unica incluida dentro de la secuencia de
un ARN aislado que codifica la proteina IRTA4 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 uUnica incluida
dentro de la secuencia de un ARN aislado que codifica una proteina IRTA humana, en donde la molécula de acido
nucleico esta marcada con un marcador detectable; y b) detectar cualquier hibridacion 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 oligonucledétido 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 IRTA4 purificada que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en
las Figuras 18D-1-18D-2 (SEQ ID NO: 7).

Esta invencion proporciona uno o varios anticuerpos dirigidos a un epitopo de una proteina IRTA4 purificada, o uno o
varios fragmentos de los mismos, que tienen la secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras 18D-1-18D-2.

Esta invencion proporciona un anticuerpo dirigido a una proteina IRTA4 purificada.

Esta invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad del anticuerpo dirigido a la
proteina IRTA4 eficaz para unirse a las células cancerosas que expresan una proteina IRTA4 humana con el fin de
evitar el crecimiento de las células cancerosas y un portador farmacéuticamente aceptable.
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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 cromosomica Iq21 en una muestra de un sujeto que comprende:

a) poner en contacto la muestra obtenida del sujeto con un anticuerpo dirigido a una proteina IRTA4 purificada capaz
de unirse especificamente con una proteina IRTA4 humana sobre la superficie celular de una célula cancerosa en
condiciones que permiten la unién del anticuerpo con la proteina IRTA 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 deteccidon de la unidn indica un diagnéstico 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 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.

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-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.

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 composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un
anticuerpo dirigido contra un epitopo de la proteina IRTA4 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)(g21;932) en la linea celular de mieloma multiple
FR4. Fig. 1A) Representacion esquematica de los clones AFR4B-5 y A\FR4S-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 union 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 Ig21 de la linea germinal en la region 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 genomica 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 regién no traducida 5' comun (UTR), pero
diversas UTR 3' (marcadas por diferentes tonos). Los numeros 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
secuenciacion de clones genomicos de PAC y de fagos y por hibridacion 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
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solapamiento. S, Sacl; H, Hindlll; S, Swal; PC, Pacl; P, Pmel; Fig. 2B) Mapa de conexiones
genéticas Genethon de 1g21 en la regién del locus MUM2/MUMS3. 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: 1873-1881. El gen FcGRIIA esta en el limite de la banda
cromosomica 1g21-g22.

Estructura del ARNm vy patréon 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 sefiales 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 detencion 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
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.
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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 sefial
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 nucledtidos 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 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 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 nucledtidos 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 sefial 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 nucleétidos y de aminoacidos de MUM3-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 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.
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 genémico 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 MUM2 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 exén 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 subclond y se secuencid. 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, regidon de cambio de IgA; EC, regién extracelular; TM,
transmembrana; CIT, dominio citoplasmico.

Clonacion molecular de la translocacion t(1;14)(g21;932) en la linea celular de mieloma multiple
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 1g21 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, BamHI; 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)
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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 escisién de la peptidasa sefal 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. Patrén de expresion de IRTA1. Fig. 11A) Panel izquierdo. Analisis 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/mz), seguido de la retirada de estrogeno durante los momentos indicados. Las flechas indican
las posiciones de los ARNm correspondientes. 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 IRTA1 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. Tinciéon 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) Analisis de transferencia Northern de la expresion de

Figura 13.

ARNmM 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
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

Mapa de la region 1g21 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.
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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)(g21;932) en FR4 genera un transcrito de fusién 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 esta marcado por una flecha. Los recuadros rellenos y vacios representan los
exones codificantes y no codificantes de IRTA1 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 fusién 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 IRTAZ2 esta desregulada en lineas celulares que portan anomalias Ig21. 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 muiltiple (Fig.15B). La sonda de ADNCc 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

Figura 17

Figura 18A.

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.

Expresion de IRTA1 en un linfoma de células B en Tejido Linfoide Asociado a Mucosa del
estomago (MALT). Se tifié una seccion incluida en parafina de un linfoma de células B MALT de
estdmago con el anticuerpo monoclonal de raton 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 diagnéstico 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 de linfomas positivos para
CD20 con recaida (Foon K., Cancer J. 5: pag. 273).

ADNCc de IRTA1 y secuencia de aminoacidos de la proteina IRTA1 codificada.

Figuras 18B-1-18B-3. ADNc de IRTA2 y secuencia de aminoacidos de la proteina IRTA2 codificada.
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 invenciéon

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, IRTA.

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
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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 IRTA4 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras 18D-1-18D-2 (SEQ ID NO: 7).

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
genodmico. En otra realizacion, la molécula de acido nucleico es una molécula de ARN.

En un aspecto, la molécula de ADN es ADNc que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en la Figura 18A (SEQ
ID NO: 8).

En una realizacién preferida de la molécula de acido nucleico aislada, la molécula de acido nucleico codifica la
proteina IRTA4 humana.

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

Se describe un vector que comprende cualquiera de las moléculas de acido nucleico aisladas descritas
anteriormente que codifican la proteina IRTA4, incluyendo pero no limitada a las proteinas IRTA4 de mamifero, de
las cuales se prefieren la humana y la murina. En un aspecto, el vector es un plasmido.

Se describe 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 IRTA4.

Las moléculas de acido nucleico aisladas en tales vectores pueden estar unidas operativamente a un promotor de la
transcripcion de ADN. En otro aspecto 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 describe 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 ofra realizacion mas, puede ser
purificada total o parcialmente. En una realizacion, la proteina IRTA es IRTA4.

En una realizaciéon adicional, la proteina IRTA puede ser una proteina de mamifero. En otras realizaciones
adicionales, 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, IRTAS, 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 diagnostico 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
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 produccion de estas proteinas IRTA.

Se pueden emplear numerosos vectores para la expresion de las proteinas de la invencion IRTA4. 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,
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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 auxotrofo, 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 transcripcién 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 transcripcion 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 sefal 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 describe una molécula de acido nucleico aislada que comprende al menos 15 nucleétidos 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 IRTA4, o fragmento(s) de la misma, que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta
en la Figura 18D-1-18D-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 describen 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 lg21, 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 IRTA4 humana en condiciones que permiten la hibridacién 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 IRTA humana, en donde la molécula de acido
nucleico esta 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.

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 IRTA indica que la neoplasia maligna de células B es un linfoma de células B de Tejido Linfoide Asociado a
la Mucosa (MALT). La deteccién 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 reordenacion cromosémica Ig21. 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 oligonucleétidos 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

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2591102 7T3

reconocera que las variaciones del método descrito anteriormente para la deteccion 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 describe un oligonucledétido antisentido que tiene una secuencia capaz de hibridar especificamente con
una molécula de ARNm que codifica una proteina IRTA4 humana con el fin de evitar la expresiéon en exceso de la
molécula de ARNm.

En aspectos adicionales de cualquiera de los oligonucledtidos de moléculas de acido nucleico descritos
anteriormente que codifican la proteina IRTA4, 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 IRTA4. 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 IRTA4 es util como prueba de
diagndstico para cualquier proceso de enfermedad en el que los niveles de expresion de la proteina IRTA4
correspondiente estan alterados. Las moléculas de sonda de ADN se producen mediante la inserciéon de una
molécula de ADN que codifica la proteina IRTA4 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
IRTA4) 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 IRTA4
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.

Esta invencién proporciona una proteina IRTA4 purificada que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en
las Figuras 18D-1-18D-2 (SEQ ID NO: 7). En una realizacion, la proteina IRTA4 es IRTA4 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 IRTA4 purificada, o uno o
varios fragmentos de los mismos, que tienen la secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras 18D-1-18D-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
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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
IRTA4 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 compafero 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 invencién 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, e incluyen, a modo
de ejemplo, filtracion, cromatografia de intercambio i6nico, y precipitacion.

Los anticuerpos policlonales y monoclonales de la invencién 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.
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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 IRTA4 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 realizacién, 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 porcién determinante
antigénica, que es murina. En otra realizacién 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 IRTA4 eficaz para unirse a las células cancerosas que expresan una proteina IRTA4 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 IRTA4. 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 idéneo. En un aspecto de la composicion farmacéutica el oligonucledtido es una
molécula de acido nucleico que codifica una proteina IRTA4.

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 multiple, 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
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 Iq21 en una muestra de un sujeto que comprende:

a) poner en contacto la muestra obtenida del sujeto con un anticuerpo dirigido a una proteina IRTA4 purificada capaz
de unirse especificamente con una proteina IRTA4 humana sobre una superficie celular de una célula cancerosa en
condiciones que permiten la unién del anticuerpo con la proteina IRTA4 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 union indica un diagndstico 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 IRTA4.

En otra realizacion del método, la proteina IRTA es la proteina IRTA humana o de ratén. En una realizacién adicional
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la proteina IRTA es purificada. En una realizaciéon 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 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. En una realizacion la proteina
IRTA detectada puede ser una proteina IRTA4, que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en las Figuras
18D-1-18D-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 determinacién 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 diagndstico, 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 IRTA4 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 multiple,
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 realizacién 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 infusiéon, por medio de liberacion mediada por
liposomas, liberacién en aerosol; topica, oral, nasal, anal, ocular u ética. En otra realizacién 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 radiois6topo, 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
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 IRTA4 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 realizacion 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 oligonucleétidos descritos
anteriormente de moléculas de acido nucleico que codifican la proteina IRTA4, 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
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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 o0 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 realizaciéon 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,
polivinilpirrolidina, ceras de bajo punto de fusion y resinas de intercambio idnico.

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 administracion parenteral.
El portador liquido para composiciones presurizadas puede ser un hidrocarburo halogenado u otro propelente
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 oligonucledtido 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.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2591102 7T3

La composicion farmacéutica que comprende el oligonucledétido 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 optimas 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 cromosoémicas 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 la translocacion
con el cromosoma 14g32, 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)(g21;932) detectable en la linea celular de plasmacitoma humano
FR4. El analisis de las secuencias del punto de rotura mostré que implicaban una recombinacién reciproca entre el
locus de la cadena pesada de inmunoglobulina (IgH) en 14q32 y secuencias desconocidas en 1g21. El locus normal
correspondiente a la regiéon 1921 implicada en la translocacion se cloné y se identificaron los genes adyacentes a la
region del punto de rotura por medio de una estrategia de captura del exén. Se encontraron dos genes, localizados a
una distancia de 20 Kb entre si, en la regidon 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 translocacién interrumpen el
dominio codificante de MUM-2 y lo yuxtaponen al locus IgH en la misma orientaciéon 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 Ig
homadlogos 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 participacion directa en una translocacion asociada a MM sugieren que estos genes
codifican los receptores de la superficie celular novedosos importantes para la funcién 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;
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, JUN3 y EJM fueron donaciones del Dr. K. Nilsson (Universidad
de Uppsala, Uppsala, Suecia) y la linea celular SKMM-1 fue una donacion 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 1g21 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 gendmicas a partir de ADN gendmico de FR4 por medio de digestion 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
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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 Informacion Biotecnoldgica, 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 ICl) (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 realiz6 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., 1996). 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 mdltiples 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 omitid 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-digoxigenina conjugados con fosfatasa alcalina se desarrollé 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-IRTAI/Ca. Este
dltimo fue generado utilizando el producto de la RT-PCR de IRTA7/Ca de FR4. Las células (2x10° de transfectantes
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 cromosodmicas 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
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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., 1996). 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 genomicos (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 Cays en 14q32 y secuencias distintas de IGH. 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 genémicas humanas del cromosoma artificial del fago Pl (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 14q32 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 Co 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 unidn
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 Ig21 contiene genes que codifican nuevos miembros de la superfamilia de
receptores de inmunoglobulina

Los autores de la presente invencion investigaron a continuacion si la regiéon del cromosoma Ig21 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 gendémicos de Ig21 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 continuacién, se utilizé este producto de RT-
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 poliadenilaciéon 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,
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1989) como motivos ITIM (Motivo de Inhibicién de Inmunorreceptor basado en Tirosina - S/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 posiciéon +3 con respecto a la tirosina (Y) esta ocupada por valina (V) en lugar
de leucina (L) o isoleucina (I) (Cambier, 1995). Los tres dominios se ajustan al consenso ITIM y cada uno esta
codificado por un exén 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 denomind 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 unién 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

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
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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 detectd 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 IRTA2c 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 regidon 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 IRTA2 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 1g21 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 exdén 11 y empalmando IRTA2c en el exén 12 y extendiéndose hasta el exén 18
(Figura 13).

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 121, 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 regién de ~300 kb en 1g21. Esta region se encuentra en el intervalo entre los puntos de rotura de 121 referidos
anteriormente. Basandose en la distancia entre clones gendémicos 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
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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 Cas 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 canonicos y determiné que el transcrito de fusion tenia 820 pb de longitud.

El andlisis del producto de proteina pronosticado indicé que el empalme IRTA1/Ca; habia dado lugar a una fusion
entre el péptido sefial 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 Ca4 (Yu et al., 1990) para la inmunoprecipitacion, seguido de transferencia
Western. Los resultados de los autores de la presente invencidon 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 tamafo pronosticado de la proteina de fusion IRTA1/Ca (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
Ca4 (71 aminoacidos). En contraste con la expresion en exceso de IRTA1/Cas en der(14), no se detectd expresion
en FR4 para el transcrito reciproco Ca+/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 1g21 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 1g21 (AS283A, BL104, BL136), los autores de la presente invencion detectaron tres sefiales
correspondientes al locus de IRTA1/IRTA2 en siete de las primeras y dos de las ultimas, en consonancia con dup(1)
(921932) en el primer caso y dup(1) (q21g32) seguido de un punto de rotura de translocacién 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
gendmicos 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 centrémero 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), mostr6 que 15 casos (50% del total analizado)
tenian mas de dos sefales 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 Ig21 en BL o MM no estan dentro de o en estrecha proximidad con la regién genémica
definida por IRTA1 e IRTAZ2. Sin embargo, el resultado coherente de cualquiera dup(1) (q21932) (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 regién de Ig21 que contiene los genes de IRTA.

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

Tipo de tumor Citogenética PAC 49A16 Numero de copias Expresion de ARNm
del locus IRTA por de IRTA2
FISH
Linfoma de Burkitt
AS283A der(4) t(1;4) (921; der(4), normal 1 3 +H++++
q35)
MC116 duplg21 duplg21 3 +++
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Tipo de tumor Citogenética PAC 49A16 Numero de copias Expresion de ARNm
del locus IRTA por de IRTA2
FISH
CA46 duplg21 duplg21 3 +++
PA682 duplg21 duplg21 3 ++
BrgigA duplg21 duplg21 3 ++
BL32 duplg21 duplg21 3 -
BL92 duplg21 duplg21 3 ++
BL103 invduplqg21 duplg21 3 +
BL104 t(1;3)(921;p25) der(1) 2 +
BL136 der(1)(gpterlg21::g21) | der(1) 3 ++
Mieloma muiltiple
XG2 der(1) t(1;?)(q21;?) dex(1), normal1 | 3 ++++
der 19 t(1;19)(q12;?) | der(19)
XG7 der(9) t(1;9)(q12;?) der(9) 4 -

der(19) t(1;19)(q12;?) | 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 cromosémicas en 1g21. Los resultados
muestran que la mayoria (diez de doce) lineas BL con cromosomas Ig21 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 1g21 (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 121 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 I1g21 normal (Figura 15B).

Estos resultados muestran una fuerte correlacion entre la presencia de aberraciones cromosomicas 1g21 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 Ig21 en el Mieloma Multiple 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 region de ~300
kb en 1g21 (I.M. et al., Manuscrito en preparacion). Su organizacion genémica sugiere que un gen ancestral comun
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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 /RTA en el intervalo entre el locus FCGRI en 1921 y los loci FCERI y
FCGRII-IIl en 19g21-q23. Por ultimo, los genes IRTA y FCR comparten una organizacion exon/intron 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 exoén 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 raton (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 IgG1 e 19G>), pero no a IgG, IgA, IgM e IgE humanas monomeéricas
(datos no mostrados). 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.

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 patrén 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 (I. 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 desempefiar 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 util
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 formacion de un gen de fusion IRTA1/Cax.
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 Cat,
que es retenido aguas abajo del locus Cay. El gen de fusion codifica una proteina de fusion IRTA1/Cay 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
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transmembrana e intracelulares. Esta estructura indica que la proteina de fusién 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 o o0 entre cadenas a y proteinas asociadas, tales como el receptor
de la superficie coadyuvante CD19 (Leduc et al., 1997). La proteina de fusion 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/Ca 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 fusién 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 1g21 en MM y BL

La expresion anormal de /RTA2 es una consecuencia frecuente de las anomalias en Ig21. Aunque este gen no se
expresa normalmente en centroblastos, las presuntas contrapartes normales de BL (Kuppers et al., 1999), ni en BL
con Ig21 normal, sus niveles estan regulados al alza un promedio de 10 veces en lineas celulares de BL con
anomalias en Ig21. Esta desregulacion parece ser especifica para IRTA2 ya que todos los otros 4 genes de IRTA
presentes dentro de 300 kb en Ig21, o bien no se expresan en BL (/RTA7), o bien su patréon de expresion no se
corresponde con la presencia de anomalias en Ig21 (IRTA3, 4, 5, no mostrado). El 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 1g21 ocasionan todas un numero 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 121, 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
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 duplicaciones 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)(g21;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 sefializaciéon 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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<110> Dalla-Favera, Riccardo

<120> Aislamiento de cinco genes novedosos que codifican un nuevo melanoma de tipo receptor de fc implicado
en la patogénesis del linfoma/mieloma
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Val Phe Glu Gly Asp Thr Leun Val Leu Arg Cys His Arg Arg Arg Lys
115 120 125

Glu Lys Leu Thr Ala Val Lys Tyr Thr Trp BAsn Gly Asn Ile Leu Ser
130 135 1440

Ile Ser Asn Lys Ser Trp Asp Leu Leu Ile Pro Gln Ala Ser Ser Asn
145 150 155 160

Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Cys Ile Gly Tyr Gly Asp Glu Asn Asp Val
165 170 175

Phe Arg Ser Asn Phe Lys Ile Ile Lys Xle Gln Glu Leu Phe Pro His
180 185 180

Pro Glu Leu Lys Ala Thr Asp Ser Gln Pro Thr Glu Gly Asn Ser Val
195 200 205

Asn Leu Ser Cys Glu Thr Gln Leu Pro Pro Glu Arg Ser Asp Thr Pro
210 215 220 :

Leu His Phe Asn Phe Phe Arg Asp Gly Glu Val Ile Leu.Ser Asp Trp
225 230 . 235 ‘ 240

Ser Thr Tyr Pro Glu Leu Gln Leu Pro Thr Val Trp Arg Glu Asn Ser
245 250 255

Gly Ser Tyr Trp Cys Gly Ala Glu Thr Val Arg Gly Asn Ile His Lys
260 265 270

His Ser Pro Ser Leu Gln Ile His Val Gln Arg Ile Pro Val Ser Gly
275 280 285

Val Leu Leu Glu Thr Gln Pro Ser Gly Gly Gln Ala Val Glu Gly Glu
290 295 300

Met Leu Val Leu Val Cys Ser Val Ala Glu Gly Thr Gly Asp Thr Thr
305 310 318 320

Phe Ser Trp His Arg Glu Asp Met Gln Glu Ser Leu Gly Arg Lys Thr
325 330 335

Gin Arg Ser Leu Arg Ala Glu Leu Glu Leu Pro Rla Ile Arg Gln Ser
340 345 350
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His Ala Gly Gly Tyr Tyr Cys Thr Ala Asp Asn Ser Tyr Gly Pro Val
355 360 365

Gln Ser Met Val Leu Asn Val Thr Val Arg Glu Thr Pro Gly Asn Arg
370 375 380

Asp Gly Leu Val Ala Ala Gly Ala Thr Gly Gly Leu Leu Ser Ala Leu
385 390 . 395 400

Ile Leu Ala Val Ala Leu Leu Phe His Cys Trp Arg Arg Arg Lys Ser
405 410 415

Gly Val Gly Phe Leu Gly Asp Glu Thr Arg Leu Pro Pro Ala Pro Gly
420 425 430

Pro Gly Glu Ser 3er His Ser Ile Cys Pro Ala Gin Val Glu Leu Gln
435 440 445

Ser Leu Tyr Val Asp Val His Pro Lys Lys Gly Asp Leu Val Tyr Ser
450 455 460

Glu Ile Gln Thr Thr Gln Leu Gly Glu Glu Glu Glu Ala Asn Thr Ser
465 470 475 480

Arg Thr Leu Leu Glu Asp Lys Asp Val Ser Val Val Tyr Ser Glu Val
485 490 495

Lys Thr Gln His Pro Asp Asn Ser Ala Gly Lys Ile Ser Ser Lys Asp
500 505 510

Glu Glu Ser
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<212> ADN
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<400> 2
cteaateage tttatgcage gaagaagcott actgagetca ctgctggrge tggtgtagge 60

aagtgctget ttggcaatet gggctgacét_ggcttgtctc ctcagaacto cttcoctcecaac 120

cotggagcag gottocatge tgctgtggge gtectigety gectttgcte cagtetgtge 180
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Val Thr Leu Asn Asn Thr Ile Tyr Lys Asn Asp Asn Val Leu Ala Phe
130 135 140

Leu Asn Lys Arg Thr Asp Phe His Ile Pro His Ala Cys Leu Lys Asp
145 150 155 160

Asn Gly Ala Tyr Arg Cys Thr Gly Tyr Lys Glu Ser Cys Cys Pro Val
165 170 175

Ser Ser Asn Thr Val Lys Ile Gln Val Gln Glu Pro Phe Thr Arg Pro

180 185 130

Val Leu Arg Ala Ser Ser Phe Gln Pro Ile Ser Gly Asn Pro Val Thr
185 200 205

Leu Thr Cys Glu Thr Gln Leu Ser Leu Glu Arg Ser Asp Val Pro Leu
210 215 220

Arg Phe Arg Phe Phe Arg Asp Asp Gln Thr Leu Gly Leu Gly Trp Ser
225 230 235 240

Leu Ser Pro Asn Phe Gln Ile Thr Ela Met Trp Ser Lys Asp Ser Gly
245 250 : 255

Phe Tyr Trp Cys Lys Ala Ala Thr Met Pro His Ser Val Ile Ser Asp
260 265 ’ 270

Ser Pro Arg Ser Trp Ile Gln Val Gln Ile Pro Ala Ser His Pro Val
275 280 285

Leu Thr Leu Ser Pro Glu Lys Ala Leu Asn Phe Glu Gly Thr Lys Val
290 295 300

Thr Leu His Cys Glu Thr Gln Glu Asp Ser Leu Arg Thr Leu Tyr Arg
305 310 315 320

Phe Tyr His Glu Gly Val Pro Leuw Arg His Lys Ser Val Arg Cys Glu
325 330 335

Arg Gly Ala Ser Ile Ser Phe Ser Leu Thr Thr Glu Asn Ser Gly Asn
340 345 350

Tyr Tyr Cys Thr Ala Asp Asn Gly Leu Gly ARla Lys Pro Ser Lys Ala
355 360 363
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Val Ser Leu Ser Val Thr Val Pro Val Ser His Pro Val Leu Asn Leu
370 375 380

Ser Ser Pro Glu Asp Leu Ile Phe Glu Gly Ala Lys Val Thr Leu His
385 390 385 400

Cys Glu Ala Gln Arg Gly Ser Leu Pro Ile Leu Tyr Gln Phe His His
405 410 415

Glu Asp Ala Ala Leu Glu Arg Arg Ser Ala Asn Ser Ala Gly Gly Val
420 425 430

Ala Ile Ser Phe Ser Leu Thr Ala Glu His Ser Gly Asn Tyr Tyr Cys
435 440 445

Thr Ala Asp Asn Gly Phe Gly Pro Gln Arg Ser Lyvs Ala Val Ser Leu
450 455 460

Ser Ile Thr Val Pro Val Ser His Pro Val Leu Thr Leu Ser Sexr 2Ala
465 470 475 480

Glu Ala Leu Thr Phe Glu Gly Ala Thr Val Thr Leu His Cys Glu Val
485 490 485

Gln Arg Gly Ser Pro Gln Ile Leu Tyr Gln Phe Tyr His Glu Asp Met
500 505 510

Pro Leu Val 5er Ser Ser Thr Pro Ser Val Gly Arg Val Ser Phe Ser
315 520 525

Phe Ser Leu Thr Glu Gly His Ser Gly Asn Tyr Tyr Cys Thr Ala Asp
530 535 540

Asn Gly Phe Gly Pro Gln Arg Ser Glu Val Val Ser Leu Phe Val Thr
545 550 555 560

Gly Lys Cys Trp Val Leu Ala Ser Lys Pro Pro Leu Ala Glu Phe Ser
565 570 575

Leu Thr His Ser Phe Lys Asn Leu Phe Ala Leu Ser Ser Phe Leu Pro
580 585 590

<210> 4
<211> 5308

<212> ADN
<213> Homo Sapiens

<900> 4

35



cggtgcagtyg
tetittgate
tcctggcﬁcc
tctccatgga
tctactcace
aaaccccaga
ctcecoteto
tccactttcet
aacactgaat
tgacttcecat
taaggaaagt
tacacgtcca
gacctgtgag
cagagatgac
catgtggagt
catatctgac
tcactctcag
aaacccagga
ggcqcaagtc
attcagggaa
tgagccteto
acctgatttt
ccatcctgta
caggaggagt
cagctgacaa
ctgtgtctea

ctgtgacact

tcctgactgt
tcageccocttg
tgtcagtgga
ccacagtcett
acagaaaaca
caatatcett
agtagccctyg
gtgtttgaag
aatactattt
attcctceaty
tgttgocctyg
gtgctgagag
acccagctct
cagaccctgg
aaagattcag
agccecgaga
ccctgaaaad
agattctctg
agtcegotgt
ctactactgc
agtcactgtt
tgagggagce
ccaghttteat
ggccatcage
tggctttgge
tcoctgtocte

tecactgtgaa

ES 2591102 7T3

aagatcaagt
gtggtcecagg
cagtttgecaa
ccaaggagag
aaatggtacc
gagttcagga
tgcacttgga
gagactctgt
acaagaatga
catgtectcaa
tttcttcecaa
ccagcoteett
ctctagagag
gaétaggctg
ggttctac£g
tcetggatac
gctetgaatt
cgcactttgt
gazaggggay
acagctgaca
ceccgtgtcote
aaggtygacac
catgaggatyg
ttoctetotga
cococagegea
accctcagcet

gtccagagag

ccaaacctgt
tctfcatgct
ggacacccag
agagtgacce
atcggtacct
atctggagag
ttottottea
ggttectgagy
taatgtcectyg
ggacaatggt
tacagtcaaa
ccageccatce
gtcagatgtc
gagtctcteoce
gtgtaaqggca
aggtgcagat
ttgagggaac
acaggttita
catccatcag
atggccttgg
atcctgtect
ttcactgtga
ctgeccctgga
ctgoagagea
gtaaggcggt
ctgctgaggce

gttcceoccaca

36

tttggaattg
gctgtgogtg
geeccattatt
tcacttgcaa
tgggaaagaa
tacagatgcece
gcttocgdtga
tgcegggeaa
gcattcctta
geatatceget
atccaagtcc
agcgggaace
cegcteocggt
ccgaatttee
gcaacaatgc
ccotgeatot
caaggtgaca
tcatgagggt
cttetecactg
cgccaagcec
caacctcage
agcccagaga
gcgtaggteg
ttcagggaac
gagcctctec
coctgactttt

aatcctatac

aggaaacttc
atattactgg
ttecctecage
gggatttege
atactaagag
aggcccaggg
tecotgeaage
aggcggaagt
ataaaagaac
gtactggata
aagagccatt
cagtgacect
tcecgettott
agattactgc
ctcacagegt
catcetgtec
cttcactgtyg
gtccecectga
actacagaga
agtaaggcoty
tctectgagyg
ggttcactce
gccaactctg
tactactgca
atcactgtecce
gaaggagcca

cagttttatc

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

1020
1080
1140
1200
iZe0
1320

1380

1440

1560

1560

1620



atgaggacat
tctctctgac
cccagcgcag
agttctctct
caacttaatc
aagtcctggce
gaattfattt
cttgatgcac
gcacagtctt
tatggtagat
actcctcaaa
cattttattg
tgtygcaaatt
acttgaatct
tggtatgata
agtaaagagg
tctactagga
gttttacttt
tgtcaccctt
tcticacaac
ttgtaattta
tagéaaagcc
cagtaagaat

aaacaataca

aatcagacaa
aaaattgaac
agaaaacttg
aaaaatatat
catcaagtta

agagtgggec

gccocectgtgg
tgaaggacat
tgaagtggtg
caccecattce
cecttettygg
tcagccagac
attgtatttt
ggagcegtgtc
atagataaat
ttggagaaag
cttetggagt
tattatttta
gtatgtgtac
ttgtttatag
gaaaaatctt
ttatttttaa
agcttetaga
cttctcatat
aatgccagta
atccctgtgc
gtggacagat
caagaggaaa
agattggata

gaatgcaaaqg

tggatttgte
cgaagagtaa
aatatgtaga
atatgtgect
gtcittagact

Ttcaggagat
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agcagctcaa
tcagggaatt
ggtaagtgcect
Lttazsaaatc
cttecctecte
ccctaaaaca
ctceteatte
ctacttctct
attggtcaag
ctgctggega
ttttatgatc
aagaaactat
gatttggtgt
aaactggggg
gagcctgatg
aatgtgaatyg
cttecactcat
tcagcagcat
gaatgtaage
ctactcagtg
gatatgacas
aaaaacaaag
tctttgaaaa

tagaaagata

tgtatccagt
aatgaaactc
tcagaacata
atgattatgg
ttgcagtgea

gccgggotgy

caccctetgt
actactgcac
gggtictige
tgtittgecact
aactaactag
gctcagtaga
cttgtatgtt
actgacattt
accttaaatt
acaaaggggg
ccttgtitte
tgttgaagta
ctttttagga
aaagtttact
togtcagacat
ttctgagact
tetgeatece
cttaagcctce
ttcatgagaa
tttggcacac
gatgataaga
ctattttaga
ccattaattg

cagaaataaa

tatgtggata
aaaaatgtag
tatgttgatg
ggaaaaaage
ctcagtacca

cctaacaget

37

gggaagagtyg
agctgacaat
cagtcaccca
gtecagttic
ctggggtitt
ttecccaget
ccaacagtac
acatattaac
ctccaaagga
aaatggctcc

taacctgeta

‘tgacatacat

gctaagttgc
ttecttttceag
gcccctagea
actccaaagt
attactatct
tttattttet
cagaactygca
agtaggtcct
ggggatttaa
aatgaaatac
aatgaagaac

ggcaaaagtt

attaaaatgg
tagaaattgt
acgttattga
agtcgtctea
aagagttacc

caggtgctce

tccttecaget
ggctttggte
ccectggetqg
ctccectaat
ccgtactecat
tttaccaaat
gccaattttt
ttagctacaa
tttccaatct
ctaggaacca
aaatcagtat
tcaagaaacg
ttctgttttt
agaagccaaa
taacttgttg
cagagccaaa
ttttatccat
gtttcttgac
teccatettgg
cagtcaacat
aaaaatcatc
caatttgaag
caatttgaga

ataatatgga

agaccctcag
tgggaagtaa
ctttgaggtt
gaaagaaa;a
acacaaaggg

taaactccga

1680
1740
1800
1860
1920
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

30640

3120
3180
3240
3300
3360

3420



cacdgagttc
tgcagtgtge
tcecccacggg
gacaccaagqg
tttcatacac
gccaggagga
tatttgactg
tggcataaaa
caacggaaga
acttttatgt
gtctgtgtag
gcccectgggac
agggaatgtyg
cctggecage
tgacatgtig
ttceccoccaccet
tcteccattaa
atatccatca
agccccacgg
catggetttt
tgocccaace
tgcagccttyg
atagacgtgg
agtcaagaag
ctgttctgga
ggcaccaggc
cccagaatga
ccagtctgtt
ctecctgottt
cttettgggt
tggatetcca

ctaattcatt

ctgctttgayg
tgecaaatygg
ggctgcattt
taacttctcet
caagtcccoga
ccaggggtge
actgactgaa
tccagtgcac
gaaggagctt
gcttgtggat
agcotgagac
tgcactgeat
tggectctgge
ctttggccac
gctttcatca
caggcctcac
gagttgttet
catcttatct
ccctgaaata
catgcttcca
tttcaaggag

cagaggacaa

.agcaagagaa

gacagcagca
ggtcacatca
tcaaaagagyg
taactgcaca
gaaggcectyga
gggctgggac
cttgagéttg
gcttgectgac

ctaataaacc
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taggatgcatt
gacagcacac
cacactecte
cctgetcatg
agttctitcce
agacagaaca
tgaatgaatg
tcectaggaa
ggatgaagaa
cacctgagga
tgccattcta
gcatgtgaag
tgcccaggge
agcaccacca
gccaccctgg
actttccecat
cccatctectg
tgatcttige
aaatccttec
agtgtcaggyg
gaaaccagac
ggctggaggc
atgcaticce
agcataggcet
ccaacaaagc
agatttagaa
gtggcagaac
atgtaacaaa
étaagttttt
ctggcatatg
tgcagatctt

aatctttc

tctcaattgt
agcétgtgca
cacctgtetc
tgtcagtgtce
atcctaacag
catactggaa
aatgaggaaqg
atccgggagyg
actéttcagc
tctgtgaaaa
acatgttccc
ccetataggt
ccaacteggt
gctgetgttg
gaagcggaaa
gaaaagggtg
agcaatggga
teccagtgga
aagggecattg
cecttgcccag
acctgagaca
atttgtcate
accgaggecg
caggattaaa
tcacgoecta
tttoctecattg
aaactccacc
agggcettatt
ctgctttcag
gactgaaaga

gagatatgtc

38

catcagecctyg
catgggacat
aaactctaag
tacctgecca
aagtaaccca
cacaggaggt
aaaactgtgg
tattctygget
aagaagaagy
tactagatact
aggggatgcet
ctcagcagag
tcacacggat
ctgagagagc
gtagctgeca
aatgtatata
tgttctgttc
ttgtacagtyg
gaagctcact
atagacaggyg
ggagcctgta
actacagata
cttttttagg
gaaaaaaatc
tgcagttctyg
ggagagtaayg
ctaatgtggg
cttcctecaag
acgcaaactg

aactatgcta

agcctctaca

gtggggctac
gtgatgggte

gtecggcactt

agtaagtggce

gcaagtcaag
gctcaattac
gtaatcaaac
tectaagaaa
gottecttcac
gattcagtgg
gatgctgctyg
gccéatggag
cgtgctgete
ttettctetyg
ctatctttgt
acctgagceccce
cgottttatg
atgactttta
ccacctgaac
ctgactctge
tgcageccag
tgcaactaaa
cctagttgaa
tgctcacagt
agaaggtgga
gtacccceat
tggaccccat
taagggggaa
aaaaa-ggct
ttggawdtcc

gtcacaagaqg

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
£620
4680
4740
4800
4860
4920
1980
5040
5100
5160
5220
5280

5308



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

1

Ser

Thr

His

Leu

65

Gln

Phe

Gly

Ris

Asn

145

Tyr

5

734
PRT

Homo Sapiens

5
Leu

Gly

Ala

Ser
50

Lys

Cys

Ser

Asp

Gln

130

Leu

His

Leu Trp Leu

Val

Phe
35

Leu

Ile

Lys

Pro

Asn

115

Lys

Glu

Cys

Ala

20

Ala

Lys

Thr

Asp

100

val

Val

Thr

5

Pro

Gly

Gln

His

Tyr

ile

Ala.

163

Leu

Lys

Glu

Gly

Asp

Gly

Leu

Leu

Tyr

Thr

150

Tyxr

Leu

Ala

Asp

55

Lys

Ser

Ile

Arg

Lys

135

Val

Arg

ES 2591102 7T3

Leu

Val

Val

40

Thr

Ile

Ser I

Cys

120

Asp

Asn

Lys

Leu
25

Ala

Tyr

Gln

105

Gln

Gly

Ser

FPhe

Leu

10

Leu

Leu

Trp

Ile

Ser

90

Ala

Gly

Lys

Val

~J g

-
O R

Thr

Leu

Ile

Tyr

Thr

75

Asp

Leu

Lys

Gln

Ser
155

39

Pro

Asn

Cys

His

60

Glu

Ala

His

Asp

Leu

140

Arg

Leu

Gly

Pro

Ser

45

Asp

Pro

Val

Pro

Asn

125

Pro

Asp

Asp

Arg

Pro
30

Ser

Glu

Gly

His

Val
110

Lys

Asn

Asn

=i

Glu

15

Ile

Lys

Asn

Val

85

Phe

Asn

Ser

Glu
175

Gln

Ser

Ser

Leu

Tyr

80

Glu

Glu

Thr

Tyr

Lys
160



Thr
Val
Leu
Gln
225
Arg
Ser
Ser
Asn
Met
305
Ser
Arg
Ala
Ser
Leu
385

Glu

Phe

Ser

Leu

Thr

210

Phe

Ser

Tyr

Leu

Leu

290

Val

Trpe

Thr
370

Thr

Tyr

Lys

185

Cys

Ser

Pro

Trp

Arg

275

Glu

Leu

His

Leu

Arg

355

Trp

Phe

His

His

180

Zla

Glu

Leu

Arg

Cys

260

Ser

Iie

Ile

Lys

Leu

340

Tyr

Ile

Arg

Cys

Phe

Leu

245

Glu

Gln

Arg

Cys

Glu

325

Ala

Tyr

Arg

Ala

Glu

405

Asp

Asn

Ser

Gln

Arg

230

Gln

Val

Ile

Pro

Ser

310

Gly

Glu

Cys

Val

Pro

390

Ser

Val

Ile

Leu

215

Asp

Ile

Glu

Arg

Thr

295

Val

Arg

Leu

Ala

Thr

375

Arg

Leu

ES 2591102 7T3

Gln

Thr

200

Sexr

Ser

Pro

Thr

Val

280

Gly

Ala

Val

His

Ala

360

Val

Ala

Arg

Leu

Val
185

Gln

Ala

Val

265

Gln

Gly

Gin

Arg

Val

345

Asp

BArg I

Gly

Glin

Iie

Gln

Thr

Met

250

Arg

Gln

Gly

Ser

330

Leu

Asn

Thr

roSer

410

Asn

Glu

Giu

Arg

Leu

235

Trp

His

Val

Leu

Ser

315

Leu

Thr

Val

Pro

Val

395

Ser

40

Leu
Gly

Pro
220

Gly
Thr
Ser
Pro
Ile
300
Gly
Gly
val
His
val
380

val

Pro

Ser
205
Asp

Leu

Glu

Val

285

Glu

Thr

Arg

Lys

Ser

365

Ser

Gly

hla

Leu

150

Pro

Val

Gly

Asp

Lys

270

Ser

Gly

Val

Lys

Glu

350

Pro

His

2sp

Pro

His

Met

Gln

Trp

Ser

255

Lys

Asn

Glu

Thr

Thr

335

Ser

Ile

Pro

Leu

Tyr

415

Ser

Pro

Leu

Ser

240

Gly

Arg

Val

Asn

Phe

320

Gln

hsp

Leu

Val

Leu

400

Arg

Gly



Gly

Tyr

Val

465

Arg

Cys

Glu

Ser

Glu

545

Asn

Ile

Leu

Thr

Ser

625

Leu

Asp

Gly

Ser

450

Ser

Ala

Glu

Asp

Phe

530

Ala

Val

Thr

Gly

610

Arg

Ala

Ser

Ala
435

Cys

Leu

Ser

Asp

515

Asn

Asp

Gly

His

595

Thr

bro

Pro

420

Ser

Asp

Arg

Gly

Leu

500

Thr

Leu

Asn

Gly

Leu

580

Tyxr

Ser

Ser

Met

Asn Pr

Phe

Ala

Val

Ala

485

Arg

Leu

Ser

Gly

Thxr

565

Val

Ala

Ser

Arg

Glu

645

Ile

Asn

Asp

Thr

470

Gln

Gly

Leu
550

Ser

Arg

His

Ile

630

Leu

Tyr

Leu
Asn
455
Val
Ala
Ser
Asn
Thr
335

Gly

Arg

Ala
Ser
615

Asp

Glu

Ser

440

Gly

Pro

Val

Phe P

Iie

520

Thr

Ala

AsSn

Iie

Arg

600

Pro

Pro

Gln

ES 2591102 7T3

Leu

Val

Ser
Glu
Gln
Arg
Leu
585
Arq
Ser
Gln

Met

Ile
665

Thr

Gly

Ser

Gly

490

Ile

Ala

His

His

Thr

570

Val

Lys

Glu

Glu

Tvr

650

Trp

Ala

Ala

Arg
475
Asp
Len
His
Ser
Ser
555
Gly
Leu
Pro
Cys
Pro
635

Ser

Ser

41

Giu

Gln

460

Pro

Leu

Tyr

Ser

Gly

540

Lys

Leu

Ala

Gly

Gln

620

Thr

Asn

Ile

His
445
His
Val
Leu
Trp
Gly
525
Esn
Val

Thr

Ala

Gly 1

605

Glu

His

Val

Gln

430

Ser

Ser

Leu T

Glu

Phe

510

Gly

Tvr

Val

Ala

Ala

590

Pro

Asn

His
670

Gly

His

Leu

495

Tyr

Gly

Ser

Thr

Bla

575

Ala

Ser

Ser

Lys

Pro

655

Asn

Gly

Leu

480

His

His

Ala

Cys

Leu

560

Gly

Ala

Ala

Ser

Pro

640

Gly

r Lys



Glu Asn

675

Val
690

Thr Leu

Gly Ala

705

Glu

Asn Tyr Glu

<210> 6

<211> 2970
<212> ADN
<213>

<400> 6
agtgaagdgy

caacttgata
cagectgatag
aacagcattt
gtcgggettt
gtggctygcty
tgtacttcte
atgcagcagc
gtitgttgaaa
gacccgagga
atccteoctc
agacaacaaa
ttataattta
tactgecttat

ccaagttcaa

Tyr Ser Glu Leu Lys Lys

Ser Ser Arg Gly Arg Ala

ES 2591102 7T3

Ser Ala Asn Cys Pro Met Met

680

695

710

Asn Val Pro Arg Val Leu

725

Homo Sapiens

tttcccatat
tttctagaga
aagatgagec
aggaaggtct
tggtgagaca
ctgectgatece
ctcaatccte
atatcacatt
ataaaacatg
tcctcecctca
agacatcctyg
aacactcatc
gagaagatca
aggaagtttt

gagctgtttc

gaaaaataca
acccaggeac
ccaacttcta
catctgagta
gacttteccca
tgactcctgg
catggtccac
ccotageocca
acaagatcca
gaattacéga
totttgaacyg
aaaaggttta
cagtgaattc
acatacttga

tacatcctgt

His Gln Glu His Glu
685

Thr His Pro Asp Asp
700

His Glu Glu Asp Asp
715

Leu Ala Ser Asp His

730

gaaagaaltta
agtcttggag
gaaatgtatc
gcagcttceet
accctotgee
aagagaacaa
agcctticaaa
gggagacaca
aattacagag
gcctggaaat
agacaatgte
ctacaaggat
agtciccagg
cattgaagta

gctgagagceo

42

tttgaatact
acattactcc
actaccagga
geccctecttce
cggoeeggtge
tcaggggtgyg
ggagaaaaaqg
tattggtatc
cctggaaatt
taccaatgta
attetgagat
ggaaaacagc
gataatagca
acttcaaaac

agctcticca

Glu Leu

Ser Ala

Glu Glu
720

agcaaataca
tgagagactyg
ttgagataca
ttggagataa
ccatgettet
ccccaaaado
tggctcteat
acgatgagaa
accaatgtaa
agacccgagyg
gtcaggggaa
ttcectaatag
aatatcattg
cectaaatat

cgecccataga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

2040



dggggagtccec
gctgcaattc
cagactccag
gacagtgact
ccetgtgtet
aaatatggtc
caaagaagga
gcatgttcte
tcacagececee
tgtccteacc
ctgtgagtcc
cctggggaac
agaacattct
tggagtgagt
cggggoccag
ctteccgate
ctctggagga
atgtoagget
aggaacticce
catcecctogte
aggaggactt
ctcgteccagg
aatggagetyg
ccagatctygg
agagcatgag
tgcaggggag
gaatgtagca
ggaaacagcc
agactctgcc
aatcteccect

gcactgtgtt

atgaccctga
tcectettca
atccctgeca
cacagcatca
aatgtgaatc
cttatttget
agagtaagaa
accgtgaagg
atcctcagca
ttcagggctc
ctgagaggcet
agctcagecc
ggaaactact
ctcagggtca
gotgtggtgg
ctgtactggt
ggggcatect
gacaatggcee
aggaacagaa
cttgetgetg
tctgecacty
ccttcecagga
gagccaatgt
agcatccagce
gaacttacag
gctagcagca
cgtgtattac
tgcaccatltt
tcctacgagg
gtgectagatc

attttcacag
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cctgtgagac
gagatagcca
tgtggactga
aaaaaaggag
tagagatceg
cagtagccca

‘gectgogtag

agagtgatgce

cgtggaticyg
ccagggccca
citcecccgat
cctctggagg
cctgtgatge
cagttccggt
gggécctgct
tttatcacga
tcaacctcte
tgggggceca
caggcecttac
ctgctgetet
gaacatctag
tagaccctea
acagcaatgt
atacaaaaga
tcctcectatte
gaggcaggge
tggcctcaga
ttt£ttctgt
ctgggectgeca
tgtgtgttec

tggagacacyg

ccagetctet
gaccctegga
agactecaggy
cctgagatct
gcccaccgga
gggttcaggyg
aaagacccag
agggagataé
agtééccqtq
cactgtggtg
cctgtaccga
aggagectcee
agacaatggc
gtctegecce
ggagcttcac
ggatgacacc
t.ctgactaca
gcacagtaaa
cgectgeggga
gctgcattac
tcacagtect
agagecccact
aaatcctgga
aaactcagct
agaactgaag
ccatgaagaa
ccactageccce
ﬁctctccaac
gggtatgtga
ccaggaagag

tggcaaggca

43

ccacagaggce
ttgggctgga
tcttactggt
cagatacgtyg
gggcagctga
actgtcacat
cgttecectgt
tactgtgcag
agaattccocgg
ggggacctge
ttttatcatg
ttcaacctct
ctgggggcecoc
gtoctcacce
tgtgagtcce
ttggggaaca
gaacattctg
gtggtgacac
atcacggggce
geccagggecoc
agtgagtotce
cactctaaac
gatagcaacc
aattgtccaa
aagacacacc
gatgatgaag
cttacccaga
cacacatéat
ggctgagcaa
agcaggeage

ggagggecet

cagatgtcca
gcaggtecec
gtgaggtgga
tacagagagt
ttgaaggaga
tctcctggea
tggcagagcet
ctgataacgt
tatctcaccc
tggagcttca
aggatgtcac
ctetgactge
agcacagtca
tcagggctec
tgagaggctce
tcteggecea
gaaactactc

tcaatgttac

tgotgctcag

gaaggaaacc
aggagcectic
cactadccecce
cgatttattc
tgatgcatca
cagacgactc
aaaactatga
gtggeccaca
ccatctctcece
aaggtctgea
ct;tgégcéa

cagctectag

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760
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ggctgtcecgaa tagaggagya gagagaaaty gtctagccag ggttacaasgg gcoacaatcat 2820
gaccattiga tccaagtgtg atcgazaget gttaatgtge teotetgtata aacaatttge 2880
tceeaaatatt ttgtittococt titttgtgtyg getggtagtg gcattgctga tgttttggtg 2840

tatatgctgt atccttgcta ccatatiggg 2970

<210> 7

<211> 508

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 7

Met Leu Leu Trp Ser Leuv Leu Val Ile Phe Asp Ala Val Thr Glu Gln
1 5 T 10 15

Ala Asp Ser Leu Thr Leu Val Ala Pro Ser Ser Val Phe Glu Gly Asp
20 25 30

Ser Ile Val Leu Lys Cys Gln Gly Glu Gln Asn Trp Lys Ile Gln Lys
35 40 45

Met Ala Tyr His Lys Asp Asn Lys Glu Leu Ser Val Phe Lys Lys Phe
50 55 60

Ser Asp Phe Leu Ile Gln Ser Ala Val Leu Ser Asp Ser Gly Asn Tyr
65 70 . 75 80

Phe Cys Ser Thr Lys Gly Gln Leu Phe Leu Trp Asp Lys Thr Ser Asn
85 a0 85

Ile Val Lys Ile Lys Val Gln Glu Leu Phe Gln Arg Pro Val Leu Thr
100 105 110

Ala Ser Ser Phe Gln Pro Ile Glu Gly Gly Pro Val Ser Leu Lys Cys
115 120 125

=
0]
£
o=
U}
s}

Glu Thr Arg Leu Ser Pro Gln Arg b Val Gin Leu Gln Phe Cys
-130 _ 135 140

e]

Phe Phe Arg Glu Asn Gln Val Leu Gly Ser Gly Trp Ser Sér Ser Pro
145 150 - 155 160

44
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Glu Leu Gln Ile Ser Ala Val Trp Ser Glu Asp Thr Gly Ser Tyr Trp
165 170 175

Cys Lys Ala Glu Thr Val Thr His Arg Ile Arg Lys Gln Ser Leu Gln
180 185 190

. Ser Gln Ile His Val Gln Arg Ile Pro Ile Ser Asn Val Ser Leu Glu
185 200 205

Ile Arg Ala Pro Gly Gly Gln Val Thr Glu Gly Gln Lys Leu Ile Leu
210 215 220

Leu Cys Ser Val &la Gly Gly Thr Gly Asn Val Thr Phe Ser Trp Tyr
225 230 235 240

Arg Glu Ala Thr Gly Thr Ser Met Gly Lys Lys Thr Gln Arg Ser Leu
245 ’ 250 255

Ser Ala Glu Leu Glu Ile Pro Rla Val Lys Glu Ser Asp Ala Gly Lys
260 265 270

Tyr Tyr Cys Arg Ala Asp Asn Gly His Val Prc Ile Gln Ser Lys Val
275 280 285

Val Asn Ile Pro Val Arg Ile Pro Val Ser Arg Pro Val Leu Thr Leu
2%0 295 300

Arg Ser Pro Gly Ala Gln Ala Ala Val Gly Asp Leu leu Glu Leu His
305 310 . 315 320

Cys Glu Ala Leu Arg Gly Ser Pro Pro Ile Leu Tyr Gln Phe Tyr His
325 330 : 335

Glu Asp Val Thr Leu Gly Asn Ser Ser Ala Pro Ser Gly Gly Gly Ala
340 _ 345 350

Ser Phe Asn lLeu Ser Leu Thr Ala Giu His Ser Gly Asn Tyr Ser Cys
355 360 365

Glu Ala Asn Asn Gly Leu Gl
3

y Ala Gln Cys Ser Glu Ala Val Pro Val
370 5

380

Ser Ile Ser Gly Pro Asp Gly Tyr Arg Arg Asp Leu Met Thr Ala Gly
385 390 395 400

45
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Val Leu Trp Gly Leu Phe Gly Val Leu Gly Phe Thx Gly Val
405 410

Leu Leu Tyr Ala Leu Phe His Lys Ile Ser Gly Glu Ser Ser

420 425 430
Asn Glu Pro Arg Gly Ala 3er Arg Pro Asn Pro Gln Glu Phe

435 440 445
Sexr Ser Pro Thr Pro Asp Met Glu Glu Leu Gln Pro Val Tyr
450 455 460
Val Gly Ser Val Asp Val Asp Val Val Tyr Ser Gln Val Trp
465 470 475
Gln Gln Pro Glu Ser Ser Ala Asn Ile Arg Thr Leu Leu Glu
485 490

Asp Ser Gln Val Ile Tyr Ser Ser Val Lys Lys Ser

500 505
<210> 8
<211> 2580
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
<400> 8
tggtgaccaa gagtacatet cttttcaaat agcectggatta ggtcctcatg
cattgctggt catctttgat gcagtcactyg aacaggeaga ttegcetgace
cctettectgt cttcgaagga gacagecatcg ttctgaaatyg ccagggagasz
aaattcagaa gatggettac cataaggata acaaagagtt atctgtittc
cagatttcect tatccaaagt gcagttttaa gtgacagtgg taactatttce
aaggacaact ctttctcectgg gataasactti caaatatagt aaagataaaa
tctttcaacg tcocctgtgectyg actgccagect cctteccagec catcgaaggg
gcoccoctgaaatg tgagacccecgg ctctctecac agaggttgga tgttcaacte
tcttcagaga aaaccaggtc ctggggitcag gotggagcecag ctciccggag
ctgeecgtgtd gagtgaagac acagagictt actggtgcaa ggcagasacg

46

2la Leu
415

Ala Thr

Thr Tyr

Asn

Val

Met
480

Ser

Asn Lys
495

ctgctgtggt
cttgtggege
cagaactgga
aaaaaattct
tgtagtacca
gtecaagagc
ggtoccagtga
cagtictget
ctoccagattt

gtgactcaca

60

120

180

240

300

360

600



ggatcagaaa
taagcttgga
tctgetcagt
gaaccagtat
tgaaagagag
agagcaaggt
ggtctectgy
gaggctctce
cggeeeccte
actactccty
ccatctcagg
tgtttggtgt
tatcaggaga
agttcaccta
tgggetetgt
gctcagcaaa
tgaagaaatc
cattaagact
gaacgtgcct
tettetttta
attatttetyg
aagagataca
gtgtattaac
tgcaaatatg

gaatgtttgt

cttgattttt
gagttcaqct
actaattcaa
aatcttggga

tgtgcatcgé

acagagccte
gatcegggece
ggctggggagt
gggaaagaaa
tgatgccgge
ggtgaatatc
ggcccaggcet
cceaatetty
tggaggaggg
tgaggccaac
acctgatgge
cecttggtttce
aagttctgec
ttcaagcceca
agatgtggat
catcaggaca
ataacacttg
tgctataaaa
caggaggcac
cctatcaata
ctaccttcte
aggtctcacc
ttatttatgt
ttcattggga

atcaggctga

tggcatagtt
atgaatccat
citcagcgct
gattgtgtgt

cttgagtgta
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caatcccaga
ceccgggggac
acaggaaatg
acccagegtt
aaatattact
cctgtgagaa
gcagtggggyg
taccaatttt
gcctecttea
aacggcctgg
tatagaagag
actggtgttg
actaatgaac
accccagaca
gtggtttatt
cttctggaga
gaggaatcag
ccttatgasaa
ctcctgteat
ttcattgaac
ttaagcaatc
ttcatctact
gctgctggat
atattggcct

tgctggettce

tdégcaggat
ctggtetagyg
tgatattggt
ttceccaggaat

aacataactt

ttcacgtgca
aggtgactga
tcacattcte
ccctgtecage
gtagagctga
ttcecagtgtc
acctgcectaga
atcatgagga
acctctettt
gggcccagtyg
acctcatgac
ctttgectgtt
ccagagggygc
tggaggaget
ctcaggtctyg
acaaggactc
aagggaagat
atgcttgagg
tittgtcctg
tgctgctaca
agtgtgtaaa
gtgaagtgat
acagtttact
gaaattttct

atagaatgag

tggtaccagt
gecttttgtgt
ctaggagggg
ttagcegttt

atatgcactg

47

gagaatcccec
aggacaaaaa
ctggtacaga
agagctggag
caacggccat
tcgececoctgte
gcttecactgt
tgtcaccctt
gactgcagaa
cagtgaggca
agctggagtt
gtatgcacttyg
ttccaggeca
gcagccagtyg
gagcatgcag
ccaagtcatce
caacagcaadg
cttatcacct
atgatgtttc
teccagacact
gatttgaggy
gagaacagga
aatattttgt
tttccactgt

ttaggcagga

tattctttet
tggttggtaa
tttectgtcte
cctecagatt

ggaaaccaaa

atctctaatg
ctgatccectge
gaggccacag
atcccagetg
gtgcctatcee
ctcaccctca
gaggccctdga
gggaacagct
cattctggaa
gtgccagtet
ctctggggac
ttccacaaga
aatcctcaag
tatgtcaatg
cagccagaaa
tactcttctyg
gatggggeat
gccacagceca
ttcteocaata
gtgcaaataa
aagaatgaat
cttgatagtg
tgagaatttt
gtctetgeca

gccettecte

gcatcttgta
gttttttatt
ttcctggttc
ttcttecttta

aaatctgtgt

660

720

780

840

900

8560

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100



gacttgecttt attgcagcat
accaaagtat gcatatagtt

caataaacta tgatattact

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

MeT
1
Ala
Pro
Gln
Trp
65

Thr

Arg

Arg

Gln

9

429

PRT

Homo Sapiens

9

Leu

Glu

Val

Phe

50

Ser

Gly

Ser

Ser

Leu

130

Leu

Arg

Pro

Leu

Thr

35

Gln

Ser

sSer

Arg

Leu

115

Val

Trp

Arg

Phe

20

Leu

Phe

Ser

Tyr

Arg

100

Glu

Tyr

Leu

Leu

Thr

Cys

Pro

Trp

Ser

‘Thr

=
=
4:]

Thr
165

Leu

Ile

Cys

Phe

Lys

70

Cys

Gln

Gin

Cys

Gly

150

Ala

Ala

Lys

Phe

35

Leu

Glu

Iie

Pro

Ser

135

Ala

Glu
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Leu

Ser

Ile

Pro

25

Met

40

Arg

Gin

Ala

Asn

Fro

120

val

Val

Pro

Asp

Ile

Gln

Val

105

Gly

Ala

Gly

Gilu

Cvys
10

Ser
Phe
Thr
Ala
Thr
9Q

His
Gly
Met

Leun

Tle
170

Ala

His

Leu

Arg

Ala

75

Met

Arg

Gln

Asn
155

Pro

48

Pro

Pro

Gln

Ala

60

Met

Ala

Val

Val

Thr

140

Ser

Leu

Thr

Ser

45

Leu

Trp

Ser

Pro

Met

125

Gly

Gln

Val

Cys

Glu

30

Ser

Gly

Lys

Lys

Val

110

Glu

Ser

Arg

Glu

15

Gly

Zsp

Pro

Glu

Val

g5

Ala

Gly

Ile

Glu
175

ttgttttatt ttggtagtcet ggaactgazac ctgcaatatc
gcaaasatgt gatttttgac atagtaaata tgagtatttg

tttgtaagta tatagaataa aatgtaasata atctatazaa

Ser

Ala

Gly

Asp

g0

Leu

Asp

Asp

Thr
160

Ser

2460

2520

2580



Asp

Pro

Gly

Asn

Ala

Leu

305

Thr

Glu

Tyr

Tyr
385

Thr

Lys

<210>

Ser

Leu

210

Glu

Fhe

Gly

Tvr

Val

280

Thr

Val

Ser

Phe

Glu

370

Tyr

His

Ala

10

Glu

Met

Leu

Gly

Ser

275

Thr

Ala

Ala

Thr

355

Asn

Asn

Met

Asn

<211> 2303

Gln
180

Leu

Leu

His

His

Ala

260

Cys

Leu

Gly

Leu

Arg

3406

Tyx

Val

Glu

Ile
420

Tyr

Val

Arg

Cys

Glu
245

Ser

Glu

Asn

Val

Leu

325

Asp

Leu

Asn

Asp
405

Thr

Tyr

Ser

Ala

Glu

230

Asp

Phe

Ala

FPhe

Ile

310

Phe

Pro

Asn

Val

Glu

380

Lys

Asp

Cys

Ile

Pro

215

Rla

Ile

Asn

Asn

Thr

295

Glu

Cys

Leu

Ser

Val

375

Gin

Val

Val

ES 2591102 7T3

Val

Thr

200

Arg

Leu

Thr

Leu

Asn

280

Val

Gly

Tyr

Arg

Pro

360

Ser

Glu

Ala
185

Val

Ala

Leu
Ser
265
Gly
Pro
Leu
Gly
Ser
345
Thr

Gly

Ser

Glu

Arg

Gln

Gly

Gly

250

Leu

Leu

Leu

Leu

330

Leu

Pro

Asp

Val

Asp
410

Glu

Asn Gly Tyr

Ile Pro val

205

Ala Ala Vval
220

Ser Pro Pro
235

Ser Arg Ser

Thr Glu Glu

Gly Ala Gln
285

Gly Rla Arg
300

Ser Thr Leu
315

Lys Arg Lys

Pro Ser Pro

Gly Gln Leu
365

Glu val Tyr
380

2la Ala Glu
395

Ile Tyr Ser

Asp Ala Met

49

Gly
190

Ser

Glu

Ile

Ala

His

270

Arg

Ser

Gly

Ile

Leu

350

Gln

Ser

Thr

Pro

Arg

Asp

Leu

Pro

258

Ser

Ser

Asn

Pro

Gly

335

Pro

Pro

Leun

Leu

Leu
415

Ser

Pro

Val

Tyr

240

Ser

Gly

Glu

His

Ala

320

Arg

Gln

Ala

Gly
400



<212> ADN
<213>

<900> 10

gaggcatcte
atctgtgetce
acagagggga
cagttccagt
cccaagctec
cagacaatgg

cetgtegetyg

aggertggtce
aaaggggcty
gagattcctt
tatggtacca
atcctcatge
tgtgaggcce
ctggggagca
gaacattotg
gcggtgacac
gt.cattgagg
ggcctcaaaa
cctetaccec
tatgaaaatyg
ccggageagg

ttagacatct

Homo Sapiens

taggtaccat
cactcigtga
gcocagtgac
toctgettttt
agatcgotge
cgtccamagt
atgtgagctt
tecatctgete
taggttitaas
cagtgaggga
gecocccagtgg
tcagggctcee
tgagaggctce
ggtcggccee
gaaactactc
tcaacttcac
ggctgctcag

gaaaaatagg

aagagttcac.

tgaatgttgt
gatcagtage

attccagget

ES 2591102 7T3

ccctgaccetyg
acctgccgag
cctgacgtgt
cagagacacc
catgtggaaa
cttgaggagce
ggagactcag

agttgctatyg

cectteagtca

gagtgatgct
getggtgage
cagggcccag
tecctccaate
ctetggagga
ctgtgaggcece
agtgcctact
caccctiggt
aagacgttca
ctacctcaac
aagtggggat
agcagaaacce

gaggaaagca

gtccteatge
ctgtttttga
aagatgecect

cgggccttgg

gaagacacag

aggagatccc
cccccaggayg
ggcacaggag
aagacccagce
gadcaatatt
atcactgtca
getgeagtygg
ctgtactggt
ggagcctect
aacaatggce
ggggccagaa
ccagccaccqg
gececagggate
tcacctacce
gaggfttatt
ctggggacac

aacattacag

50

tgeccgagget
tagccagece
ttctacagag
goocaggetyg
ggtcatactg
agataaatgt
gacaggtgat
acatcacctt
gttcactgac
actgtgtage
gaatcccggt
aggatgtgct
tftatcacga
tcaacctttc
tgggggccca
gcaatcatct
tggecttatt
cactcaggag
cagggcagct

cactggegta

atatggagga

atgtggacta

gttgectgttyg
cteccatece
ttcagatgeo
gagecagctoe
gtgcgaggea
gcacagggto
ggagggagac
cetttggtac
agdagagtat
tgaaaatggc
gtctcgecea
ggagcttcac
ggatatcace
cctgactgaa
gegeagtgag
tacctcagga
attttgectac
cctteccage
acagcctata
ctataaccag
caaggtttec

tgaagatget

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020



10

15

atgtaaggtt atggaagatt
tgatatgttc ttcagagatc
ttctccatgg cactattect
ctacctagga gaactaatag
ctgceggete ctttgaaaac
tggaataaaa gaaattggga
tcaaggttag tgactctgeca
tgetttoctcect goccagacag
ttccacctaa aatatgattc
aaagttacat aaaaagttat
taggecaacc tataccacat
aatacagtgt gtcttotttt
cctgtatett aattattttt
ggaatgcagt ggcacaatct
tctcdcctca gectgoetgag
ttttgtctta cgtagagaca

gctcaagcaa tgtattgaat

<210> 11

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 11

gggcctgaca gcaacttttc

gacaacctgt cttaagltaac

<210> 12

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 12

gggcctgaca gcaacttttc titctactagt tcatcttaac acactgctct gtacggggea

ES 2591102 7T3

ctgctettty aaaaccatco

ctggggcatt agctttccag
tcatcractyg tgaagtgaag
acacaggagt gacagggact
aggtcatatt gtgctcttet

tcttgggttg gagggacagt

ggacttcaca gagagagctg
cacagaactc cagecooget
tatttatttt gagtcactgt
tagtgacteca cttaatttta
ccaaaattat gtatctatta
attcacaaaa tttttgaaat
tttttaaatt gagacagggt
tgcctcacty caacgectge
tagctgggac tacaggcaca
agatttcacc gttttgecca

Tttt

ttctactagt tcatcttaac tttatcctgg taactggega

tgaagggaaa

cgtgggeaca ggtgcacact cacactcaca

<210> 13

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 13

51

atgaccccaa
tatacctctt
ttggcecgeage
ttgttatcag
gtttacaaga
gaagcttaga
tgcccatcat
acttacatgg
taccaaatta
gtgacgtatt
cagecectag
cgtggtaata
ctecactctgt
ctctecagget
tgeccaccaaa

ggctggtctce

gcctcaggce
ctggatgeca
cctgaagaaa
aaccagattc
ggaaacaaga
gcacatgaac
tcagtccaag
atcatcgagt
gaactaaaac
tttgtatata
aagctttata
tggtttgaaa
cactecaatct
caagcaaacc
cttggoocatt

aaactcctgy

1680

1740

1800

1360

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2303

60

90

60

S0
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tceocactgac geatgecagga aggggceaccet cocettaacce acactgetcelt gtacggggea

cgtgggcaca ggtgoacact cacactcaca

<210> 14

<211> 2499
<212> ADN
<213>

<400> 14

ctcaatcage
sagtgctget
cctggagcag
acaatctgcea
caaaggadgag
aacatggtat
cgaggttogg
tgtgecgettig
aggtgacaca
atatacttgg
acaagcaagt
tgtatttaga

gaaagctaca

HOMO SAPIENS

tttatgcaga
ttggcaatct
gectitccatge
gctgocacaca
agagtgacte
catcggcact
gaatctggac
ctettttett
ttggtitctga
aatggaaaca
tcaéataaca
tcaaattfca

gactectcage

gaagaagctt
gggetgacct
tgctgtggge
aacctgtgat
tgacttgeaa
actggggaga
tgtacagatyg
cagactcctt
gatgccacag
ttectttccat
atggcaatta
aaataattaa

ctacagaggyg

actgagctca
ggcttgtcte
gtcecttgctyg
ttccgtcecat
tggatttcag
aaagttgacc
ccaggcccgg
aatcctgeag
aagaaggaaa
ttctaataaa
tcgatgeatt
aattcaagaa

gaattctgta

52

ctgetggtge
ctcagaactc
geetittgete
ccteceatgga
ttctatgeaa
ctgaccceag
ggctcececcac
gcaccatatt
gagaaattga
agctgggate
ggatatggag
ctattteccac

gacctgaget

tggtgtagge
cttetocaac
cagtctgtgg
ccacattett
cagagaaaac
gaaacaccct
gaagtaaccc
ctgtgtttga
ctgctgtgaa
ttcttatccc
atgagaatga
atccagaget

gtgaaacaca

60

S0

60

120

18¢

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



gcttecctcca
catcctogtca
ctcaggatce
ctcgetacag
ctcagggggc
cacaggggat
aactcagcgt
gggatactac
cactgtgaga
gctgctcagt
gtcaggagtt
gtcctcoceat
ccocaaaaag
ggaagctaat
ggtaaagaca
ttaagagaat
cccaggécca
tcttctcatg
tggaatggec
tgtagtattt
gataaagaga
ttgcagagat
tctcacﬁgga
gcaaacaatg
gcagattaaa
gaagagctgyg
tgtcattagt
acttaagtac
taaactctgce
<210>
<211>

<212>
<213>

15
515
PRT

<900> 15

gagcggtcag
gactggagca
tattggtgtyg
atccatgtge
caggctgttg
accacattct
tccctgagag
tgtacagcad
gagaccccaé
getottetee
ggtttcecttgg
tccatctgeo
ggagatttgyg
acctccagga
caacacccag

gaaaagttac

Vgtgcagtcct

catatgeatt
tetgaaagac
getgtgggcee
gagaaggact
gaaaaagact
gactcacttyg
aaaagccect
gaaccecatct
agatgcaagc
gacaaagatt
caactctcca

ctttaaataa

Homo Sapiens
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acaccccact tcecacttcaac ttcttcagag

cgtaceccgga
gtgctgaaac
agcggatece
aaggggagat
cctyggeaceyg
cagagctgga
acaacagcta
gcaacagaga
tggetgtgge
gagacgaaac
ctgeecaggt
tatactctga
cacttctaga
ataactcagc
gggaacgtcce
tgeggecacct
cactcccagyg
ttcactaaaa
tgacctaatg
gttatgaaaa
gggtgacctg
catcagtttyg
tcacttctge
ggaatggttt
tctaggetge
tgcaacatta
aaactaaatt

daaadaagas

actccagctc
agtgaggggt
tgtgtctggy
gectgotectt
agaggacatog
gctocecoctgee
cggccctgte
tggccttgte
cotgetgttt
caggctcocct
ggagcttceay
gatccagact
ggataaggat
tggaaagatc
tactcatgtg
ggaatgatca
aatactcatt
tgaccaggat
cattccotay
acagaagcac
gatctctget
tttaactgtyg
ctgcacagct
acagagagag
gcttccaaaa
gagaaaagag
tgaacttaaa

aaaaaaaaa

53

ccaaccgtet
aacatccaca
gtgctectgg
gtctgecteeg
caggagagtc
atcagacaga
cagagcatgyg
gecogegggag
cactygctgge
ccecgetecag
tegttgtatg
actcagctgg
gtctcagttyg
agctctaagg
atttotecet
actcattcca
cgtctactet
ccacagttag
ggtctgettt
aaattttggt
taatacatct
agtggetgea
tacactgtca
gaatttaaaa
gcaaatgata
acacaaatat

atattagtat

atggcgaggt
ggagagaaaa
agracagtcce
agacccagcece
tggctgaagyg
tggggaggaa
gccatgeagg
tgctgaatgt
ccactggagqg
gtcggaggaa
gcoccaggaga
ttgatgtaca
gagaagaaga
tectactcotga
atgaagaaag
tgtccaaagt
gctttctaat
gatgttggga
dJagaagaccc
agagaagggyg
gaattgggat
acaaccattyg
caggcactgt
ggattcagtt
gaggacatca

attatgttaa

azaattaaaa

aaactcataa

840

900

560
1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

24929
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Met Leu Leu Trp Ala Ser Leu Leu Ala Phe Ala Pro Val Cys Gly Gln

Ser Ala Ala Ala His Lys Pro Val Ile Ser Val His Pro Pro Trp Thr
20 25 30

Thr Phe Phe Lys Gly Glu Arg Val Thr Leu Thr Cys Asn Gly Phe Gln
35 40 45

Phe Tyr Ala Thr Glu Lys Thr Thr Trp Tyr His Arg His Tyr Trp Gly
50 55 60

Glu Lys Leu Thr Leu Thr Pro Gly Asn Thr Leu Glu Val Arg Glu Ser
65 70 75 80

Gly Leu Tyr Arg Cys Gln Ala Arg Gly Ser Pro Arg Ser Asn Pro Val
85 90 95

Arg Leu Leu Phe Ser Ser Asp Ser Leu Ile Leu Gln Ala Pro Tyr Ser
100 105 110

Val Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val Leu Arg Cys His Arg Arg Arg Lys
115 120 125

Glu Lys Leu Thr Ala Val Lys Tyr Thr Trp Asn Gly Asn Ile Leu Ser
130 135 140

Ile Ser Asn Lys Ser Trp Asp Leu Leu Ile Pro Gln Ala Sexr Ser Asn
145 150 155 160

Asn Asn Gly Asn Tyr Arg Cys Ile Gly Tyr Gly Asp Glu Asn Asp Val
165 170 175

=
I
&

Phe Arg Ser Asn Phe Lys Ile Lys Ile Gln Glu Leu Phe Pro His
180 185 1580

Lys Ala Thr Asp Ser Gln Pro Thr Glu Gly Asn Ser Val
200 205

Pro Gliu

3
W o
o

54



BAsn
Leu
225
Ser
ély
His
Val
Met
305
Phe

Gln

His

Asp
385

Ile

Gly

Pro

Leu Ser Cys Glu

210

Thr

Ser

Ser

Leu

280

Leu

Sexr

Arg

Ala

Ser

370

Gly

Leu

Val

Gly

Phe

Tyr

Pro
275

Leu

Val

Ser
Gly
355
Met

Leu

Ala

Glu
435

Asn

Pro

Trp

260

Ser

Glu

Leu

His

Leu

340

Gly

val

Val

Val

Phe
420

Fhe

Glu

245

Cys

Leu

Thr

Val

Arg

325

Arg

Tyr

Leu

Rla

Ala

405

Leu

Ser

Thr

Phe

230

Leu

Gly

Gln

Gln

Cys

310

Giu

Ala

Tyr

Asn

Ala

390

Leuw

Gly

Gln
215

Arg

Ala

Ile

Ser

Asp

Glu

Cys

Val
375

Gly-

Leu

Asp

Ser

ES 2591102 7T3

Leu

Asp

Leu

Glu

His

280

Ser

Val

Met

Leun

Thr

360

Thr

Ala

Phe

Ile
440

Gly

Pro

Thr

265

Val

Gly

Ala

Gln

Glu

345

Ala

Val

Thr

His

Thr
425

Cys T

Pro

Glu

Thr

250

Val

Gln

Gly

Glu

Glu

330

Leu

Asp

Arg

Gly

Cys

410

Arg

Glu

Val

235

Val

Arg

Gin

Gly

315

Ser

Pro

Asn

Glu

Gly

385

Trp

Leu

Ala

55

Arg

220

Tle

Trp

Gly

Ala

300

Thr

Leu

Ala

Ser

Thr

1380

Leu

Arg

Pro

Gln V

Ser

Leu

Arg

Asn

Pro

285

Val

Gly

Gly

Ile

Tyr

365

Pro

Leu

Arg

Pro

Asp

Glu

Ile

270

Val

Glu

Asp

Arg

Arg

350

Gly

Ser

Ala
430

Glu

Thr Pro

Asp Trp
240

Asn Ser

255

His Lys

Ser Gly

Gly Glu

Thr Thr

320

Lys Thr

335

Gln Ser

Pro Val

Asn Arg

Ala Leu
400

Leu Gln



Leu
450

Glu
465
Erg Thr
Lys Thr

Glu Glu

Tyr

Gln

Gln

Val

Thr Thr

Asp Val His Pro

Gln Leu

ES 2591102 7T3

455

Gly

470

Glu
485

Leu

His Pro

500

Ser

515

16
2805
ADN

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 16
cggtgcagty

tcttttgatc

tecectggetece

ctccatggac
tctactcacc
aaaccccaga
gctecectet
ctccacttte
taacactgga
ctgacttcca
ataaggaaag
ftacacgtcc
tgacctgtga

tcagagatyga

Homo Sapiens

tcectgactgt
tcagcecctig

tgtcagtaga

cacagtcttc
acagaasaca
caatatecctt
cagtagcect
tgtgtttgaa
taatactatt
tattcctcat
ttgttgcect
agtgctgaga
gaceccagetc

ccagaccctg

Asp Lys

Asp Asn

Asp

Ser

Lys Lys

Glu

Val

Ala

Glu Glu

475

Ser
4380

Gly Lys

505

aagatcaagt

gtggtccagg

cagtttgcaa

caaggagaga
aaatggtacc
gaggttcagg
gtgcacttgg
ggagactctyg
tacaagaatyg
gcatgtcica
gtttcttcda
gccagctect
tctctaéaga

ggattaggcet

ccaaacctot
tcttcatget

ggacacccag

gagtgaccct
atcggtacct
aatctggaga
atttttettc
tggttctgag
ataatgtcct
aggacaatgg
atacagtcaa
tcecageocat
ggtcagatgt

ggagtctetc

56

Val Val

Gly Asp Leu Val

460

Glu Ala Asn

Tyr Ser

Ile Ser

510

Ser

tttggaattyg

getgtgggty

gcccattatt

cacttgcaag
tgggaaagaa
gtacagatgc
agcttegety
gtgcecgggea
ggcattectt
tgcatatecgce
aatccaagtc
cagcgggaac
ccegeteegyg

cccgaattte

Tyr Ser

Thr Ser

480

Glu
495

Val

Lys Rsp

aggaaacttc
atattactygg

ttcectecage

ggatttcgcet
atactaagag
caggeccagg
atcctygcaag
aaggcggaayg
aataaaagaa
tgtactggat
caagagccat
ccagtgacce
ttcegelttet

cagattactg

60
120

180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
7é0

840



ccatgtggag
tcatatctga
tcactctcag
aaacccagga
gécacaaqtc
attcagggaa
tgagcctcte
acctgatttt
ccatcctgta
caggaggagt
cagctgacaa
ctgtgtctca
ctgtgécact
atgaggacat
tcteteoctgac
cccagegcag
cocctcagggt
cooccgagagy
gcagctcage
ctggaaacta
cactcagtgt
aggctgtggt
tecctgtactyg
gaggggccte
cagacaatgg
gggccctgeco
aaatggagcce
gcctgcagaa
tgtttcccag

ttttttagaa

taaagattca
cageccgaga
ccctgaaaaq
agattctetyg
agtccgeotgt
ctactactgce
agtcactgtt
tgagggagcce
ccagtttcat
ggccatcage
tggctttgge
tcectgteocte
-

tcactgtgaa
gccectgtgg
tgaaggacat
tgaagtggtyg
tcecagggec
ctctccececa
ceectetgga
ctcatgtgag
tatagttcca
gggggacctyg
gttttatcat
cttcaaccte
tctggagg;c
caccagcagc
acagagctecce
ccteectgtyg
cagtcttctt

cataaactat

ES 2591102 7T3

gggttctact
tcectggatac
getetgaatt
cgcactttgt
gaaaggggag
acagctgaca
ccegtgtete
aaggtgacac
catgaggalty
ttctctctga
ccecagegea
accctcaget
gtccagagag
agcagctcaa
tcagggaatt
agocctttttyg
caggetgtay
atcctgtact
ggagaagcett
gccaacaatg
gtatctegte
ctggagcttc
gaagatgtca
tctectgacta
cagcgcagtg
acatctgaga
tcagggctgt
aaagictcgg
gaagatgatc

attectgaact

ggtgtaagge
aggtgcagat
ttgagggaac
acaggtttta
catccatcag
atggccttug
atcctgtect
ttcactgtga
ctgccétgga
ctgcagagea
gtaaggeggt
ctgctgaggce
gttccceaca
caccctetgt
actactgcac
tcactgttce
tgggggaccet
ggttttatca
ctttcaacct
gcctagtgge
cecatccteac
actgtgaggce
cecctgggtaa
cagaacattc
agatggtgac
actgactgtyg
ttgecttotgt
atcctttgtg
aaagcaccté

gaaattatta

57

agcaacaatg
ccctgeatct
caaggtgaca
tcatgagggt
cttctcactg
cgocaagece
caacctcagc
agcccagaga
écgtagqtcg
ttcagggaac
gagcctctcc
cctgactttt
aatcctatac
gggaagagtg
agctgacaat
agtgtctege
gctggagett
tgaggatgtc
ctcteotgact
ccagcacagt
cttcagggct
cotgagaggce
gatctcageco
tggaatctac
actgazagtt
cctgttetec
ggcatcecag
gtatggttce
actaaaaatg

catgaaaatg

cctcacageg
catcctgtec
cttcactgtg
gtcecccetga
actacagaga
agtaaggctyg
tectectgagyg
ggttcactce
gecaactetg
tactactgca
atcactgtce
gaaggagcca
cagttttatc
tcettcaget
ggctttggtc
coccatecctea
cactgtgagg
accctygggga
gcagaacatt
gacacaatat
cccagggecc
tcctececaa
cocctotggag
tcoctgtgagyg
gcaggtgagt
ctgcagctga
cacacttcoct
aggaatctga
caaataagac

aaaccaaaga

800

3960

1020

1080

1140

1200

1260

1380

1440

1500

15860

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

24860

2520

2580

2640



attctgagca
ctctcattga

tgttoctiac

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met
i
Phe

Thr

Phe

Gly

His

Val

Val

Leu

145

Asn

17

759
PRT

Homo Sapiens

17
Leu

Ala

Val

Tyr

50

Ile

Glu

Phe

Thr
130

Asn

Leu

Arg

Phe

35

Ser

Leu

Tvr

Asp

Glu

115

Leu

Trp

Thr

20

Gln

Pro

Arg

Arg

Phe

100

Gly

Asn

Arg

+3
=
H

Val

Pro

Gly

Gln

Cys

85

Ser

Asp

Esn

Thr

Arg
165

Ile

Arg

Glu

Thr

70

Gln

Ser

Ser

Thr

Asp

150

Cys

Leu

Pro

Arg

Thr

55

Pro

Ala

Ala

Val

Ile

135

Phe

Thr

ES 2591102 7T3

Leu

Ile

Val

40

Lys

Asp

Gln

Ser

Val

120

Tyr

His

Val

Ile
25

Thr~

Trp

Asn

Gly

Leu

105

Lys

Ile

Leu

10

Phe

Leu

Tyyr

Ser

90

Ile

Arg

Asn

Pro

Lys
170

tatgtttcte tgccgtagas aggattaage
cttctaagaa gcectctacte ttgagtcoctet

atttccacat taasaaatcct atgttaacga

Ala

Leu

Thr

His

Leu

75

Pro

Leu

Cys

Asp

His

155

58

tgtttcectigt cocggattcett

ttcattactg gggatgtaaa

aaaaa

Pro

Gln

Cys

Arg

60

Glu

Leu

Gln

Arg

Asn

140

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

45

Tyr

Val

Ser

Ala

Ala
125

Val 1

Cys

Pro

Gly

Leu

Gln

Ser

Pro

110

Lys

Leu

Cys

Gly

15

Trp

Phe

Gly

Glu

Pro

95

Leu

Ala

Ala

Lys

Pro
175

Gin

Thr

Arg

Lys

Ser

80

Val

Ser

Glu

Phe

Asp
160

2700

2760

2805



ES 2591102 7T3

Ser Ser Asn Thr Val Lys Ile Gln Val Gln Glu Pro Phe Thr Arg Pro
180 i85 190

Val Leu Arg Ala Ser Ser Phe Gln Pro Ile Ser Gly Bsn Prc Val Thr
195 200 205

Leu Thr Cys Glu Thr Gln Leu Ser Leu Glu Arg Ser Asp Val Pro Leu
210 215 : 220

Arg Phe Arg Phe Phe Arg Asp Asp Gln Thr Leu Gly Leu Gly Trp Ser
225 230 235 240

Leu Ser Pro Asn Phe Gln Ile Thr Ala Met Trp Ser Lys Asp Ser Gly
245 250 255

Phe Tyr Trp Cys Lys Ala Ala Thr Met Pro His Ser Val Ile Ser Asp
260 265 270

Ser Pro Arg Ser Trp Ile Gln Val Gln Ile Pro Ala Ser His Pro Val
275 280 285

o]

Leu Thr Leu Ser Pro Glu Lys Ala Leu Asn Phe Glu Gly Thr Lys Val
280 285 300

Thr Leu His Cys Glu Thr Gln Glu Asp Ser Leu Arg Thr Leu Tyr Arg
305 310 315 320

Phe Tyr His Glu Gly Val Pro Leu Arg His Lys Ser Val Arg Cys Glu
325 ’ 330 335

Arg Gly Ala Ser Ile Ser Phe Ser Leu Thr ThHr Glu Asn'Ser Gly Asn
340 345 350

Tyr Tyr Cys Thr Ala Asp Asn Gly Leu Gly Ala Lys Pro Ser Lys Ala
355 360 365

Val Ser Leu Ser Val Thr Val Pro Val Ser His Pro Val Leu Asn Leu
370 375 380

Ser Ser Pro Glu Asp Leu lle Phe Glu Gly Ala Lys Val Thr Leu His
385 390 385 400

Cys Glu Ala Gin Arg Gly Ser Leu Pro Ile Leu Tyr Gln Phe His His
405 410 415

59



ES 2591102 7T3

Glu Asp Ala Ale Leu Glu Arg Arg Ser Ala Asn Ser ARla Gly Gly Val
420 425 430

Ala Ile Ser Phe Ser Leu Thr Ala Glu His Ser Gly Asn Tyr Tyr Cys
435 440 445

Ala Thr Asp Asn Gly Phe Gly Pro Gln Arg Ser Lys Ala Val Ser Leu
450 455 460

Ser Ile Thr Val Pro Val Ser His Prc Val Leu Thr Leu Ser Ser Ala
465 470 475 480

Glu Ala Leu Thr Phe Glu Gly Ala Thr Val Thr Leu His Cys Glu Val
485 490 485

Gln Arg Gly Ser Pro Gln Ile Leu Tyr Gln Phe Tyr His Glu Asp Met
) 500 505 510

Pro leu Trp Ser Ser Ser Thr Pro Ser Val Gly Arg Val Ser Phe Ser
515 520 525

Phe Ser Leu Thr Glu Gly His Ser Gly Asn Tyr Tyr Cys Thr Ala Asp
530 535 ' 540

Asn Gly Phe Gly Pro Gln Arg Ser Glu Val Val Ser Leu Phe Val Thr
545 550 555 560

Val Pro Val Ser Arg Pro Ile Leu Thr Leu Arg Val Pro Arg Ala Gln
565 570 575

Ala Val Val Gly Asp Leu Leu Glu Leu His Cys Glu ARla Pro Arg Gly
580 585 590

Ser Pro Pro Ile Leu Tyr Trp Phe Tyr His Glu Asp Val Thr Leu Gly
585 600 605

Ser Ser Ser Ala Pro Ser Gly Gly Glu Ala Ser Phe Asn Leu Ser Leu
610 . 615 620

Thr Ala Glu His Ser Gly Asn Tyr Ser Cys Glu Ala Asn Asn Gly Leu
625 630 635 640

Val Ala Gln His Ser &sp Thr Ile Ser Leu Ser Val Tle Val Pro Val
645 650 655

60



Ser Arg Pro

Leu
675

Glv Zsp

Tle Leu

690

Ala
705

His Ser Gly

Arg Ser Glu

Thr Ser

755

18
4448
ADN

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 18

cggtgcagtg
tecttttgatc
tcetggeotee
ctcecatggac
tctactcace
aaaccccaga
gecteccecotet
ctccacttte
taacactgaa

ctgacttcca

Ile
660

lLeu

Leu Glu

Trp Phe

Gly Gly

Thr

Leu

Tyr

Gly

ES 2591102 7T3

Phe Arg

Cys
680

His
6385

Ala Ber

710

Ile Tyr

725

Met Val

740

Thr Ser

Homo Sapiens

tcctgactgt
tecagacoottyg
tgtcagtgga
cacagtctte
acagaaaaca
caatatcctt
cagtagceccect
tgtgtttgaa
taatactatt

tattcotcat

Ser

Thr

Glu

Cys Glu

Lys

Asn

aagatcaagt
gtggtocagg
cagtttgcaa
caaggagaga
aaatggtacc
gaggttcagg

gtgcacttgg

ggagactctg

Tacaagaatg

gcatgtctca

Ala
665

Arg

Glu.

Asp Val Thr

Phe Asn Leu

715

Ala Asp Zsn

730

Val
T45

Ala Gly

ccaaacctgt
tecttcatget
ggacacccag
gagtgaccct
atcggtacct
aatctggaga

atttttcttc

ataatgtecct

aggacaatgg

61

tggttctgag

Cln

Ala

Val val

670

Gly
685

Arg

Leu
700

Gly
Ser Leu
Leu

Gly

Glu Trp

Ser

Lys

Thr

Glu

Ala

Ser Pro

Ile Ser

Thr Glu

120

Ala Gln

735

Leu Pro

750

tttggaattg
getgtgggty
gecccattatt
cacttgcaag
tgggaaagaa
gtécagatgc

agcttegoty

‘gtgecgggca

ggcattectt

tgcatatcgce

aggaaacttc
atattactygg
ttecctecage
ggattteget
atactaagag
caggceccagg
atcctgcaag
aaggcggaag
aataaaagaza

tgtactggat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ataaggaaag
ttacacgicc
tgacctgtga
tcagagatga
ccatgtggag
tcatatctga
tcactcteag
aaacccagyga
ggcacaagtc
attcagggaa
tgagcetcto
acctgatttt
ccatcctgta
caggaggagt
cagchgacaa
ctgtgtctca
ctgtgacact
atgaggacat
tctctetgac
cccagogcag
acccacccct
gtttcctecee
gtttteccgta
cagcttttac
agtacgccaa
ttaacttagce
aaggatttce
gctecctagyg
Tgctaaaatc

tacattcaag

ttgttgcect
agtgctgaga
gacccagctc
ccagaccchg
tasagattca
cagccocgaga
ccctgaaaaqg
agattctctg
agtcecgetgt
ctactactge
agtcactgtt
tgagggagco
ccagtttcat
ggccatcagc
Eggctitgge
tcoctgtecte
tcactgtgaa
gcecectgtgg
tgaaggacat
tgaagtggty
ggctgagttc
ctaatcaact
ctcataagte
caaatgaatt
tttttcttga
tacaagcaca
aatcttatgg
aaccaactce
agtatcattt

aaacgtgtgc
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gtttcttcca
geccagetect
tctectagaga
ggattagget
gggttctact
toctggatac
gctoctgaatt
cgecactttgt
gaaaggggag
acagctgaca
ccegtgtcote
aaggtgacac
catgaggatg
ttctetetgs
ccccagcgcea
accctcaget
gtccagagayg
agcagctcasa
tcagggaatf
agcqtttttg
tctetecacce
taatcccett
ctggctcage
tatttattgt
tgcacggage
gtcttataga
tagatttgga
tcaaacttct
tattgtatta

aaattgtatg

atacagtcaa
tccagcocceccat
ggtcagatgt
Fgagtctcte
ggtgtaagge
aggtgcagat
ttgagggaac
acaggtttta
catccatcag
atggcctigg
atccfgtcct
ttcactgtga
ctgccctgga
ctgcagagca
gtaaggcggt
ctgctgaggce
gttccccaca
caccctctgt
actactgcac
tcactggtaa
attcctttaa
cttggotteo
cagaccccta
attttctecct
gtgtcctact
Taaatattgg
gaaagctget
ggagttﬁtta
ttttaaazaa

tgracgattt

62

aatccaagtc
cagcgggaac
ceccgectoegg
cocgaattic
agcaacaatg
ccctgecatct
caaggtgaca
tcatgagggt
cttctcactg
cgecaageoce
caacctcage
agccocagaga

gegtaggtceyg

ttcagggaac

gagcctoctec
cctgactttt
aatcctatac
gggaagagtyg
agctgacaat
gtgctgggtt
aaatctgttt
tectcecaacta
aaacagctca
cattccttgt
tctctactga
tcaagacctt
ggtgaacaaa
tgatceocttg
actattgttyg

ggtgtectttt

caagagccat
ccagtgacce
ttecegettet
cagattactyg
cctcacageg
catcctgteco
cttecactgtyg
gtececectga
actacégaqa
agtaaggctg
tctoctgagy
ggttcactece
gccaactctg
tactactgca
atcactgtcc
gaaggageca
cagttttatc
tecottcaget
ggctttggte
cttgecagtc
gcactgtcca
actagctgyy
gtagattcce
atgttccaac
catttacata
aaattctcca
gggggaaatg
tttt;taacc
aagtatgaca

taggagctaa

660
720
780
840
900
560
1026
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400



gttgettictg
ttcagagaag
tagcataact
aaagtcagag
tatcttttta
tttetgttte
ctgcatccat
gtcctcag?c
tttazaaaaa
aataccaatt
agaaccaatt
aagttataat
aatggagacc
attgttggga
attgactttg
tctcagaaag
agaggaggcc
caaaaagaca
gaaaaaacac
taatgaggaa
gacctttgta
agaatctcac
ttgtgtagac
gagaattatg
gtaacaaaga
attattatta
ttaaaaaatt
tcaacagtta
gtagcctgta
tgttaggact

gatcagggaa

tttttacttg
ccaaatggta
tgttgagdtaa
ccaaatctac
tccatgtttt
ttgactgtca
cttggtctt;
aacatttgta
Lecatctageca
tgaagcagta
tgagaaaaca
atggaaatca
ctcagaaaat
agtaaagaaa
aggttaaaaa
aaaaacatca
agacttggac
ttgtcaaaaa
ctaatgacaa
accgcattat
aaaggtcaca
agatggggcco
aagattggaa
gtcacagaat
aaaatagtta
tttcagagta
agtaatagat
ctcatcatta
gagtcacata
gacaaaazaa

agaggaaaca
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aatctttgtt
tgatagaaaa
agaggttatt
taggaagett
actttettct
ceccttaatge
acaacatccce
atttagtgga
aagcccaaga
agaatagatt
atacagaatg
gacaatggat
tgaaccgaag
acttgaatat
tatatatatg
agttagtett
ctgcgaggga
tacagggatt
aatctagccc
gactggctct
cattgactcg
acagaatcaqg
accactgatt
agaaagtaac
gaggaaggag
aattgtgagt
ttcaaaatygt
atggcttata
ggagagaaca
aataataaaa

gaaactctca

tatagaaact
atcttgageco
tttaaastgt
ctagacttca
catattcage
cagtagaatyg
tgtgecctact
cagatgatat
ggaaaaaaaa
ggatatcttt
caaagtagaa
ttgtctgtat
agtaaaatga
gtagatcaga
tgcctatgat
agactttgca
agaataataa
caggaaactg
aacaagatgt
caaccctggac
tcaaagcecoee
tattttttga
tagatataga
tattatgaac
aggaagtaaa
tatttcacaa
ccattttgta
cttcactaaa
agtgsattct
ataaacctgt

tacgccatta
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gggggaaagt
tgatgtgtca
gaatottctg
ctecattctge
agcatcttaa
taagcttcat
cagtgtttgg
gacaagatga
cagagctatt
gaaaaccatt
agatacagaa
ccagttatgt
aactcaaaaa
acatatatgt
tatggggaaa
gtgcactcag
ccgaaaattt
agaatgcact
aaatgaatar
cgcatattag
tctcecagact
cacaacctca
aacaaaggct
actgaaaaty
ggaacaatca
ttcaaaaaga
aatcgtttct
attccatgga
ttgggtggceg
gcattgatat

ttacaagtgt

ttacttictt
gacatgcccc
agactactce
atcccattac
gcectetitat
gagaacagaa
cacacagtag
taagagggga
ttagaaatga
aattgaatga
ataaaggcaa
ggataattaa
tgtagtagaa
tgatgacgtt
aaagcagtcg
taccaaagag
tatatcaatt
aagccttctg
aaaggactca
actcgtcaaa
aattcaattc
agtgagaata
aatcaactgt
taaaaaaaat
ttttctcatg
atggactgtt
gaatactttg
aaaccaacta
caagcataga
gatcacaaat

aaattggttc

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
39860
4020
4080
4140
4200

4260
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aaccttticg tcttaattga cacattgtaa ttgtatatat ttatggaage acagtttgat 4320

attttgatat acatacatgg tatataacga tcaamattagg atatttaatg tacoccatcat 4380

ctcatgecatt tatcatttct ttggaataaa azacattcaaa agccaaaaaa aasaaaaaaa 4440
aazaaaaa - 41448
<210> 19

<211> 592

<212> PRT

<213> Homo Sapiens
<400> 19

Met Leu Leu Trp Val Ile Leu Leu Val Leu Ala Pro Val Ser Gly Gln
1 5 10 15

Phe 2la Arg Thr Pro &rg Pro Ile Ile Phe Leu Gln Pro Pro Trp Thr
20 25 30

Thr Val Phe Gln Gly Glu Arg Val Thr Leu Thr Cys Lys Gly Phe Arg
35 40 45

Phe Tyr Ser Pro Gln Lys Thr Lys Trp Tyr His Arg Tyr Leu Gly Lys
50 55 60

Giu Ile Leu Arg Glu Thr Pro Asp Asn Ile Leu Glu Val Gln Glu Ser
85 70 75 80

Gly Glu Tyr Arg Cys Gln Ala Gln Cly Ser Pro Leu Ser Ser Pro Val
85 80 85

His Leu Asp Phe Ser Ser Ala Ser Leu Ile Leu Gln Ala Pro Leu Ser
100 105 110

Vval Phe Glu Gly Asp Ser Val Val Leu Arg Cys Arg Ala Lys Ala Glu
115 120 125

Val Thr Leu Asn Asn Thr Ile Tyr Lys Asn Asp Asn Val Leu Ala Phe
130 . 135 140

Ieu Asn Lys Arg Thr Asp Phe His Ile Pro His Ala Cys Leu lys Asp
145 150 155 160
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Asn Gly Ala Tyr Arg Cysé Thr Gly Tyr Lys Glu Ser Cys Cys Pro Val
' 165 170 175

Val Gln Glu Pro Phe Thr Arg Pro
_ 190

185

Gln

=
-
]

Thr Val Lys

Ser Ser Asn
180

Val Leu Arg Ala Ser Ser Phe Gln Pro Ile Ser Gly Asn Pro Val Thr

195 200 205 '

Leu Thr Cys Glu Thr Gln Leu Ser Leu Glu Arg Ser AspVVal Pro Leu
215 220

210
Thr Ireu Gly Leu Gly Trp Ser
240

Arg Phe Arg Phe Phe Arg Asp Asp Gln

225 230 235

Leu Ser Pro Asn Phe Gln Ile Thr Ala Met Trp Ser Lys Asp Ser Gly
245 250 255

Ile Ser Asp
270

Phe Tyr Trp Cys Lys Ala ARla Thr Met Pro His Ser Val
260 265

Val Gln Ile Pro Ala Ser His Pro Val
285

280

275
Ala Leu Asn Phe Glu Gly Thr Lys Val
300

Ser Pro Arg Ser Trp Ile Gln

ILeu Thr Leu Ser Pro Glu Lys
295

290
Gln Glu Asp Ser Leu Arg Thr Leu Tyr Arg
320

Glu Thr
315

Thr Leu His Cys

305 310

Leu Arg His Lys Ser Val Arg Cys Glu
335

Gly Val Pro
330

Bis Glu
325

Phe Tyr
Arg Gly Ala Ser Ile Ser Phe Ser Leu Thr Thr Glu Asn Ser Gly Asn
340 345 350

Pro Ser Lys Ala

Gly Ala Lys
365

Cys Thr Ala Asp Asn

355

Tyr Tyr
360

Val Ser Leu Ser Val Thr Val Pro Val His Pro Val Lesu Asn Leu
375 380

370
Leu Ile Phe Glu Gly Ala Lys Val Thr Leu His
395 400

Ser Pro Glu Asp
390

65



Cys

Glu

Ala

Thr

Ser

465

Glu

Gln

Pro

Phe

Asn

545

Gly

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<900>

cggtgcagty tcctgactigbt aagatcaagt ccaaacctgt tttggaattq aggaaacttc

Glu

Asp

Ile

Ala

450

Ala

Arg

Leu

Ser

530

Gly

Lys

Thr

20

5323
ADN
Homo Sapiens

20

Ala

Ala

Ser

435

Asp

Thr

Gly

Leu

Phe

His

Gln

Ala

420

Phe

Asn

val

Thr

Ser

500

Ser

Thr

Gly

Trp

Ser"

580

Arg

405

Leu

Ser

Gly

Pro

Phe

485

Pro

Ser

Glu

Pro

Val

565

Phe

Glu

Leu

Val

470

Glu

Gln

Ser

Gly

Gln

550

Leu

Lys

Ser

Arg

Thr

Gly

455

Sexr

Gly

Ile

Thr

His

535

Arg

Ala

Asn

ES 2591102 7T3

Leu

Arg

Ala

440

Pro

Ala

Leu

Pro

520

Ser

Ser

Leu

Pro

Ser

425

Glu

Gln

Pro

Thr

Ser

Gly

Glu

Lys

Phe
585

Ile

410

Ala

His

Arg

Val

vVal

420

Gln

Val

Asn

Val

Pro
570

Ala I

Leu

Asn

Ser

Ser

Leu

475

Thr

Phe

Gly

Tvr

Val

555

Pro

66

Ser
Gly
Lys
460

Thr

Tyr

Arg

Tyr

540

Ser

Leu

Ser

Gln

Ala

Leu

His

His

Val

525

Cys

Leu

Ala

Ser

Phe

Val

Ser

Cys

Glu

510

Ser

Thr

Glu

Phe
5%0

His

415

Gly

Tyr

Ser

Ser

Glu

495

Asp

Phe

Ala

Val

Phe

575

Leu

His
Val
Cys
Leu
Aia
480
Val
Met
Ser
AsSp
Thr

560

Ser

60



tcttttoate
tcctggetece
ctcecatggac

tctactcacc

aaaccccaga

gctcceocetet
ctcecacttte
taacactgaa
ctgacttcca
-ataaggaaag
ttacacgtce
tgacctgtga
tcagagatga
ccatgtggag
tcatatctga
tractectcag
aaécccagga
ggcacaagtc
attcagggaa
tgagcctctc

acctgatttt

ccatcckgta
caggaggagt
cagctgacaa
ctgtgtctca
ctgtgacact
atgaggacat
tctetctgac
cccagocgeag

ccotcagggt

Lcagecocectty
tgtcagtgga
cacagtecttc
aéagaaaaca
caatatcectt
cagtagccct
tgtgtitgaa
taatactatt
tattcctcat
ttgttgeecct
agtgctgaga
gacccagctc
ccagacccty
taaagattca
cagcccgaga
ccctgaaaag
agattctetg
agtccgctgt
ctactactgc
agtcactgtt

tgagggagee

ccagttitcat
ggecdtcage
tggectttgge
tcetgtecte
tcactgtgaa
goceccctgtgg
tgaaggacét
tgaagtggtyg

tcccagggec
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gtggtccagg
cagtttgcasz
caaggagaga
aaatggtacc
gaggttcagg
gtgcacttygyg
ggagactctg
tacaagaatyg
gecatgtotea
gtttcttcca
gccagctcoet
tctcectagaga
ggattagygct
gggttctact
tecetggatac
gctctgaatt
cgecactttgt
gasaggggayg
acagctgaca
caogtgtete

aaggtgacac

catgaggaty
ttctctaetga
ccecagegea
accctcagct
gteocagagag
agcagctcaa
tcagggaatt
agcetitityg

caggeltagtayg

tectteatget
égacacccag
gagtgaccct
atcggtacct
aatctggaga
atttttectte
tggttctgaé
ataatgtect
aggacaatgg
atacagtcaa
tccagececat
ggtcagatgt
ggagtctete
ggtgtaaggc
aggtgcagat
ttgagggaac
acaggtttta
catccatcag
atggcotigy
atcctgtcect

ttcactgtga

ctgeceectgga
ctgcagagca
gtaaggcggt
ctgctgagge
gttccecaca
caccctctgt
actactgcac
tcactgttec

tgggggacct

67

gctgtgggty
geccocattatt
cactigcaag
tgggaaagaé
gtacagatgce
agcttegetyg
gtgécgggca
ggcattectt
tgcatatcge
aatccaagtc
cagcgggaac
cccgeteegg
cccgaattte
agcaacaaty
écctgcatct
caaggtgaca
tcatgagggt
cttetcactyg
cgccaagecce
caacctcagé

agococagaga

gcgtaggteg
ttcagggaac
gagcctoteco
cctgactttt
aatcctatac
gggaagagtyg
agctgacaat
agtgtctege

gotggagett

atattactgg
ttcctcecage
ggatitceget
atactaagag
caggcccagyg
atcctgcaag
aaggcggaag
aataaaagaa
tgtactggat
caagagcecat
ccagtgacce
ttcecgettet
cagattactg
cctcacagceg
catcectgtbec
cttcactgtg
gt;cccctga
actacagaga
agtaaggctyg
tcteetgagg

ggttcactec

gccaactctg
tactactgca
atcactgtecc
gaaggagcca
cagttttatc
tececttecaget
ggctttggtc
cccatoctea

cactgtgagyg

120

180

300

360

420

540

600

660

720

780

840

900

960

loz0

1080

1140

1200

1260

i3z2¢

15060

1560

1620

1680

1740

1800

1860



ccccgagagg
gcagctcage
ctggaaacta
cactcagtgt

aggctgtggt

tcectgtactyg:

gaggggectc
cagacaatgqg
tgtcetegece
tggagcttca
aggatgtcac
tgactgcaga
gcagtgagac
cecacaggagt
tctactgcectg
cttecagactc
aaccagtgta
tcatccaaga
gttecocectat
tcttggette
ctetgecacee
gecoccagace
tgcagggecc
taatccagtg
ggcttcaget
ttaccacaca
gotcoctaaac
geetggtggg
gacatgtgat

ctaaggtcgg

ctcocteccaca
cccocectoctgga
ctcatgtgag
tatagttcca
gggggacctyg
gttttatcat
cttcaaccte
tetggaggec
ggtcctecace
ctgtgaggcce
cctaggaaat
gcactctgga
agtgacactt
cgcceggggge
gctctcecgaga
ggactcccaa
cactaatgca
gaazaagaaa
catctactcet
ctcagctoect
caaagttccc
atatctactyg
tgctggactyg
gcaaggtgcet
gtggttgctg
aagggagagt
tccgacacag

cractgcag
gggtctceee

cacttgacac

ES 2591102 7T3

atcctgtact
ggagaagctt
gccaacaatg
gtatctcgte
ctggagette
gaagatgtca
tctoctgacta
cagcgcagtyg
ctcagggete
ctgagaggct
aggtegtocc
aactactcct
tatatcacag
ctgctcagea
aaagcaggga
gagcccacct
aatcctagag
catgcagtgg
gaagttaagg
cacagatgag
cttgggggag
gcotttgttt
tcacctgttt
cccactecag
ttctgagtac
ggacctitcag
agttcctget
tgtgctgcea
acgggggcetg

caaggoaact

ggttttatca
ctttcaacct
geetagtgge
ccatcctcac
actgtgaggc
Ccctggétaa
cagaacattc
agatggtgac
ccgggaccea
ctceccectgat
cctctggagg
gtgaggccga
ggctgacege
tagcaggcct
gaaagcctge
atcacaatgt
gagaaaatgt
cctetgacce
tggcgtcaac
tecacacgte
aagcagcatt
cacatgtcct

cccagttaaa

ggcccagcac

tgctctcatce

gagatgoogg

ttgggtoggat
satgggacag
catttcacac

tctctectge

68

tgaggatgtc
ctctotgact
cecagcacagt
cttcagggct
cctgagagge
gatctcagcece
tggaatctac
actgaaagtt
tgctacggty
cctgtacegg
agcgtoetta
caatggecte
gaacagaégt
tgctgeggyg
ctctgacecce
accagcecctgg
ggtttactca
caggcatctce
ccoggtiteo
tectcecaactyg
gaagtgggaa
cattectecagt
gcectgactg
atctecctgga
acaccceeac
gctggectaa
geattictea
cacacagcct
tecteccacet

tcatgtgtca

accctgggga
gcagaacatt
gacacaatat
cccagggeee
tccteoeeocaa
ccctctggag
tcctgtgagy
gcagttccegg
ggggaccige
ttttttecatg

aacctctctce

ggggcccadgc

ggccctttty
gcactgctge
gccaggagce
gaagagctgc
gaagtacgga
aggaacaagg
ggatccctgt
ctgtttcage
gatttaggcect
ctgaccagaa
gcaggttttt
tteccttagtg
agagggggtc
cagctcaggt
attgtcatca
gtgcacatgyg
gtctcaaact

gtgtctacct

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600

3660



gecccaagtaa
acccagcaag
gaggtgctca
tgtgggtaat
tggettecta
gaagggctte
atactgattc
atgctgatge
cagaggcoca
cggatecgtge
agaggttctt
tgccactatce
atataacctg
tgttcegett
cagtgatgac
tcactecace
cagggetgac
ctgtatgcag
agatatgcaa
ttaggcctag
aaatctgcte
ttctgagaag
gtaaggtacc
gtgggtggac

tcaagtaagg

aactgaaaaa
tgctattgga
ctacagtcac
<210>
<211>

<212>
<213>

21
977
PRT

<400> 21

gtggctttca
tcaaggccag
attactattt
caaactggca
agaaacaacg
ttcacacttt
agtgggtety
tgctggeect
tggagaggga
tgectecctgg
ctctgtgaca
tttgtttece
agccctctece
ttatgatatc
ttttaagecc
tgaaccatygyg
tetgetgece
cccagtgeag
ctaaaataga
ttgaaagtca
acagtctgtt
gtggaggcac
cccatcccecag
ccecatocagt

gggaactccect

tggctcttcet
tctecectggat

aagagctaat

Homo sapiens
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tacaccaagt
dgaggaccagg
gactgactga
taaaatccag
gaagagaagyg
tatgtgcettg
tgtagagecct
gggactgcac
atgtgtgget
ccagecetttg
tgttggettt
cacctcagyge
attcagagtt
catcacatct
cacggecectyg
cttttcatge
caaccttica
ccttgcagag
cgltggagcaa
agaaggacag
ctggaggtca
caggctcaaa
aatgataact
ctgttgaagg

gctttggget

tgggtcttga
ctececagettg

tcattctaat

ccoegaagitc
ggtgcagaca
ctgaatgaat
tgcactcecct
agcttggatg
tggatcacct
gagactgcca
tgcatgeatg
ctggotgece
gccacagcac
catcagccac
ctcacacttt
gttctcocecat
tatctitgate
aaataadatc
ttcéaagtgt
aggaggaaac
gacaaggetyg
gagaaatgca
cagcaagceat
catcaccaac
agaggaastt
gcacagtggce
cectgaatgta

gggacataag

gettgetgge
ctgactgcecag

aaaccaatct

69

ttccecatecet
gaacacatac
gaatgaatga
aggaaatcc

aagaaactgt
gaggatctgt
ttctaacatyg
tgaagcecta
agggcccaac
caccagectge
cctgyggaage
cecatgaaaa
ctectgageaa
tttgctccca
cttccaaggg
cagggccttyg
cagacacctg
gaggcatttg
ttccecacega
aggctcagga
asagctcacg
tagaatttet
agaacazact
acaaaaggygc

tttttotget

atatggactyg
atcttgagat

tte

aacagaagta
tggaacacag
ggaagaaaac
ggaggtatte
tcagcaagaa
gaaaatacag
ttoeccaggag
taggtctcag
tcggttcaca
tgttgctgag
ggaaagtagc
gggtgaatgt
tgggatgttic
gtggattgta
cattggaagc
cccagataga
agacaggage
tcatcactac
ggcogotttt
ttaaagaasa
ccctatgeag
cattgggaga
ccaccctaat
ttattcttece

ttcagacgca

azagaaacta

atgtecagect

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

42060

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

504¢

5100

5160

5220

5280

5323
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Met Leu Leu Trp Val Ile Leu Leu Val Leu Ala Pro Tyr Ser Gly Gln

Phe Ala Arg Thr Pro Arg Pro Ile Ile Phe Leu Gln Pro Pro Trp Thr
20 25 30

Thr Val Phe Gln ély Glu Arg Val Thr Leu Thr Cys Lys Gly Phe Arg
35 40 45

Phe Tyr Ser Pro Gln Lys Thr Lys Trp Tyr His Arg Tyr Leu Gly Lys
50 55 60

Glu TIle Leu Arg Glu Thr Pro Asp Asn Ile Leu Glu Val Gln Glu Ser
65 70 75 : 80

Gly Ser Tyr Arg Cys Giln Ala Gln Gly Ser Pro Leu Ser Ser Pro Val
a5 90 85

His Leu Bsp Phe Ser Ser Ala Ser Leu Ile Leu Gln Ala Pro Leu Ser
100 105 110

Val Phe Glu Gly Asp Ser Val Val Leu Arg Cys Arg Ala Lys Ala Glu
115 120 125

Val Thr Leu Asn Asn Thr Ile Tyr Lys Asn Asp Asn Val Leu Ala Phe
130 135 140

Leu Asn Lys Arg Thr Asp Phe His Ile Pro His Ala Cys Leu Lys Asp
145 150 155 160

asn Gly Ala Arg Cys Thr Gly Tyr Lys Glu Ser Cys Cys Pro Val

165 170 175

=]
n
5

Ser Ser Asn Thr Val Lys Ile Gln Val Gln Glu Pro Phe Thr Arg Pro
180 185 1906

val L.eu Arg Ala Ser Ser Phe Gln Pro Ile Ser Gly Asn Pro Val Thr
195 200 205

70
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Leu Thr Cys Glu Thr Gln Leu Ser Leu Glu Arg Ser Asp Val Pro Leu
210 215 220

Arg Phe Arg Phe Phe Arg Asp Asp Gln Thr Leu Gly Leu Gly Trp Ser
225 230 235 240

Leu Ser Pro Asn Phe Gln Ile Thr Ala Met Trp Ser Lys Asp Ser Gly
245 250 255

Phe Tyr Trp Cys Lys Ala Ala Thr Met Pro His Ser Val Ile Ser Asp
260 265 270

Ser Pro Arg Ser Trp Ile Gln Val Gln Ile Pro Ala Ser His Pro Val
275 280 ) 285

Leu Thr Leu Ser Pro Glu Lys Ala Leu Asn Phe Glu Gly Thr Lys Val

290 295 300

Thr Leu His Cys Glu Thr Gln Glu Asp Ser Leu Arg Thr Leu Tyr Arg
305 310 315 320

Phe Tyr His Glu Gly Val Pro Leu Arg His Lys Ser Val Arg Cys Glu
325 330 335

Arg Gly Ala Ser Ile Ser Phe Ser Leu Thr Thr Glu Asn Ser Gly BAsn
340 345 350

Tyr Tyr Cys Thr Ala Asp Asn Gly Leu Gly ARla Lys Pro Ser Lys Ala
355 360 365

Val Ser Leu Ser Val Thr Val Pro Val Ser His Pro Val Leu Asn Leu
370 375 380

Ser Ser Pro Glu Asp Leu Ile Phe Glu Gly Ala Lys Val Thr Leu His
385 390 395 400

Cys Glu Ala Gln Arg Gly Ser Leu Pro Ile Leu Tyr Gln Phe His His
405 410 415

Glu Asp ARla Ala Leu Glu Arg Arg Ser Ala Asn Ser Ala Gly Gly Val
420 425 430

2la Ile Ser Phe Ser Leu Thr Ala Glu His Ser Gly Asn Tyr Tyr Cys
435 440 445

71



ES 2591102 7T3

Thr Ala Asp Asn Gly Phe Gly Pro Gln Arg Ser Lys Ala Val Ser Lesu
450 455 460

Ser Ile Thr Val Pro Val Ser His Pro Val Leu Thr Leu Ser Ser Ala
465 470 475 ) 480

Glu Ala Leu Thr Phe Glu Gly Ala Thr Val Thr Leu His Cys Glu Val
485 490 485

Gln Arg Gly Ser Pro Gln Ile Leu Tyr Gln Phe Tyr His Glu Asp Met
500 505 510

Pro Leu Trp Ser Ser Sexr Thr Pro Ser Val Gly Arg Val Ser Phe Ser
515 520 525

Phe Ser Leu Thr Glu Gly His Ser Gly Asn Tyr Tyr Cys Thr Ala Asp
530 535 540

Asn Gly Phe Gly Pro Gln Arg Ser Glu Val Val Ser Leu Phe Val Thr
545 ‘ 550 555 560

Val Pro Val Ser Arg.Pro Ile Leu Thr Leu Arg Val Pro Arg Ala Gln
' 565 570 575

Ala Val Val Gly Asp Leu Leu Glu Leu His Cys Glu Ala Pro Arg Gly
580 585 590

Ser Pro Pro Ile Leu Tyr Trp Phe Tyr His Glu Asp Val Thr Leu Gly
595 600 605

Ser Ser Ser Ala Pro Ser Gly Gly Glu Ala Ser Phe Asn Leu Ser Leu
610 615 620

Thr Ala Glu His Ser Gly Asn Tyr Ser Cys Glu Ala Asn Asn Gly Leu
625 630 635 640

Val Bla Gln His Ser Asp Thr Ile Ser Leu Ser Val Tle Val Pro Val
' 645 650 655

Ser Arg Pro Ile Leu Thr Phe Arg Ala Pro Arg Ala Gln Ala Val Val
' 660 665 ] 7 670

Gly Asp Leu Leu Glu Leuw His Cys Glu Ala Leu Arg Gly Ser Ser Pro
675 680 685
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Ile

Ala

705

His

Val

Leu

Tyxr

785

Glu

Asp

Val

Ala

Gly

865

Pro

Prec

Thx

Leu
680

Pro

Ser

Ser

Thr

770

Arg

Ala

Val

Thr

Thr

850

Ala

Ala

Thr

Asn

Tyr

Ser

Gly

Glu

Thr

755

Glu

Phe

Leu

Thr

Leu

835

Gly

Leu

Ser

Ala
915

Trp

Gly

Ile

Met

740

Leu

Leu

Phe

Arg

Leu

820

Tyr

Val

Leu

Asp

His

900

Asn

Phe

Gly

Tyr
725

Val

Arg

His

His

Gly

805

Gly

Ile

Ala

Leu

Pro

885

Met

Pro

Tyxr

Gly

710

Ser

Thr

Ala

Cys

Glu

730

Ser

Asn

Thr

Gly

Tyr

870

Ala

Val

His
695

Cys

Leu

Pro

Giu

775

Asp

Pro

Asn

Gly

Gly

855

Cys

Arg

Gly

Glu

Serx

Glu

Lys

Gly

760

Ala

Leu

Gly

Leu

840

Leu

Trp

Ser

Ale

Glu
az20

ES 2591102 7T3

2sp

Phe

Ala

Val
745

Thr

Leu

Ile

Leu

825

Thr

Leu

Leu

Pro

Trp

905

Asn

Val

Asn

Asp
730

Ala

His

Arg

Leu

Leu

810

Gly

Ala

Ser

Ser

Ser

830

Glu

Val

Thr Leu
700

Leu Ser
715

Asn Gly

Val Pro

Alz Ala

Gly Ser

780

Gly Asn

785

Tyr Arg

Ala Gln

Asn Arg

Ile Ala
860

Arg Lys

875

Asp Ser

Glu Leu

Val Tyr

73

Gly

Leu

Val

Val

765

Pro

Glu

Phe

Arg

Ser

845

Gly

Ala

Asp

Ser
925

Lys

Thr

Glu

Ser
750
Leu
Leu
Phe
Ser
830
Leu
Gly
Ser
Pro

910

Glu

Thr

Ala
735

Arg

Asp

Ile

His

His

815

Glu

Pro

Ala

Arg

Gln

885

Val

Val

Ser

Glu

720

Gln

Pro

Leu

Leu

Cys

800

Glu

Thr

Phe

Ala

Lys

880

Glu

3
=
Ia}

Arg



10

Ile Ile Gln Glu Lys
g30

Lys
935

ES 2591102 7T3

His Ala Val

Alz Ser Asp Pro Arg His

940

Leu Arg Asn Llys Gly Ser Pro Ile Ile Tyr Ser Glu

945

Ser Thr Pro Val Ser
865

Arg

<210> 22

<211> 88

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 22

Met Leu Leu Trp Ala

Ser Gly Ser Cys Ser
20

Val Leu Asp Leu Pro
35

Asn Leu Trp Pro Thr
50

Leu Phe Tyr Ser Thr
65

Gly Asn Arg Glu Gly
85

<210> 23

<211> 837

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 23

950

Gly

Ser

Val

Gln

Thr

Ala

70

Pro

Leu

Ala

Glu

Ile

55

Leu

Gln

955

Leu Phe Leu Als

Leu

Asp

Thr

40

Thr

Thr

Tyr

Ala

Trp

25

Leu

Phe

Val

870

Phe

10

Gln

Glu

Leu

Thr

Ala

Met

Glu

Thr

Ser
75

74

Ser

Pro

Pro

Glu

Leu

60

Val

val

Pro

Thr

45

Phe

Arg

Lys Val Ala

980

Ala Pro His

Cys

Pro

30

Pro

Leu

Gly F

875

Gly

13

Tyr

Gly

Lenu

Gln

Val

Ala

Ser

Ser
g0



10

15

20

ctcaatcage
aagtgectget
cotggageag
acaatctgge
cttgccygcag
cacctteccte
cgtecggggc
acaggtggga
gctaagadga
tcacagacac

taacgaggat

tttatgcaga
ttggcaatct
gcttccatgce
tettgectetg
gagaccctgg
accctettee
ccatctggea
geecaggagy
gagcaccacc
tgaggacacyg

tcocgtecagy

aaggatgctg ctctteagge

cetettggag aagccageta

cccttactea catgoctteco

<210> 24

<211> 90

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 24

tceccactgac gecatgcagga

cgtgggcaca ggtgcacact

<210> 25

<211> 89

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 25

e

ggcctgacag caactittct

gtgggcacag gtgcacactc
<210> 26

<211> 89

<212> ADN

<213> Homo Sapiens.

<400> 26

ggcctgacag caacttttct

acaacctgte ttaagtaact
<210> 27

211> 77

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

ES 2591102 7T3

gaagaagctt
gggctgacct
tgctgtggge
ttgecagattyg
aggaggagac
tgctgagect
acagggaggy
gggatgagec
tgctceccact
cgraggcocca

ctceccatgag

tgtgacceet

tgcttgeccag

aggtgcaata

aggggeacct

cacactcaca

actgagcteca ctgctggtge
ggcettgtetce cteagaacte
gtectitgetg gectttgote

gecagatgcog ecteecotatyg

ccecggogec
gttctatage
ccocccagtac
cacagtggat
gtggggggac
gggtcagyac
caggecaggg
ctgtectttgce
gactcagccc

aagtggceccce

cceottaace

gacctgtgge
acagcactga
tgagcgggag
gaggtgggetr
gtgctctect
tgagecttecee

ctgagacaga

tggtgtagge

cttctccaac
cagtctgtgg
tggtgctgga
ccaccaccat

cecgtgaccag

ccggcaagge

gcagtgettyg
ggggggecct
tocagtgeag

gggegtigyce

agggaggaag tgtggaggaa

tttcagacgt caccgacccg

aaggaaaaaa aaaaaaa

acactgctcect gtacggggea

tctactagtt catcttaaca cactgctctg tacggggcac

acactcaca

tctactagtt catcttaact ttatcectggt aactggegag

gaagggaaa

75

300
360
420
480
540
600
660
720
780

837

60

80

60

g9

60

89
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<400> 27

tcccactgac gcaggaagga tottaagttt atcctggtaa ctggegagac aacctgteott 60

aagtaactga agggaaa 77

<210> 28

<211> 200

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 28

Met Ala Met Glu Thr Gin Met Ser Gln Asn Val Cys Pro Arg Asn Leu

ot
D
o

Trp Leu Leu Gln Pro Leu Thr Val Leu Leu Leu Ala Ser aAla Asp
20 25 30 '

Ser Gln Ala Ala 2la Pro Pro Lys Ala Val Leu Lys Leu Glu Pro Pro
35 40 45

Trp Ile Asn Val Leu Gln Glu Asp Ser Val Thr Leu Thr Cye Cys Gly
50 :5 60

Ala Arg Ser Pro Glu Ser Pro Ser Ile Gln Trp Phe His His ZAsn Gly
65 70 75 BO

Asn Leun Ile Pro Ile His Thr Gln Ser Ser Tyr Arg Phe Lys Ala Asn
' 85 a0 95 ’

AsnIAanAsp Ser Gly Glu Tyr Thr Cys Gln Thr Gly Gln Thr Ser Leu
100 105 110

Ser Asp Pro Val His Leu Thr Val Leu Ser Glu Trp Leu Leu Leu Gln
115 120 125

Thr Pro His Leu Glu Phe Gln Glu Gly Glu Thr Ile Asn Leu Arg Cys
130 135 140

His Ser Trp Lys Asp Lys Pro Leu Val Lys Val Thr Glu Glu Gln Asn
145 150 155 160

Gly Lys Ser Gln Lys Phe Ser Arg Leu Asp Pro Thr Phe Ser Ile Pro
le5 170 175

Gln Ala Asn His Ser His Ser Gly Asp Tyr His Cys Thr Gly Asn Cys
180 185 190

Gly Tyr Thr leu Phe Ser Ser Lys
195 200

<210> 29
<211> 184
<212> PRT
76



<213>
<400> 29

Met Trp
1

Gly Met

Gln Trp

Gly Ala

Ser Leu
65

Val Asp

Ser Asp

Ala Pro

His Ser
130

Gly Lys
145

Gln Ala

Gly Ser

<210> 30
<211> 18

Gln

Tyr
35

Ile

Asp

Pro

Arg

115

Gly

Thr

Lys

8

<212> PRT

<213>
<400> 30

Homo Sapiens

Leu

Thr
20

Arg

Sexr

Ser

Ser

Val

100

Trp

Lys

Arg

Leu

Asn

ig8o-

Leu

Glu

Glu

Gly
8s

Gln

Val

Asn

Lys

Lys

165

Val

Homo Sapiens

Leu

Gln
70

Glun

Leu

Phe

Thr

Tyr

150

Asp

Ser

Glu

Leu
55

Ala

Tyr

Glu

Lys

Ala

135

Phe

Ser

Ser

ES 2591102 7T3

Thr

Pro

Lys
40

Asn

Ser

Arg

Val

Glu

120

Leu

His

Gly

Gilu

Ala

Lys
25

Ser

Cys

His

105

Glu

His

His

Ser

Leu
10

Bla

Ser

Thr

Tyxr

Gln
aQ

Asp

Lys

Asn

Tyr
17¢

Leu

Val

Val

Gln

Thr

Gly

Pro

Val

Ser

155

Phe

77

Leu

val

Thr

Trp
60

Asn

Trp

Ile

Thr

1490

Asp

Cys’

Leu

Phe

Leu
45

Phe

Asp

Leu

Leu

His

125

Tyr

Phe

Arg

Val

Leu

30

Lys

His

Ala

Ser

Leu

110

Leu

Leu

Tyr

Gly

ser
15

Glu

Cys

Asn

Ala

Thr
g5

Leu

Arg

Gln

Ile

Leu
175

Ala

Cys

Glu

Thr

80

Leu

Gln

Cys

Asn

Pro

160

Phe



Met

Phe

Ser

Leu

Phe

65

Val

Gln

Leu

Phe

Tyr

145

Ile

Thr

Ala Pro Ala Met Glu
5

Phe Ala Asp Asp Gly

35

20

Leu Asn Pro Pro Trp

Thr Cys Bsn Gly Asn

50

His Asn

Asn Ala

Val Asn

Leu Leu
115

Leu Arg

130

Tyr Lys

Ser Ile

Gly Lys

<210> 31
<211> 378
<212> PRT

<213>

<400> 31

Gly

Lys

Glu

106

Gln

Cys

Asp

Thr

Val
180

Ser Leu
70

Phe Glu
85

Ser Giu

Ala Ber

His Gly

Gly Glu

150

Asn Ala
165

Trp Gln

Homo Sapiens

Ser

Val

Asn

Asn
55

Ser

Asp

Pro

Ala

Trp

135

Ala

Thr

Leu

Met Trp Phe Leu Thr Thr Leu

1

val

Ph

8

5

Asp Thr Thr Lys Ala Val

20

Val GIn Glu Glu Thr Val

35

ES 2591102 7T3

Pro

Leu

ATg

Phe

Glu

Ser

Val

Glu

120

Arg

Leu

Val

Asp

Leu

Thr
40

Thr

Ala
25

b=t

Iie

Phe

Ser

Gly

Tyr

105

Val

Asn

Lys

Glu

Tyr
185

Leu

Ser
25

Leu
10

Val

g
jm
4]

Glu

Thr

Glu
S0

Leu

Val

Trp

Tyr

Asp

176

Glu

Trp
10

Len

His

Leu Cys

Pro Gln

Lys Gly

Val Ser
60

Asn Ser
75

Tyvr Lys

Glu Val

Met Glu

Pro Val

140

Trp Tyr
155

Ser Gly

Ser Glu

Val Pro

Gln Pro

Cys Glu

78

Val Ala

Lys Pro

Leu Leu
15

Lys Val

Glu Asn Val Thr

45

Ser Thr

Ser Leu

Cys Gln

Phe Ser
110

Gly Gin
125

Tyr Lys

Glu Asn

Thr Tyr

Val Asp

ra Trp
30

Val Leu
45

Lys Trp

Asn Ile

His Gln
95

Asp Trp

Prc Leu

val Ile

His Asn

1le0

Tyr Cys
i75

Gly Gln
15

Val Ser

His Leu



Val

Asp

Lys
145

Thr

Ser

Leu

225

Gly

Leu

Thr

Gly

Ser

Glu

Leu

Phe

Lys

130

Phe

Ser

Thr

Val

Pro

210

Leu

Glu

Ser

Thr

Tyxr

Glu

Thr

115

Leu

Phe

His

Ser

Lys

195

Leu

Leu

Leu

aAla

Asp
275

Ser

Pro

Arg

Thr

100

Glu

Val

His

Asn

Ala

180

Glu

Leu

Gln

Thr

Arg

260

Gly

Ser

Ser

Cys
85

His

Gly

Tyr

Trp

Gly

165

Gly

Leu

Glu

Arg

Leu

245

Arg

Asn

Thr

Tyr

70

Gln

Arg

Glua

Asn

Asn

i50

Thr

Lys

Phe

Gly

Pro

230

Arg

Glu

Valil

Gln
55

Arg

Arg

Gly

Pro

Val

135

Ser

Tyr

His

Pro

Asn

215

Gly

Asp

Leu

ES 2591102 7T3

Trp

Ile

Gly

Trpe

Leu

20

Leun

Asn

His

Arg

Ala

200

Leu

Arg

Lys
280

Phe

Thr

Leu

Leu

105

Ala

Tyr

Leu

Cys

Tyr

185

Pro

Val

Gln

Asn

Gly

265

Arg

Ser

Ser
30

Len
Leu
Tyr
Ile
Ser
170
Thr
Val
Thx
Leu
Thr
250

Leu

Ser

Leu

Arg

Arg

Ile

155

Gly

Ser

Leu

Leu

Tyr

235

Ser

Tyr

Pro

79

Gln

Cys

Asn

140

Leu

Asn

Ala

Asn

Ser

220

Phe

Ser

Trp

Glu

Thr

Ser

Tyr
His
125

Gly

Lys

Gly
Ala
205
Cys
Ser
Glu
Cys

Leu
285

1 Asn

Asp

Ser
110

Ala

Lys

Ile

Lys

Lle

180

Ser

Glu

Phe

Tyr

Glu

270

Glu

Thr

AsSp

Pro
as

Ser

Trp

Ala

Asn

His

175

Ser

Val

Thr

Tyr

Gln

255

Ala

Leu

Gln

Sexr

80

Thr

Arg

Lys

Phe

Tle

160

Arg

Val

Thr

Lys

Met

2490

Ile

Ala

Gln



Gly
305

Leu

290

Tyr I

Vval Val

Glu Ile

Gln Glu

Gly Glu
370

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

1

Ser

Thr

Phe

Gliu
65

32

Gly I

Ser

Asp
355

Gln

376
PRT
Homo Sapiens

32

Leu

Ala

Phe

Tyr

50

Lys

Leu

Ala

Leu
340

Arg

Leu

Gln

Val

Arg
325

Asp

His

Gln

Leu Trp Ala

Ala

Ala

Leu

Tyr

Ala

20

Lys

Thr

Thr

Arg

5

His

Gly

Glu

Leu

85

310

Lys

Ser

Glu

Glu

Ser

Lys

Glu

Lys

Thr

70

Gln

Pro
285

Ile

Glu

Gly

Glu

Gly
375

Leu

Pro

Arg

Thr

55

Ala

ES 2591102 7T3

Thr

Met

Leu

His

Glu

360

Val

Leu

Val

Val

40

Thr

Gly

Arg

Pro

Phe

Lys

Glu
345

Glu

His

Ala

Ile

25

Thr

Trp

Asn

Gly

Val

Leu Val Asn Thr

Arg
330

Lys

Leu

Arg

Phe

10

Ser

Leu

Tvyr

Thr

Ser
80

315

Lys

Lys Lys

Lys Val Thr

Lys Cys Gln

Ala

Val

Thr

His

Leu

75

Pro

80

365

Pro Val

His Pro

Cys Asn
45

Arg His
g0

Glu val

Arg Ser

His

Val

Trp

Ser
350

Glu

Cys
Pro
30

Gly

Ty

Asn

Val

Leu

Asp
335

Ser

Gln

Gly

15

Trp

Phe

Trp

Ala

Pro

Leu

Trp

320

Leu

Leu

Lys

Gln

Thr

Giln

Gly

Ser

80

Val



Ar

Val

Glu

Ile

145

ASH

Phe

Ile

Asp

Gln

225

Arg

)]
Fem
=}

Ala

Ile

Ser

Leu

Phe

Tyvs
130

Ser

Asn

Arg

Ile

Sex

210

Leu

Asp

Glu

His
2490

Val

Glu
il5

Leu

Asn

Gly

Lys

185

Gln

Pro

Gly

Pro

Thx

275

vVal

Ala

Phe
100

Gly

Thr

Lys

Asn

Asn

180

Ile

Fro

Pro

Glu

Thr

260

Val

Gln

Gly

Glu

Asp

Ala

Ser

Tyr

165

Gly

Gln

Thr

Glu

Val

245

Val

Arg

Arg

Gln

Gly
325

Ser

Thx

Val

Trp

150

Arg

Asp

Glu

Glu

Arg

230

Ile

Gly

Ile

Ala

310

Thxr

Asp

Leu

Lvs
135

Asp

Cys

Glu

Leu

Gly

215

Ser

Leu

Arg

Asn

Pro

285

Val

Gly

ES 2591102 7T3

Val
120

Tyr

Leu

Ile

Phe

200

Asn

Asp

Ser

Glu

Ile

280

Val

Gin

Asp

Leu
105

Leu

Leu

Gly

Asp

185

Pro

Ser

Thr

Asp

Asn

265

His

Ser

Gln

Thr

Aryg

Ile

Tyr

170

Val

His

Val

Pro

Trp

250

Ser

Lys

Gly

Glu

Thr
330

Leu

Cys

Zsn

Pro

155

Gly

Phe

Pro

Asn

Leun

235

Ser

Gly

His

Val 1

81

Gln

His

Gly
140

Gln

Val

hrg

Glu

Leu

220

His

Thr

Ser

Sexr

Leu

Ser

Ala

Arg

125

Asn

Ala

Glu

Ser

Leu

205

Ser

Phe

Tyr

Pro

285

Leu

Val

Trp

Arg

¥le

Ser
hsn
Asn
190
Lys
Cvys
Asn
Pro
Trp
270
Ser
Glu

Leu

His

Tyr

Arg

Leu

Ser

Asp

175

kPhe

Ala

Glu

Phe

Glu

255

Cys=

Leu

Thr

vVal

Arg
335

Ser

Asn

160

Val

Lys

Thr

Thr

Phe

240

Leu

Gly

Gln

Gin

Cys

320

Glu



Asp Met Gln Glu Ser Leu

Glu Leu

Cys Thr
370

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

33

Glu
355

Ala

373
PRT

Homo Sapiens

33

Met Leu Leu

1

Phe

Thr

Phe

Glu

65

Cly

HEis

Val

Val

Ala

Val

Tyr

50

Ile

Glu

Leu

Phe

Thx
130

Arg

Phe

35

Ser

Lau

Tyr

Asp

Glu
115

340

Leu Pro ARla

Asp Asn Ser

Trp

Thr

20

Gln

Pro

Arg

Arg

Phe

100

Gly

Asn

Val

Ile

Pro Arg

Gly

Glu

Gln Arg

Glu

Cys

85

Sexr

Bsp

Asn

Thr

70

Gln

Ser

Ser

"Thr

ES 2591102 7T3

Gly Arg Lys Thr Gin Arg Ser

345

Tle Arg Gln Ser His Ala Gly

360

Tyr Gly
375

L.eu Leu

Pro Ile

Arg Val
40

Thr Arg
55

Pro Asp

Ala Gln

Ala Ser

Val Val

120

Ile Tyr
135

Val

Ile

25

Thr

Trp

Asn

Gly

Leu

105

Leu

Lys

Leu

10

Phe

Leu

Tvyr

Ile

Ser

90

Ile

Arg

Asn

Ala

Leu

Thr

His

Leu

75

Pro

Cys

82

Pro

Gln

Cys

Arg

60

Glu

Leu

Gln

Arg

- Asn

140

365

Val

Pro

Lys

45

Tyr

Val

Ser

Ala

aAla
125

Leu Arg Ala

350

Gly Tyr Tyx

Ser

Pro

30

Gly

Gln

Ser

Pro

110

Lys

Leu

Gly

15

Trp

Phe

Gly

Glu

Pro

95

Leu

Ala

"Ala

Gln

Thr

Arg

Lys

Ser

80

Ser

Glu

Phe



ES 2591102 7T3

Asn Lys Arg Thr Asp Phe His Ile Pro His Ala Cys Leu Lys Asp
150 155 160

=
Y
(G2

Asn Gly Ala Tyxr Arg Cys Thr Gly Tyr Lys Glu Ser Cys Cys Pro Val
165 170 ) 175

Ser Ser Asn Lys Glu Ser Cys Cys Pro Val Ser Ser Rsn Thr Val Lys
180 185 180

Ile Gln Val Gln Glu Pro Phe Thr Arg Pro Val Leu Arg Ala Ser Ser
195 200 205

Phe Gln Pro Thr Ser Gly &sn Pro Val Thr Leu Thr Cys Glu Thr Gln
210 215 220

Leu Ser Leu Glu Arg Ser Asp Val Pro L.eu Arg Phe Arg Phe Phe Arg
225 230 235 240

Asp Asp Gln Thr Leu Gly Leu Gly Trp Ser Leu Ser Pro Asn Phe Gln
245 250 255

Ile Thr Ala Met Trp Ser Lys Asp Ser Gly Phe Tyr Trp Cys Lys Ala
260 265 270

Ala Thr Met Pro His Ser Val Ile Ser Asp Ser Pro Arg Ser Trp Ile
275 280 285

Gln Val Gln Ile Pro Ala Ser His Pro Val Leu Thit Leu Ser Pro Glu
290 2585 300

Lys Ala Leu Asn Phe Glu Gly Thr Lys Val Thr Leu His Cys Glu Thr
305 310 315 320

Gln Glu Bsp Ser Leu Arg Thr Leu Tyr Arg Phe Tyr His Glu Gly Val
325 330 335

Pro Leu Arg His Lys Ser Val Arg Cys Glu Arg Gly Ala Ser Ile Ser
340 345 350

Phe Ser Leu Thr Thr Glu Asn Ser Gly Asn Tyr Tyr Cys Thr Ala Asp
3558 360 365

Bsn Gly Leu Gly Ala
370

<210> 34

<211> 26

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

83



10

15

20

25

30

35

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<900>

CARACTERISTICA_NUEVA
(2)..(8)

Xaa = Cualquier aminoacido

CARACTERISTICA NUEVA
(26)..(26)
Xaa=lolL

CARACTERISTICA NUEVA
(15)..(15)
Xaa=lolL

CARACTERISTICA_NUEVA

(9)-.(9)
Xaa=DoE

CARACTERISTICA_NUEVA

(1)..(1)
Xaa=DokE

CARACTERISTICA_NUEVA
(10)..(11)
Xaa = Cualquier aminoacido

CARACTERISTICA_NUEVA
(13)..(14)
Xaa = Cualquier aminoacido

CARACTERISTICA_NUEVA
(16)..(22)
Xaa = Cualquier aminoacido

CARACTERISTICA_NUEVA
(24)..(25)
Xaa = Cualquier aminoacido

34

ES 2591102 7T3

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Zaa Zaa Xaa Xaa Tyr ¥Xaa Has Xaa Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xae Tyr Xaa Xaa Xaa
20 25

<210> 35

<211> 63

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 35

84
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Glu Ser Ser His Ser Ile Cys Pro Ala Gln Val Glu Lsu Gln Ser Leu
1 5 10 15

Tyr Val Asp Val His Pro Lys Lys Gly Asp Leu Val Tyr Ser Glu Ile
20 25 30

GIn Thr Thr Thr Leu Gly Glu Glu Glu Glu Glu Ala Asn Thr Ser Arg
35 40 45

Thr Leu Leu Glu Asp Lys Asp Val Ser Val Val Tyr Ser Glu Val
50 55 60

<210> 36

<211> 39

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 36

Asp Asn lys Glu Pro Leu Asn Ser Asp Val Gln Tyr Thr Glu Val Glin
1 5 10 . 15

Val Ser Ser Ala Glu Trp Ser His Lys Asp Leu Gly Lys Lys Asp Thr
20 25 30

Glu Thr Val Tyr Ser Glu Val
35

<210> 37

<211> 68

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<220>

<221> CARACTERISTICA NUEVA
<222> (38)..(61)

<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<900> 37

Asp Ser Asp Ser Gln Glu Pro Thr Tyr His Asn Val Pro Ala Trp Glu
1 5 . 10 15

Glu Leu Gln Pro Val Tyr Thr Asn Ala Asn Pro Arg Gly Glu Asn Val
20 25 30

Val Tyr Ser Glu Val ¥Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaz Xaa Xaa
35 40 45

Xaa Xaa Xae Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ile Ile Tyr
50 55 60

Sexr Glu Val Lys
65

<210> 38
<211> 65
85



10

15

20

25

30

35

<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<900>

ES 2591102 7T3

PRT
Homo Sapiens

CARACTERISTICA_NUEVA
(38)..(58)
Xaa = Cualquier aminoacido

38

Ala Ser Asp Gln Arg Asp Leu Thr Glu His Lys Pro Ser
1 5 10
His Thr Gln Asp His Ser Asn Asp Pro Pro Asn Lys Met
20 25
Thr Tyr Ser Thr Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40 a5
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ile Ile Tyr
50 55 60
Lys
65
<210> 39
<211> 6
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Motivo de Inhibicién basado en Tirosina del Inmunorreceptor
<220>
<221> CARACTERISTICA NUEVA
<222> (1)..(1)
<223> Xaa=S,V,Lol
<220> .
<221> CARACTERISTICA_NUEVA
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = cualquier aminoacido
<220> .
<221> CARACTERISTICA_NUEVA
<222> (4)..(5)
<223> Xaa = cualquier aminoacido
<220> .
<221> CARACTERISTICA_NUEVA
<222> (6)..(6)
<223> Xaa=LoV
<400> 39
Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa
1 3
<210> 40
<211> 5321
<212> ADN
<213> HOMO SAPIENS
<400> 40

86

Val

Asn
30

r Ser

Ser

15

Glu

Xaa

Glu

Asn

Val

raa



gtgcagtgtc

ttttgatctc

ctggctectg

ccatggacca
tactcaccac
accocagaca
tccectctca
ccactttctg
acactgaata
gacttccata
aaggaaagtt
acacgtoccag
acctgtgaga
agagatgacc
atgtggagta
atatctgaca
actctcagec
acccaggaag
cacaagtcag
tcagggaact
agcctetcag
ctgatttttg
atcctgtacc

ggaggagltgyg

ctgactgtaa
agceettggt

tcagtggaca

cagtcttcca

agaaaacaaa
atatcecttga
gtagccectgt
tgtttgaagy
atactattta
ttceteatge
gttgccotgt
tgctgagage
cccagctétc
agaccctggyg
aagattcagg
goocgagatc
ctgaaaaggc
attctctgeg
tcocgetgtga
actactgcac
tcactgttce
agggagecaa
agtttcatca

ccatcagett

ES 2591102 7T3

gatcaagtcc
ggtccaggtce
gtttgecaagg
aggagagaga
atggtaccat
ggttcaggaa
gcacttggat
agactctgtg
caagaatgat
atgtctcaag
trtettcoeaat
cagctecttce
tctagagagg
attaggctagg
gttctactygg
ctggatacag
tctgaatttt
cactttgtac
aaggggagca
agctgacaat
cgtgtctcat
ggtgacactt
tgaggatgct

ctctctgact

aaacctgttt
ttcatgetge
acacccaggc
gtgaccctca
cggtaccttyg
tctggagagt
ttttcotteag
gttctgaggt
aatgtcctgg
gacaatggtyg
acagtcaaaa
cagcccatca
tcagatgtcc
agtctctece
tgtaaggcag
gtgcagatca
gagggaacca
aggttttatc
tecateaget
ggccttggcy
cctgtectea
cactgtgaag
geccctggage

gcagagcatt

87

tggaattgayg
tgtgggtgat
ccattatttt
cttgcaaggy
ggaaagaaat
acagatgcca
cttcgetgat
gccgggcaaa
cattccttaa
catatcgetg
tccaagteca
gegggaaccc
cgctecoggtt
cgaatttcca
caacaatgcce
ctgcatctca
aggtgacact
atgagggtgt
tctcactgac
ccaagoccag
acctcaqcté
ccoagagagyg
gtaggtcgge

cagggaacta

gaaacttctc
attactggtc
cétccagcct
atttcygcette
actaagagaa
ggcccaggge
Cctgcaagct
ggcygaagta
taaaagaact
tactggatat
agageccattt
agtgaccctyg
ccagcttette
gattactgcee
tcacagegte
tcetgteocte
tcactgtgas
ccocctgasy
tacagagaat
taaggctoty
tecetgaggac
ttcacteccee
caactctgeca

ctactgcaca

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



gcetgacaatg
gtgtctcatc
gtgacacttc
gaggacatgc
tctotgactg
cagcgcagtg
ctcagggttc
ccgagagget
agectcageec
ggaaactact
ctcagtgtta
gctgtygtgyg
ctgtactggt
ggggcecctect
gacaatggtc
tctegecegyg

gagcttcact

gatgtcacce

actgcagage
agtgagacag
acaggagtcg
tactgctgge
tcagactcgg
ccagtgtaca
atccaagaga
tcceoctatcea
ttggettect
ctgcacccca

cccagaccat

cagggeccty

goetttgacceo
ctgtectcac
actgtgaagt
ccctgtggag
aaggacattc
aagtggtgag
ccagggooca
cteoocecaat
cctetggagyg
catgtgaggce
tagtitccagt
gggacctgct
tttatcatga
tcaacctecte
tggaggocca
tcctcaccet
gtgaggceeet
taggaaatag
actctggaaa
tgacacttta
cegggggect
tctcgagaaa
actcccaaga
ctaatgcaaa
zaaagaaacsa
tctacteotga
cagoctcactea
aagttcceet
atctactggce

ctggactgtc

ES 2591102 7T3

ccagcgcagt aaggcggtoa geoctctceat

cctecagetct gectgaggece tgacttitga

ccagagaggt
cagctcaacs
agggaattac
cctttitgte
ggctgtagtyg
cctgtactygy
agaagcttet
caacaatggc
atctegteee
ggagcttcac
agatgtcace
tctgactaca
gcgceagtgag
cagggctcee
gagaggctoet
gtcgteceee
ctactcctgt
tatcacaggg
gctcagcata
agcagggaga
goocacctat
tcotagagga
tgcagtggcce
agttaaggtg
cagatgagtc
tgggggagasa
ctttgttteca

acctgtttcc

tccccacaaza
ceccteoctgigg
tactgcacag
actgttecag
ggggacctge
tfttatcatg
ttcaacctet
ctagtggccc
atcctcacct
tgtgaggccce
ctgggtaaga
gaacattctg
atggtgacac
gggaccecatg
cececctgatee
tctggaggag
gaggcocgaca
ctgaccgega
gcagaogccttyg
aagcetgccoct
cacaatgtac
gaaaatgtgg
tctgacccecca
gcgtcaacce
cacacgtcte
gcagcattga
catgtcctca

cagttaaagc

88

tcctataccea
gaagagtgtc
ctgacaatgg
tgtctegcee
tggagettca
aggatgtcac
ctctgactge
agcacagtga
tcagggotee
tgagaggctc
tctcageeece
gaatctactc
tgaaagttge
ctgcggtggg
tgtaccggtt
cgtccttaaa
atggectcgyg
acagaagﬁgg
ctgocggggge
ctgacccoege
cagcctggga
tttactcaga
ggcatctcag
cggitttocgg
tccaactgcet
agtgggaaga
ttctecagtct

cctgactgge

cactgtccct
aggagccact
gttttatcat
cttecagettic
ctttggtece
catceteace
ctgtgaggcec
cetyggggage
agaacattot
cacaatatca
cagggcoccag
ctccccaatc
ctctggagga
ctgtgaggea
agbtceggtyg
ggaccfgctg
ttttcatgag
cctctetotg
ggcceagoege
cecchttttgeco
actgctgcte
caggagcecct
agagctgcaa
agtacggatc
gaacaagggt
atccetgtte
gtttcagcct
tttaggctge
géccagaatg

aggttttita

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

25940

3000

3060

3120

3180

3240



atcecagtgge
cttcageotgt
accacacaasa
tcctaaactc
ctggtgggge
catgtgatgg
aaggtcggcea

ccaagtaagt

ccagceaagtc

ggtgctcaat
tgggtaatca
gcttcctaag
agggehtett
actgattcag
gctgatgetyg
gaggcccaty
gatcgtgotyg
agcttettet
ccactatctt
ataacctgag
tteegetttt
gtgatgactt
actccacctyg
gggctgactc
gtatgcagce
atatgcaact
aggecctagrt
atctgctcac
ctgagaaggt
aaggtaccce

gggtggacee

zaggtgctce
ggttgctgt;
gggagagtgg
cgacacagag
tactgcagtg
gtctceccac
cttgacacca
ggctttcata
aaggecagga
tactatttoa
aactggcata
aaacaacgga
cacacittta
tgggtctgtg
ctggeceoctygyg
gagagggaat
cteoecctyggec
ctgtgacatg
tgtttceccca
ccotctecat
atgatatcca
ttaagccccea
aaccatggct
tgctgcecca
cagtgcagee
aaaatagacg
gaaagtcaag
agtctgttct
ggaggcacca
catcccagaa

catccagtet

ES 2591102 7T3

cactecaggyg
ctgagtactg
gcectteagga
ttcoctgettt
tgetgecaaa
gggggctgca
aggtaacttc
caccaagtec
ggaccagggyg
ctgactgact
aaatccagtyg
agagaaggag
tgtgctigtyg
tagagcctga
gactgecactyg
gtgtggetet
agcctttqgc
ttggctttea
cotecaggect
tcagagttgt
tcacatctta
cggcectgaa
tttcatgctt
acctttcaag
ttgcagagga
tggagcaaga
aaggacagca
ggaggtcaca
ggctcaaaag
tgataactgc

gttgaaggceco

cccagcacat
ctctecatcac
gatgeccggge
gggtggatge
tgggacagcea
tttcacacte
tctcectgcotic
cgaagttctt
tgcagacaga
gaatgaatga
cactccctag
cttggatgaa
gatcacctga
gactgccatt
catgecatgty
ggctgeccag
cacageacca
tcagceccacece
cacactttcc
tcteccatet
tecttgatctt
ataaaatcct
ccaagtgtca
gaggaaacca
caaggctgga
gaaatgcatt
gcaagcatag
tcaccaacaa
aggaaattta
acagtggcag

tgaatgtaac

89

ctcotggatt
acccecacaqg
tggcctaaca
atttctcaat
cacagcctgt
ctccacctgt
atgtgtcagt
ceccatcectaa
acacatactg
atgaatgagg
gaaatccgygg
gaaactgttc
ggatctgtga
ctaacatgtt
aagccctats
ggcccaactc
ccagetygctyg
tgggaagcgyg
catgaaaagg
ctgagcaatg
tgctocccagt
tccaagggca
gggcettgec
gacacctgag
qgcattfgtc
cecaccgagyg
gctcaggatt
agctcacgee
gaattictca
aacaaactec

aaaagggett

ccttagtgyy
agggggtett
gctcaggtge
tgtcatcage
gcacatggga
ctcaaactet
gtctacctgce
cagaagtaac
gaacacagga
aagaaaactg
aggtattctg
agcaagaaga
aaatacagat
cccaggggat
ggtctcages
ggttcacacy
ttgetgagag
aaagtagctg
gtgaatgtat
ggatgttctyg
ggattgtaca
ttggaagctc
cagatagaca

acaggagcct

atcactacag

ccgoctittttt
aaagaaaaaa
ctatgcagtt
ttgggagagt
accctaatat

attcttcctc

3300
3360
3420
3480
3540
35600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
1140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040

5100
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aagtaagggyg gaactcctgce titgggetgg gacataagtt tttctgecttt cagacgcaas 5160
ctgaaaaatg gctottocttg ggtcttgage ttgotggceat atggactgaa agaaactatg 5220
‘ctattggate tcctggatct ccagettget gactgcagat cttgagatat gtéagcctct 5280
acagtcacaa gagcltaattc attctaataa accaatcettt é 5321
<210> 41

<211> 977

<212> PRT
<213> HOMO SAPIENS

<400> M1

Met Leu Leu Trp Val Ile Leu Leu Val Leu Ala Pro Val Ser Gly Gln
1 5 10 - 15

td
oy
{D

Ala Arg Thr Pro Arg Pro Ile Ile Phe Leu Gln Pro Pro Trp Thr
z20 25 30

Thr Val Phe Gln Gly Glu Arg Val Thr Leu Thr Cys Lys Gly Phe Arg
35 40 45

Phe Tyr Ser Pro Gln Lys Thr Lys Trp Tyr His qu Tyr Leu Gly Lys

50 55 60

Glu Ile Leu Arg Glu Thr PFro Asp Asn Ile Leu Glu Val Gln Glu Ser
65 70 75 80O

Gly Glu Tyr Arg Cys Gln Ala Gln Gly Ser Pro lLeu Ser 5Ser Pro Val
g5 90 . 95

His Leu Asp Phe Ser Ser Ala Ser Leu Ile Leu 6ln Ala Pro Leun Ser
100 105 110

Val Phe Glu Gly Asp Ser Val Val Leu Arg Cys Arg Ala Lys Ala Glu
115 120 125

Val Thr Leu Asn Asn Thr Jle Tyr Lys Asn Asp Asn Val Leu Ala Phe
130 135 ) l40

Leu Asn Lys Arg Thr Asp Phe His Ile Pro His Ala Cys Leu Lys Asp
145 ’ 150 155 160

90



Ser

Val

Leu

Arg
225

Ser

Leu

Thr

305

Phe

Arg

Tyr

Val

Ser
385

Gly

Ser

Leu

Thi
210

Phe

Ser

Tyr

Pro

Thr

290

Leu

Tyr

Gly

Se:_:
370

Ser

2la

Arg
185

Cys

Arg

Prec

His

Ala

Cys

255

Leu

Pro

Thr
180

Ala

Glu

Phe

Asn

Cys

260

Ser

Ser

Cys

Glu

Ser

340

Thr

Ser

Glu

Arg

165

Val

Ser

Thr

Phe

Phe

245

Lys

Trp

Pro

Glu

Gly

325

Ile

Ala

Val

Asp

Cys

Lys

Ser

Gln

Arg.

230

Gln

Ala

Tle

Glu

Thr

310

Val

Ser

Asp

Thr

Leu
3980

Thr

Leu
215

Asp

Ile

Bla

Gln

Lys

285

G1ln

Phe

Asn

Val
375
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Gly

Gln
200

Ser

Asp

Thr

Thr

Val

280

Ala

Glu

Leu

Ser

Gly

360

Pro

Phe

Tyr

Val

1es

Pro

Leu

Gln

Ala

Met

265

Gln

Leu

Asp

Arg

Leu
345

Glu

Lys

170

Gln

Ile

Glu

Thr

Met

250

Pro

Ile

Asn

His
330

Thr

Gly

1 Ber

Gly

Glu

Glu

Ser

Arg

Leu

235

Trp

His

Pro

Phe

Leu

315

Lys

Thr

Ala

His

Ala

385

91

Ser

Pro

Gly

Ser

220
Gly
Ser
Ser
Ala
Glu
300
Arg
Ser
Glu
Lys
Pro

380

Lys

Cys

Phe

Asn

205

Asp

Leu

Lys

Val

Ser

285

Gly

Thr

Val

Asn

Pro

365

Val

Thr
150

Pro

Val

Gly

Asp

Ile

270

His

Thr

Leu

Arg

Ser
350

Thr

Pro

175

Arg

Val

Pro

Trp

Ser

255

Ser

Pro

Lys

Tyr

Cys

335

Gly

Lys

Asn

Leu

Val

Pro

Thr

Leu

Ser

2490

Asp

Val

Val

Arg

320

Glu

Asn

Ala

Leu

His
400



Cys

Clu

Ala

Thr

Ser I

465

Glu

Gln

Pro

Phe

Asn

545

Val

Ala

Ser

Ser

Thr
625

Glu

=
9]
o)

Ile

Ala
450

Ala

Arg

Leu

Ser

530

Gly

Pro

Val

Pro

Ser

610

Bla

Ala

Ala

Ser

435

Asp

Thr

Leu

Gly

Trp

515

Leu

Phe

Val

Val

Pro

585

Glu

Gln

Ala
420

Asn

Val

" Thr

Ser

500

Ser

Thr

Gly

Ser

Gly

580

Ile

Ala

His

Arg

405

Leu

Ser

Gly

Pro

Phe

485

Pro

Ser

Gliu

Pro

Arg

565

Asp

Leu

Pro

Ser

Glu ?

Leu

Phe

Val

470

Glu

Gln

Ser

Gly

Gln

550

Pro

Leu.

Tyr

Ser

Gly
630

Gly
455

Ser

Gly

Ile

Thr

His

535

Arg

Ile

Leu

Trp

Gly

615

Asn

ES 2591102 7T3

Leu

Arg

Ala

440

Pro

His

Ala

Leu

Pro

520

Ser

Leu

Glu

Phe
600

Ser
425

Glu

Gln

Pro

Thr

Tyr

505

Ser

Gly

Glu

Thr

Leu

585

Tyxr

Glu

Ala

His

Arg

Val

Val

490

Gln

Val

Asn

Val

Leu
570
His
His

Ala

Cys

Asn

Ser

Ser

Leu
475

Thr I

Phe

Gly

Tyr

Val

555

Arg

Cys

Glu

Ser

Glu

635

92

Gly

Lys
460

Thr

Tyr

Arg

Tyr

540

Ser

Val

Glu

Asp

Phe

620

Ala

Gln

Ala

Asn

445

Ala

Leu

His

His

Val

525

Cys

Leu

Pro

Ala

Val

605

Asn

Asn

Phe

Gly
430

Tyr T

Val

Ser

Cys

Glu

510

Ser

Thr

Phe

Arg

Pro

590

Thr

Leu

Asn

His
415

Gly

Ser

Ser

Glu

495

Asp

Phe

Ala

Val

Rla

575

Arg

Leu

Ser

Gly

His

Val

Cys

Leu

Ala

480

Val

Met

Ser

Asp

Thr

560

Gln

Gly

Gly

Leu

Leu
640



Val
Ser
Gly

Tle

Ala
705

His

Arg

. Leu
Arg
785
Gly
Tyr
val

bla

Gly
865

Ala

Asp

Leu
690

Ser

Ser

Leu

Glu

770

Phe

Gly

Ser

Thr

Thr

850

Ala

Gln

Pro

Leu

675

Tyr

Ser

Gly

Glu

Thr

755

Leu

Phe

Ala

Cys

Leu

8§35

Gly

His

Ile
660

Leu

"Trp

Gly

Ile

Met

740

Leu

His

His

Ser

Glu

820

Tyr

Val

Ser
645 -

Leu

Phe
Gly
Tyr
725
Val
Arg
Cys
Glu
Leu
805
Ala
Ile

Ala

Leu

Asp

Thxr

Tyr

Gly
710

Ser

Thr

Ala

Glu

Asp

790

Asn

Asp

Thr

Gly

I
=
-

Phe

His

Ala

Cys

Len
Pro
Ala
775
vVal
Leu
Asn
Gly
Gly
855

Cys
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Ile

Arg

Cys

680

Glu

Ser

Glu

Lys

Gly

760

Leu

Thir

Ser

Gly

Leu T

840

Leu T

Trp

Ser

Ala

685

Glu

Asp

Phe

Ala

Val
745

Thr

Leu

Leu

Leu
825

Leu

Leu

650

Pro

Ala

val

Asn

Asp
730

Ala

His

Gly

Gly

Thr

810

Gly

Ala

Ser

Ser

Arg

Leu

Thr

Leu
715

Asn

val

Ala

Ser

Asn

795

Ala

Ala

Asn

Ile

Arg

875

93

Val

Ala

Leu
700

Gly

Pro
Ala
Pro
780
Arg
Glu
Gln

Arg

Rla
860

'Lys

Ile

Gln

Gly
685

Leun

Leun

Val

Val

765

Leu

Ser

His

Arg

Ser

845

Gly

Ala

Ala
670

Ser

Lys

Thr

Glu

Ser
750

Gly

Iile

Ser

Ser

830

Gly

Leu

Gly

Pro
655

Val

Ser

Thr

Ala
735

Arg

Asp

Leu

Pro

Gly

815

Glu

Pro

Arg

Val

Val

Prao

Ser

Glu
720

Gln

Pro

Leu

Tvr

Ser

800

Asn

Phe

Ala

Lys
880



10

Pro Ala Ser Asp Fro

885

Pro Thr Tyr His Asn

900

Thr Asn Ala Asn Pro

915

Tle Tle Gln Glu Lys
930

Leu Arg Asn Lys Gly

G545

Ser Thr Pro Val Ser

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

965

42

16

ADN

HOMO SAPIENS

42

ggcacctccc cttaac 16

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

gtgcagtgic ctgactgtaa gatcaagtcc aaacctgttt tggaattgag gaaacttcte

ttttgatecte agoeccttggt ggtccaggte ttcatgetge tgtygggtgat attactggtce

43

2797

ADN

HOMO SAPIENS

43

Ala

Val F

Arg

Lys

Ser
950

Gly

Arg

Gly

Lys
8935
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Ser

Ala

Glu

920

His

Tile T

Pro

Trp

905

Asn

Ala

Ser
890
Glu

Val

Val

Léu
970

Glu I

Val

Ala

S5er
955

Ala

94

Ser

Tyr

Ser
940

Glu

Ser

Asp

Gin

Ser

925

Asp

Val

Pro
910
Glu
Pro

Lys

Bla

Gln

895

Val

Val

Arg

Val

Pro
8975

Glu

Arg

His

Ala
8960

His

6l

120



ctggectectg
ccatggacca
tactcaccac
accccagaca
tccectotea
ccactttctg
acactgaafa
gacttcecata
aaggaaagtt

acacgtccag

acctgtgaga-

agagatgacc
atgtggagta
atatctgaca

actctcagece

gcccaggaag
cacaagtcag
tcagggaact
agectcteag
ctgatttttyg
atcctgtacc
ggaggagtgg
gctgacaatg
gtgtctcatc
gtgacacttc
gaggacatgc
tctctgactyg
cagegcagty
ctcagggittc

cocgagaggot

tcagtggaca
cagtcttecca
agaaaacaaa
atatccttga
gtagcecotgt
tgtttgaagg
atactattta
ttcctecatge
gttgcecctgt
tgctgagage
cceagetete
agaccctggyg
zagattcagg
gocccgagate

ctgaaaagygc

attctctgeg
toccgetgtga
actactgcac
tcactgttece
agggagccaa
agtttcatca
ccatcagett
getttggcecce
ctgtecctecac
actgtgaagt
ccctgtggag
aéggacattc
aagtggtgag
ccagggeocca

ctccececcaat

ES 2591102 7T3

gtttgcaagyg
aggagagaga
atggtaccat
ggttcaggaa
gcacttggat
agactectgtyg
caagaatgat
atgtctcaag
ttcttccaat
cagchccttco
tctagagagg
attaggctyg
gttctactgg
ctggatacag

tctgaatttt

cactttgtac
aaggggagea
agctgacaat
cgtgteteat
gygtgacactt
tgaggatget
ctctctgact
ccagcegeagt
cctcagetet
ccagagaggt
cagchtcaaca
agggaattac
cottittgte
ggctgtggtyg

cctatactygg

acacccagagc
gtgacactca
cggtaccttg
tctggagagt
ttttcttecag
gttctgaggt
aatgtcctgg
gacaatggtg
acagtcaaaa
cagcccecatea
tcagatgtcc
agtctctece
tgtaaggcag
gtgcagatcce

gagggaacca

aggttttatc
teccatcaget
gogeccttggey
cctgtectea
cactgtgaag
gccotggage
gcagagcatt
aaggcggtga
gctgaggecec
tccccacaaa
ccectetgtgg
tactgcacag
actgttccag
ggggacctge

tttratcatg

95

ccattatttt
ctitgcaaggg
ggaaagaaat
acagatgcca
ctitcgectgat
gccgggcaaa
cattccttaa
catatcgctg
tecaagteca
gcgggaacceo
cgctecaggtt
cgaatttcca
caacaatgcc
ctgcatctca

aggtgacact

atgagggtgt
tctcactgac
ccaagcccag
acctcagétc
cccagagagy
gtaggtcgge
cagggaacta
gectetecat
tgacttttga
tcetatacca
gaagagtgte
ctgacaatgy
tgtectegece
tggagettca

agqafgtcac

cctccagoat
atttegetic
actaagagaa
ggeccaggae
cctgcaaget
ggcggaagta
taaaagaact
tactggatat
agagccattt
agtgaccctyg
cecgcttette
gattactgcce
tecacagegte
tcectgtectc

tcactgtgaa

ccecctgagg
tacagagaat
taaggetgtyg
tectgaggac
ttcactccee
caactctgca
ctactgcaca
cactdtcccf
aggagccact
gttttatecat
cttcagettc
ctttggtece
catccotcacce
ctgtgaggec

cctggggage

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
QOQ
960

1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1820



agctcagcce
ggaaactact
ctcagtgtta
getgtggtgg
ctgtactggt
ggggcctcect
gacaatggte
gccctgoccea
atggagccac
ctgcagaacc
tttocccagea
ttttagaaca
tectgageata
ctcattgact

ttcettacat

44
759
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 44

Met Leu Leu

1

Phe Ala

Thr

Val

Phe

Glu I
65

Arg

Leu

cctotggagy
catgtgaggce
tagttecagt
gggacctgct
tttatcatga
tcaacctctc
tggaggccca
ccagcagcac
agagcteccte
tccctgtgaa
gtcttcottga
taaactatat
tgtttctcty
tctaagaagce

ttoccacatta

HOMO SAPIENS

Trp Val
5

Thr
20

Pro
Gln

Gly

Arg Glu

Ile

Arg

Glu
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agaagcttct
caacaatgge
atctegtece
ggagcttcac
agatgtcacc
tctgactaca
gegeagtgag
atctgagaac
agggctgttt
agtctcggat
agatgatcaa
Tctgaactga
ccgtagaaag
ctctactett

aaaatcctat

Leu

Pro

Arg

40

Pro

Leu Val

Ile Ile

25

Val Thr

Lys Trp Tyr

Asp Asn

ttcaacctet
ctagtggccec
atcctcacct
tgtgaggccc
ctgggtaaga
gaacattctg
atggtgacac
tgactgtgce
gcttgtgtygg
cctttgtggt
agcacctcac
aattattaca
gattaagetyg
gagtctcttt

gttaacg

Leu Ala

10

Fhe Leu

Leu Thr
His

Ile Leu

75

96

ctctgactge
agcacagtga
tcagggetcee
tgagaggctc
tcteagoeco
gaatctactc
tgaaagtige
tgttecteect
catcccagea
atggttccecag
taaaaatgca
tgaaaatgaa
tttettgtce

cattactggg

Pro Val Ser

Pro
30

Gln Pro

Lys
45

Cys

Arg
60

Glu

Gly

Tyr Leu

Gln

agaacattect
cacaatatca
cagggcccayg
ctccocccaato
ctetggagga
ctgtgaggea
aggtgagtgg
gcagctgaaa
cacttoctge
gaatctgatyg
aataagactt
accasagaat
ggattcttet

gatgtaaatg

Gly Gln

15

Trp Thr

Phe Arg

Gly Lys

Glu Ser
80

1880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2787
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ol
]
o

Gly Glu Tyr Arg Cys Gln Ala Gln Gly Ser Pro Ser Ser Pro Val
g5 e - 25

His Leu Asp Phe Ser Ser Ala Ser Leu Ile Leu Gln Ala Pro Leu Ser
100 105 110

Val Phe Glu Gly Asp Ser Val Val Leu Arg Cys Arg Ala Lys Ala Glu
115 120 125

Val Thr Leu Asn Asn Thr Ile'Tyr Lys Asn Asp Asn Val Leu Ala Phe
130 135 140

Leu Asn Lys Arg Thr Asp Phe His Ile Pro His Ala Cys Leu Lys Asp
145 150 155 160

Asn Gly Ala Tyr Brg Cys Thr Gly Tyr Lys Glu Ser Cys Cys Pro Val
165 170 175

Ser Ser Asn Thr Val Lys Ile Gln Val Gln Glu Pro Phe Thr Arg Prc
180 185 190

Val Leu Arg Ala Ser Ser Phe Gln Pro Ile Ser Gly Asn Pro Val Thr
195 200 205

Leu Thr Cys Glu Thr Gln Leu Ser Leu Glu Arg Ser Asp Val Pro Leu
210 215 . : 220

Arg Phe Arg Phe Phe Arg Asp Asp Gln Thr Leu Gly Leu Gly Trp Ser
225 230 235 : 240

Leu Ser Pro Asn Phe Gln Ile Thr Ala Met Trp Ser Lys Asp Ser Gly
245 250 255

Phe Tyr Trp Cvs Lys Ala Ala Thr Met Pro His Ser Val Ile Ser Asp

260 265 270

Ser Pro Arg Ser Trp Ile Gln Val Gln Tle Pro Ala Ser His Pro Val
275 280 285

Leu Thr Leu Ser Pro Glu Lys Ala Leu Asn Phe Glu Gly Thr Lys Val
290 285 300

Thx Leu His Cys Glu Thr Gin Glu Asp Ser Leu Arg Thr Leu Tyr Arg
305 310 315 320
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Phe

Tvx

Val

Ser

385

Cys

Glu

Ala

Thr

Ser

465

Glu

Gln

g
H
O

Phe

Asn
545

Tyr His Glu

Gly

Tyr

Ser

370

Ser

Glu

Asp

Ile

Ala

450

Ala

Arg

Ala

Cys

355

Leu

Pro

Ala

Ala

Ser

435

Asp

Thr

Leu

Gly

Leu

Phe

Ser

340

Thr

Ser

Glu

Gln

Ala

420

Phe

Asn

Val

Thx

Ser

500

Thr

Gly

325

Ile

Ala

Val

Asp

Arg

405

Leu

Ser

Gly

Phe

485

Pro

Ser

Glu

Pro

Val

Ser

Asp

Thr

Leu

390

Gly

Leu

Fhe

Val

470

Glu

Gin

Ser

Gly

Gln
S50

Asn

Val

375

Ile

Ser

Arg

Thr

Gly

455

Ser

Gly

Ile

Thr

His
53%
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Leu

Sexr

Gly

360

Pro

Phe

Leu

Arg

Ala

440

Pro

His

Ala

Leu

Ser

Arg

Leu

His
330

Thr

345

Leu

Val

Glu

Pro

Ser

425

Glu

Gln

Pro

Thr

Tyxr

505

Ser

Gly

Glu

Gly

Ser

Gly

Tle

410

Ala

His

Arg

Val

Val

490

Gln

Val

Asn

Val

Lys

Thr

Ala

His

Ala

395

Leu

Asn

Ser

Ser

Leu

475

Thxr

Phe

Gly

Tyr

98

Ser

Glu

Lys

Pro

380

Lys

Tyr

Ser

Gly

Lys

460

Thr

Leu

Tyr

Arg

Tyr

540

Ser

Val

Asn

Pro

365

Val

Val

Gin

Ala

Asn

445

Ala

Leu

His

His

Val

525

Cys

Leu

Arg

Ser

350

Ser

Leu

Thr

Phe

Gly

430

Tyr

val

Ser

Cys

Glu

510

Ser

Thr

Asn

His

415 -

Gly

Tyxr

Ser

Ser

Glu

495

Asp

Phe

Ala

Val

Glu

Asn

Leu

His

400

Bis

Val

Cys

Leu

Ala

480

Val

Met

Ser

Asp

Thr
560
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Val Pro Val Ser Arg Pro Ile Leu Thr Leu Arg Val Pro Arg Ala Gln
565 570 575

Ala Val Val Gly Asp Leu Leu Glu Leu His Cys Glu Ala Pro Arg Gly
580 585 590

Ser Pro Pro Ile Leu Tyr Trp Phe Tyr His Glu Asp Val Thr Leu Gly
585 600 605,

Ser Ser Ser Ala Pro Ser Gly Gly Glu Ala Ser Phe Asn Leu Ser Leu
610 615 620

Thr Ala Glu His Ser Gly Asn Tyr Ser Cys Glu Ala 2Asn Asn Gly Leu
625 630 635 640

Val Ala Gin His Ser Asp Thr Tle Ser Leu Ser Val Ile Val Pro Val
645 650 © 655

Ser Arg Pro Ile Leu Thr Phe Arg Alz Pro Arg Ala Gln Ala Val val
660 665 670

Gly Asp Leu Leu Glu Leu His Cys Glu Ala Leu Arg Gly Ser 5exr Pro
675 680 685 '

Ile Leu Tyr Trp Phe Tyr His Glu Asp Val Thr Leu Gly Lys Ile Ser
£90 695 700

Ala Pro Ser Gly Gly Gly Ala Ser Phe Asn Leu Ser Leu Thr Thr Glu
705 710 715 720

His Ser Gly Ile Tyr Ser Cys Glu Ala Asp Asn Gly Leu Glu Ala Gln
725 730 735

Arg Ser Glu Met Val Thr Leu Lys Val Ala Gly Glu Trp Ala Leu Pro
740 745 750

Thr Ser Ser Thr Ser Glu Asn
755

99



10

15

20

25

30
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo dirigido a una proteina IRT4 humana, en donde la secuencia de aminoacidos de la proteina IRTA4
humana se expone en la Figura 18D1-18D2.

2. Un anticuerpo dirigido a una proteina IRTA4 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 IRTA4 humana se
expone en la Figura 18D1-18D2.

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 IRTA4 humana, eficaz para unirse a células cancerosas que expresan una
proteina IRTA4 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 IRTA4 humana se
expone en la Figura 18D1-18D2.

5. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el anticuerpo se une especificamente al
dominio extracelular de una proteina IRTA4 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 IRTA4 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 composicion 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 composicion de la reivindicacion 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. Una proteina IRTA4 humana que comprende aminoacidos, cuya secuencia se expone en la Figura 18D1-18D2.

15. Un método de diagnostico de neoplasia maligna de células B que comprende un reordenamiento cromosomico
1921 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 uniéon en la etapa a), en donde la deteccion de la unién indica un diagndstico de neoplasia
maligna de células B en la muestra.
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FIGURA 18B-2
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FIGURA1BB -3

ARG TR TG T G T s TG A O G A T AT S A T T ARG O CTATA G T T A G TASAG I OO A TGO ARG RGO A
I TG GG LT TGO C T C oA L CAA C GG T AL A GA T T L T T L C TG G O A G S T T TG G OO RC AG T AT
A A T DG T T TG A A G A T T T T T TG T A AT R T TGO T T T ATCAGC DA LT T Ga CAACOGE AARG TASE
TR T AT T T T O T A G O T o R A T T T A T A AR GG TE AR TS TATATAACC TG O O T
ARG T TG T N oA T T A G AL M S S A T T T L T T L G T T T A T S AT AT C AT A T T TAT T TRA T
TGO TR TGGRT TG TACAG TR TEACT T T TR O C oA S G GO OIS ARAT AAAATCC T T MG GG AT TRSAAG T
A T A L T AR L A T e e T T T T A TG O T T ARG T T A GG e T TR OO CAG A TAG R C GG CT GAC TOT G TGO
SRRSO TTTCARGS RS G A CAG A DTG RGA AL A C P T A TS SRS O S S TO A COTTO CA GRS AT ARG GCTE
SR AT PTG AT C R A A S A TAT G A A T ARAA T A R TG E AL T AL S AR A A T A T T O RO G RGECLGOTTTT
TGO T AS T TG ARAG T O RAGRAGE AT A G AGC ARG A TR TCAGGATTARAGRAR A A TC TGCTCAC KRG TCTGTT
TG A LG A AT A AR A A T T O R L T T AT A G T T TG AC ARG O T AL AT CA G E L T R A AR A AR ATT
TAGAA T TP T CATTGOGRGAS TARGS TR COCCATO O AG AR TEA TAACTCC ACAGT G RS RAC ARACTCC RO CT AAT
GG T A O A T O R T L T S T GG O T G A T T AR AR AL G T TAT TS T TO U TCAAG TAR G GGG GAARCTCCT
T T GG T GG A T RAG T T T T TG T T T oA A R ARA T TR AR A A TG T T T T TR TCT TRAGE TTRCTEGT
AT TR T A ARG AN TAT L TAT T GG T C T o N TG CA T S T S A T TGAC T CAGAT CTTGAGATATS TCAGCCT
CTACAGTC AT AAGASC TRAT TCATT  TART AR CARTCOTT T

128



ES 2591 102 T3

FIGURA 1BC -1

AR GG GG T T D DA TA T AR L TR R A A RS A T ST TGRATACTS
GERRAT R ACARCTTGATATTTC TAG AGRADSO T ASS T AC AT TG AG A
AT TR A AT AL T GEAGC T AT GARGATC RO COC CANCTTC TAARR
ARG TAT A TR O GGATTOACATAC RAR RS CAT TTAGEARCG TCTEATS
TR G T ARG TTC TG oo T OO T TS T TG AC AT RAG TORSO O T I TTGG TG
ARG AGRC T T T OO kAL DT C T O S oG TG oo C AT T T T TEG O T

B L L W L
GG PTG AT O TR TC O TL R A GAG A C AA T GGG G THE OO Al
L L L I L T F# @ R E Q0 & O ¥ A F K
AT T AT T T e DO AR TO T CATGG TO R R I TTERRASG GARAR,
A Y L L LW F P wWw S T AR TF K G E K

AT T TR T AT ARG A CATATCACA T T OO C TG OO CASS G AGR T AT

von LI o % 5 1 5 H E L R DG DT
ATATTGETATCADGATG AGRAG TTGTTEARAN TR CAT R AACAT O R
¥ W Y K o £ K L L K I X H D X I @
RATTRCAG RGO TEGAAAT TACC AR TG TAM N CCGACGATOCTCCCTCAG
! " E PG K Y Qg O K TSRSG5 5 L §
TEATGCCETECATS THERRTTTT I.‘ﬁt'."['GhCTGECTGITh.E‘IECAE-E‘“I‘T"

DK VW H VM EF B FD W L I L Q@ ML
ﬁCﬂTthT‘TuﬁﬂﬁGnﬁmm?EﬁmTﬁhﬁh'hmﬂﬁﬂﬂm
H # ¥ F E G DO KX W I L EC Q GC & D

A AR R T CA T ARG T T TAC T RO R S GATCL AT ASCT IO
W H ¥ T H @ E % ¥ ¥ ¥ 0 & X ¢ L P
5 TAATACTTATAATTTAGACANGATCACAGTOANT TCAGTC T CASSHRT RS
N & ¥ N L E K I T ¥V K & % & E D M
TAGCAAATRT AT T TAC T T TATAG DAL T T T TACAT AT DRATATTGA
S K Y H O T A Y¥Y E K F ¥ I L O 1 ¥
A TARAC T TR AN DO CTAMATATOC ARG T TOANCRCCTO TT TOTACKTCC
YT 5 K P L NI 9 VO EL T L R P
T TR O A T T MO ACC o CATASRGGCCAG TCCCATCACOCT
¥ L & A 58 3 8T P IESESS FPFHTL
CAD T T OAGA S DAL C T O T TOC ACACACR DD AR TO T COA RO TGO RATT

T ¢ X ? QL OET P QE P DY QL D F
T T T T ARG AT RGO T A RO OO TOERATICGO O TG R AL TACG T 0T
§ L F R 5 9T L 4 L G W SR 5P

R T A R T O GO AT G TR A TG AR GRC T ORGG G TE TTACTGE TS
R L g I P & ¥ W T B D &G 5 Y W C
TR TRCAGA A TOAC T CACAC TRTCARAARAARCOAGCCTGAGATCTOA
E Y E T VW T K & [ E E R & L E & 0
GATRIG IO T A ARG A T T T T TAA TG GAR TC TRGAGRTICGSCD
LR OYM G RV P YW OS5 m oYW N L E T R P
CRCTHEAGG AR TEAT TGAAGE A AR ATATOG T CTTAT T TOITOAST
THE S O L T REGE R MY LTS5 W
RGCC A GGG T RGG AR TOTCAC AT TCTOO TGO O AL AA A GAAGIRACHET
E g9 % 5 658 T Y T F E W HE K E G R OV

& RAGRRGOUTING TAGARAGAC CCAGOSTICOOTE T TG AGASTTGCRTGT

¥ = L GCRE X 7 QQ R B L L A L L H ¥
T A O T SRR G A A TOA T AR R TR TAC TG T G TGE AT AA
L T ¥ ¥ g £ b » € R T Y £ A 2 I H
T D oA A AT O TCA R AT EOAT T GAO TUACCE T EAUAATTOT
¥ H £ p I L &8 T W I & ¥ T ¥ E I F
ST AT TR I T IO TR ST oA S S O T C AR RO D CRCAC TETRET
¥ &8 ¥F F ¥ L. T F R A FF E & E T ¥ W
G EhC T T T RGRE . T T oA T T TG T DI TAAEAES T TC TC CCCOGRT
@« b L L BE L E & E & L. R & E F P I
e TR G AT T T T AT R T A G AT T IR O TG ERAATAI I TCAZTDOT
L ¥ R F Y H E B v T L & H & E kK P
WJMCATMEEWT"WEZFMhWLMC
S % & G A £ 7 W L 5E L T B E B 5 G
PMC‘THETFWR”GCAGE“#ATHE"GFM“MWTEHM
¥ & o b oA D ® oG L G A 9 E E H &
Pﬁ'ﬁ&ﬂ”ﬂ'tmuﬂu ToACAS T TGS TGO T C T Doe T IACCOToAD
¥ 5 L B W OF N p W E R F OV L T L R

& COCTCOGEEEOI ARGCTEIGE TG GGG ACC TGO TOGRGCTTCACTETCA
R F G oA Q@ a2 VY W L D LL EL Y CE
Em&mrchmcn?ccmmwiﬁﬁhwacﬂ FRTGR
S LR G858 F F I L Y F Y H E D I
CRCOCTTORGGARG, .hmcurmﬁfmmm}# STTCARIET
T L & W I B AEHEH S E GO AR S FFRKL

CTC T CTGACTACACRA AT TC T CAAACTATT CRTG TEAGGE THATAR TG
L T T E X BE G H ¥ &£ ¢ E K I K G

129



1935
S50
1995

ES 2591 102 T3

FIGURA 1BC-2
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FIGURA 18D -1
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FIGURA 18D -2
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FIGURA 18E -1
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1451 ZRCTRTTOCT TEATOTALTE TORACTGRAG TTGGOGIAGS CCTGEAAGRRA
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111 GEGROTTOADE GAGAGRGCTE TGRICKATUAT TOAGTOOARRG TECTTTOTOT
1751 GCOCRGADARG CACAGRACTC CRGICCCGLT RITTACATEG ATCATOGRET
1801 TTOCACODTAR AATRTGRTTS TATTTATTTT GRGTIACDTET TROCAAATIA
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FIGURA 1BE -2
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