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DESCRIPCION
Farmaco, medicamento, composiciéon antitumoral y uso de los mismos

La presente invencién se refiere al campo de los tratamientos para canceres. Mas especificamente, la presente
invencion se refiere al tratamiento de canceres mediante polipéptidos pequefios.

El cancer es una clase de enfermedades o trastornos caracterizados por division descontrolada de células y la
capacidad de estas células para diseminarse, ya sea por crecimiento directo en tejido adyacente a través de invasion, o
por implantaciéon en sitios distantes por metastasis (donde se transportan células cancerosas a través del torrente
sanguineo o del sistema linfatico). El cancer puede afectar a personas de todas las edades, pero el riesgo tiende a
aumentar con la edad. Es una de las principales causas de muerte en los paises desarrollados.

Hay muchos tipos de cancer. La gravedad de los sintomas depende del sitio y el caracter de la malignidad y de si hay
metastasis. Una vez diagnosticado, el cancer generalmente se trata con una combinacion de cirugia, quimioterapia y
radioterapia. A medida que se desarrolla la investigacion, los tratamientos se vuelven mas especificos para el tipo de
patologia del cancer. Ya existen farmacos para canceres especificos diana para varios canceres. Si no se trata, los
canceres pueden causar enfermedad y muerte, aunque este no es siempre el caso.

Los tratamientos actuales se dirigen a propiedades distintas de células malignas, tales como por ejemplo evadir la
apoptosis, potencial de crecimiento ilimitado (inmortalizacion) debido a la superabundancia de la telomerasa,
autosuficiencia de factores de crecimiento, insensibilidad a factores anticrecimiento, aumento de la tasa de division
celular, capacidad alterada para diferenciar, sin capacidad de inhibicion de contacto, capacidad de invadir tejidos
vecinos, capacidad para construir metastasis en sitios distantes, capacidad para promover el crecimiento de vasos
sanguineos (angiogénesis).

La angiogénesis tumoral es la proliferacion de una red de vasos sanguineos que penetra en el tumor, suministra
nutrientes y oxigeno y elimina productos de desecho. La angiogénesis tumoral en realidad comienza con células
tumorales cancerosas que liberan moléculas que envian sefales al tejido huésped normal circundante. Esta
sefializacion activa ciertos genes en el tejido del huésped que, a su vez, producen proteinas para estimular el
crecimiento de nuevos vasos sanguineos. Los tumores soélidos deben estimular la formacion de nuevos vasos
sanguineos a fin de obtener los nutrientes y el oxigeno necesarios para su crecimiento, proporcionando de este modo
una ruta por la cual los tumores pueden hacer metastasis a sitios distantes.

La evidencia experimental ha sugerido que los tumores malignos pueden inducir angiogénesis mediante la elaboracion
de una variedad de factores, tales como el factor de crecimiento de fibroblastos acido (aFGF), factor de crecimiento de
fibroblastos basico (bFGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), derivado de plaquetas factor de
crecimiento (PDGF), factor de crecimiento alfa transformante (TGF-alfa), factor de crecimiento de necrosis tumoral alfa
(TNF-alfa) y muchos otros (Liotta et al., 1991, Cell 64:327-336; Hanahan et al., Cell 86:353-364).

Hoy en dia, muchas moléculas quimioterapéuticas que se dirigen a la angiogénesis estan disponibles en el mercado.
Los inhibidores de angiogénesis naturales bien conocidos son angiostatina, endostatina, interferones, factor plaquetario
4, fragmento de prolactina 16Kd, trombospondina, TIMP-1 (inhibidor tisular de metaloproteasa-1), TIMP-2 y TIMP-3.
Estas moléculas se pueden usar como tratamientos quimioterapéuticos, asi como otros farmacos tales como, por
ejemplo, combrestatin A4, EMD 121974, TNP-470, escualamina, talidomida, interferén-alfa, anti-VEGF, anticuerpos. Sin
embargo, su eficacia nunca es tratamientos suficientes y alternativos son deseables.

Por lo tanto, existe la necesidad de agentes quimioterapéuticos alternativos para el tratamiento de tumores que tengan
una eficacia aumentada, que sean menos invasivos o toxicos, y que den como resultado una velocidad de recuperacion
aumentada.

El documento WO03/080105, en nombre del solicitante, describe cinco genes implicados en la regulacion de la
angiogénesis. Entre estos genes, el "gen 168" (SEQ ID NO: 1 en esta especificacion), codificante de la "proteina 168A"
(SEQ ID NO: 2 en esta especificacion), se ha descrito como implicito en la activacion de la angiogénesis. En particular,
el documento WO03/080105 describe que la proteina 168A se expresa en células endoteliales estimuladas con factores
proangiogénicos, tales como, por ejemplo, TNF-a. El documento WO03/080105 también describe que la expresion, en
células endoteliales humanas, de una secuencia antisentido del gen 168, esto es, la inhibicion de la expresion del gen
168, inhibe la formacion de tubos capilares.

Los experimentos in silico revelaron ademas que la proteina 168A, que esta constituida por 924 aminoacidos, puede
tener un solo dominio transmembrana y cinco dominios similares a la inmunoglobulina.

Profundizando en sus investigaciones, los inventores produjeron formas truncadas de proteina 168A, que corresponden

a diversos fragmentos de proteina 168A. Entre estos fragmentos, 168A-T2 corresponde a un fragmento del dominio
extracelular de la proteina 168A, y se identifica mediante la SEQ ID NO:4 en esta especificacion (108 aminoacidos).

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2674710713

En un primer experimento, los inventores encontraron que la proteina 168A-T2 puede inhibir la proliferacion de células
endoteliales humanas in vitro de una manera dependiente de la dosis.

Luego, en un segundo experimento, los inventores encontraron sorprendentemente que 168A-T2 puede tener una fuerte
actividad para inhibir la formacién de tubos capilares in vitro, de una manera dependiente de la dosis.

Otros experimentos realizados por los inventores sugirieron que 168A-T2 puede inducir la inhibicion de la migracién de
células endoteliales in vitro, de una manera dependiente de la dosis.

Los resultados del estudio de dosis-respuesta revelaron ademas que la proteina 168A-T2 puede inhibir de manera
dependiente de la dosis la proliferacion de células endoteliales humanas, y esta inhibicion podria alcanzar mas del 80%
con una concentracion de 3.1 pM. Esto tiende a demostrar que la proteina recombinante puede ser un compuesto anti-
angiogénico potente, al menos 600 veces mas potente que los péptidos identificados basados en mAb anti-VEGF y/o
receptor de VEGF (KDR) (Binetruy-Tournaire R et al., Identification of a peptide blocking vascular endothelial growth
factor (VEGF)-mediated angiogenesis, EMBO J. 2000; 19: 1525-1533).

La formacion de tubo capilar, la proliferacion de células endoteliales humanas y la migracion de células endoteliales
humanas son tres etapas esenciales de la angiogénesis. En consecuencia, el hecho de que 168A-T2 pueda inhibir la
formacién de tubos capilares in vitro, la proliferacion y/o migraciéon de células endoteliales humanas de una manera
dependiente de la dosis, de este modo constituia una fuerte evidencia de la potente actividad antiangiogénica de las
formas truncadas de la proteina 168A.

Todos estos resultados fueron absolutamente inesperados ya que la proteina 168A nativa se expresa preferiblemente
en condiciones proangiogénicas, esto es, en presencia de TNFa, y que la expresion de un antisentido del gen 168, esto
es, la inhibicion del gen 168, en células endoteliales humanas inhibe la formacién de tubos capilares. Por lo tanto, fue
realmente sorprendente que una forma truncada de proteina 168A, pueda tener actividad antiangiogénica.

Aun sorprendentemente, los inventores encontraron que la proteina 168A-T2 tenia una fuerte actividad antitumoral in
vivo, y una fuerte actividad sinérgica en combinacién con otro agente quimioterapéutico tal como, por ejemplo,
cisplatino.

Los inventores encontraron que la sustancia de prueba 168A-T2 no era toxica en ratones desnudos portadores de
tumores a diferentes dosis ensayadas. Ademas, 168A-T2 exhibié una fuerte actividad antitumoral estadisticamente
significativa contra tumores humanos tan pronto como dos dias después del comienzo del tratamiento. Esta actividad
antitumoral fue persistente durante el periodo de tratamiento. Este efecto antitumoral de 168A-T2 representa un enfoque
terapéutico realista como monoterapia. Su eficacia también se potenciaba fuertemente cuando se combinaba con el
farmaco citotoxico anticanceroso CDDP (cisplatino), que suprimia el crecimiento tumoral. El cisplatino solo, por otro
lado, no erradico el crecimiento tumoral.

Los datos sugieren fuertemente que 168A-T2 puede ser de utilidad como agente antitumoral primario o como una
terapia sinérgica de complemento a agentes citotdxicos primarios para el tratamiento de canceres.

Como se menciona anteriormente, ahora se establece que la proteina 168A se expresa en células endoteliales, y que su
expresion aumenta cuando la angiogénesis es estimulada por factores proangiogénicos tales como TNFa, como se
describe en el documento WO03/080105. La proteina 168A es una proteina transmembrana, y podria estar implicada en
la transduccién de una sefial proangiogénica. Sin querer limitarse a una teoria, los solicitantes sugieren que las formas
truncadas de 168A pueden desempefiar su papel a través de un "mecanismo receptor soluble": las formas truncadas de
168A pueden permanecer solubles en la superficie de la célula y pueden ser reconocidas por el ligando de la proteina
168A nativa. Como resultado, puede haber una competencia en el reconocimiento del ligando entre las formas solubles
de 168A (los fragmentos de la invencion) y la proteina transmembrana nativa, y en consecuencia una disminucion, de
una manera dependiente de la dosis, de la transduccién de la sefial proangiogénica, lo que resulta en la inhibicion de la
angiogénesis y luego en la disminucion del volumen del tumor.

La invencion se refiere de este modo, en un primer aspecto, a un acido nucleico que tiene la secuencia de acido
nucleico de la SEQ ID NO:3, dicho acido nucleico que codifica un polipéptido o péptido que tiene actividad
antiangiogénica y antitumoral.

La SEQ ID NO: 21 corresponde a la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO: 87 descrita en W002/081731.

La SEQ ID NO: 23 corresponde a la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO: 28 descrita en W003/080105.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un vector de expresion que comprende al menos una secuencia de acido
nucleico como se definié anteriormente.

Como se usa en este documento, "vector de expresion" significa cualquier construccion de plasmido o de acido
nucleico, que se usa para introducir y expresar una secuencia de acido nucleico especifica en una célula diana.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2674710713

La invencion se refiere adicionalmente, en un tercer aspecto, a un polipéptido activo que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:4.

La SEQ ID NO: 22 corresponde a la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 87 descrita en WO02/081731.

Como se usa en este documento, "péptido" significa moléculas cortas formadas a partir del enlace, en un orden definido,
de menos de 100 aminoacidos.

Como se usa en este documento, "polipéptido” significa moléculas formadas a partir del enlace, en un orden definido, de
al menos 100 aminoacidos.

Como se usa en este documento, "polipéptido activo" significa polipéptidos que tienen una actividad biolégica. En la
presente invencion, los polipéptidos tienen una actividad antiangiogénica y antitumoral.

Segun la invencion, el polipéptido como se describié anteriormente tiene una actividad antitumoral.

En una realizacion particular, el polipéptido activo segun la invencion se produce mediante el vector de expresion como
se definié anteriormente.

En un cuarto aspecto, la presente invencion se refiere a un medicamento que comprende al menos una secuencia de
acido nucleico, vector o polipéptido como se describié anteriormente.

En un quinto aspecto, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende al menos una secuencia
de acido nucleico, vector o polipéptido como se describié anteriormente, y uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables.

En un sexto aspecto, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende al menos una secuencia
de acido nucleico, vector o polipéptido como se describié anteriormente, y uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables, para uso en un método de tratamiento de cancer y/o tumores del cuerpo humano o animal.

En una realizacién particular, las composiciones farmacéuticas como se describié anteriormente comprenden ademas al
menos otra sustancia activa seleccionada de sustancias antiangiogénicas o sustancias antitumorales. Estas sustancias
pueden ser elegidas por el hombre en la técnica, con respecto al efecto que se lograra. Preferiblemente, estas
sustancias se pueden seleccionar entre cisplatino, carboplatino, etopdsido, ifosfamida, mitomicina, vinblastina,
vinorelbina, gemcitabina, paclitaxel, docetaxel e irinotecan, etc.

En un séptimo aspecto, la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende cantidades eficaces de:
- un polipéptido, un fragmento y/o un péptido como se describié anteriormente, y
- un complejo de platino seleccionado del grupo que consiste en cisplatino y carboplatino.

Los solicitantes encontraron sorprendentemente que la combinacion de un polipéptido segun la invenciéon con un
complejo de platino mostro actividad sinérgica.

Por "sinérgico", se entiende, dentro de la presente invencion, que el efecto total de la combinacion de principios activos
es mayor que el efecto de cada principio activo tomado por separado.

El medicamento o composicion util en la practica de esta invencién se administra al mamifero por rutas convencionales
conocidas. El medicamento o composicién descrita en este documento se puede administrar por la misma ruta o por
diferentes rutas. Por ejemplo, el medicamento o composicién se puede administrar a pacientes por via oral o parenteral
(por via intravenosa, subcutanea, intramuscular, intraespinal, intraperitoneal y similares).

Cuando se administra por via parenteral, la composicion se formula preferiblemente en una forma inyectable de
dosificacion unitaria (solucion, suspension, emulsion) con al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable. Tales
excipientes son por lo general no téxicos y no terapéuticos. Ejemplos de tales excipientes son agua, vehiculos acuosos
tales como solucién salina, soluciéon de Ringer, solucion de dextrosa y soluciéon de Hank y vehiculos no acuosos tales
como aceites fijos (por ejemplo, maiz, semilla de algodén, cacahuete y sésamo), oleato de etilo y miristato de isopropilo.
La solucién salina estéril es un excipiente preferido. El excipiente puede contener cantidades menores de aditivos tales
como sustancias que mejoran la solubilidad, la isotonicidad y la estabilidad quimica, por ejemplo, antioxidantes,
soluciones reguladoras y conservantes. Cuando se administran por via oral (o rectal), los compuestos se formularan
usualmente en una forma de dosificacion unitaria tal como un comprimido, capsula, supositorio o sello. Tales
formulaciones incluyen por lo general un portador o diluyente sdlido, semisdlido o liquido. Los diluyentes y excipientes
de ejemplo son lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidones, goma arabiga, fosfato de calcio, aceite mineral,
manteca de cacao, aceite de teobroma, alginatos, tragacanto, gelatina, metilcelulosa, polioxietileno, sorbitan,
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monolaurato, hidroxibenzoato de metilo, hidroxibenzoato de propilo, talco y estearato de magnesio. En realizaciones
preferidas, la composicion farmacéutica segun la invencion se administra por via intravenosa.

Segun la invencion, la cantidad de polipéptido presente en el medicamento o composicion es eficaz para tratar tumores
susceptibles. Preferiblemente, el polipéptido esta presente en una cantidad desde 0.01 a 90% en peso, preferiblemente
desde 0.1% a 10% en peso, mas preferiblemente de 1% a 5% en peso, en el medicamento o en la composicion. Estas
cantidades son rutinariamente adaptables por el experto en el arte, que puede elegir la mejor cantidad para administrar
a un paciente para lograr la recuperacion.

En un octavo aspecto, la invencién se refiere al uso de al menos una secuencia de acido nucleico, vector o polipéptido
como se describié anteriormente, o del medicamento como se describié anteriormente, o de la composicion
farmacéutica como se describio anteriormente, para el tratamiento de canceres y/o tumores

Segun la invencion, los tumores que se van a tratar son preferiblemente tumores soélidos. Mas preferiblemente, los
tumores que se van a tratar se seleccionan de sarcomas, carcinomas y linfomas. Ejemplos de tales tumores son cancer
de vejiga, melanoma, cancer de mama, linfoma no Hodgkin, cancer de cerebro, cancer de hueso, cancer de colon y
recto, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer de endometrio, cancer de prostata, cancer de rifién, cancer de piel
(no melanoma), cancer de tiroides, cancer de pulmoén (cancer de pulmén de células pequefias y cancer de pulmoén de
células no pequenas).

En un noveno aspecto, la presente invencion se refiere a un método de tratamiento que comprende administrar a un
sujeto que necesita tratamiento al menos una secuencia de acido nucleico, vector o polipéptido como se describid
anteriormente, o el medicamento como se describié anteriormente, o la composicién farmacéutica como se describid
anteriormente, en una cantidad suficiente para inhibir el cancer o el crecimiento tumoral.

Como se usa en este documento, "sujeto que necesita tratamiento" significa cualquier animal de sangre humana o
caliente que padezca de cancer o tumor.

En una realizacién particular, la invencion se refiere al método de tratamiento como se describe anteriormente que
comprende ademas administrar al menos otro farmaco antineoplasico o antitumoral.

En estos métodos, la administracién comprende administracion tépica, administracion oral, administracion intravenosa o
administracion intraperitoneal.

En un octavo aspecto, la presente invencién se refiere a un método de tratamiento que comprende administrar a un
sujeto que necesita tratamiento una cantidad efectiva de:

- un polipéptido, un fragmento y/o un péptido como se describié anteriormente, y

- un complejo de platino seleccionado del grupo que consiste en cisplatino y carboplatino, que es suficiente para inhibir
el cancer o crecimiento tumoral

Los solicitantes encontraron sorprendentemente que la administracién tanto de un polipéptido segun la invencién como
de un complejo de platino mostré un efecto sinérgico.

En una realizacién, dicho polipéptido o fragmentos del mismo y dicho complejo de platino se administran
simultaneamente.

En oftra realizacion, dicho polipéptido o fragmentos del mismo y dicho complejo de platino se administran
secuencialmente. Preferiblemente, dicho polipéptido o fragmentos del mismo y dicho complejo de platino se administran
por rutas separadas, esto es, por via oral o parenteral (intravenosa, subcutanea, intramuscular, intraespinal,
intraperitoneal y similares).

En una realizacion particular, dicho complejo de platino es cisplatino.

En otra realizacion particular, dicho complejo de platino es carboplatino.

La presente invencion se describira ahora adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.

La figura 1 es un diagrama que representa el % de inhibicién de la proliferacion de células endoteliales in vitro con
concentraciones crecientes de proteina 168A-T2.

Las figuras 2a, 2b, 2c y 2d son imagenes de la angiogénesis in vitro de células endoteliales en diferentes condiciones:

- Figura 2a: Control (Solucién reguladora Urea 2 M),
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8A-T2 3.5 pg/mL (0.2 uM),

- Figura 2c: 168A-T2 6.9 pg/mL (0.4 uM),

- Figura 2d: 16

Las figuras 3a, 3b, 3c y 3d son imagenes del ensayo de lesiones en células endoteliales realizadas en diferentes

condiciones:

8A-T2 13.6 ug/mL (0.8 uM).

- Figura 3a: Control (Solucion reguladora Urea 2 M),

- Figura 3b: 16

8A-T2 12 pg/mL (0.7 uM),

- Figura 3c: 168A-T2 17 pg/mL (1 uM),

- Figura 3d: 16

La figura 4 es

8A-T3 23 pg/mL (1.35 puM).

un diagrama que representa el % de inhibicion de la proliferacion de células tumorales renales (Biz) in

vitro con concentraciones crecientes de proteina 168A-T2.

La figura 5 es un diagrama que representa el % de inhibicion de la proliferacion de células de tumor de pulmon (Calu-6)

in vitro con concentraciones crecientes de proteina 168A-T2.

La figura 6 es

un grafico que representa el volumen del tumor medio (mm?) frente al tiempo (dias) para diferentes

grupos de ratones tratados segun el ejemplo 8.

La figura 7 es un grafico que representa el volumen del tumor relativo (sin unidad) frente al tiempo (dias) para diferentes

grupos de ratones tratados segun el ejemplo 8.

La SEQID NO
La SEQID NO
La SEQID NO
La SEQID NO
La SEQ ID NO
La SEQID NO
La SEQID NO
La SEQ ID NO
La SEQ ID NO
La SEQID NO
La SEQID NO
La SEQ ID NO
La SEQ ID NO
La SEQ ID NO
La SEQID NO
La SEQID NO
La SEQ ID NO
La SEQID NO

La SEQID NO

: 1 corresponde a la secuencia de acido nucleico del gen 168.

: 2 corresponde a la secuencia de aminoacidos de la proteina 168A.

:3 corresponde a la secuencia de acido nucleico de 168A-T2.

:4 corresponde a la secuencia de aminoacidos de 168A-T2.

: 5 corresponde a la secuencia de acido nucleico de 168A-T2 dentro del vector pET30.

: 6 corresponde a la secuencia de aminoacidos de 168A-T2 producida con el vector pET30.
: 7 corresponde a la secuencia de aminoacidos de un fragmento de 168A-T2.

: 8 corresponde a la secuencia de aminoacidos de un fragmento de 168A-T2.

: 9 corresponde a la secuencia de aminoacidos de un fragmento de 168A-T2.

: 10 corresponde a la secuencia de aminoacidos de un fragmento de 168A-T2.

: 11 corresponde a la secuencia de aminoacidos de un fragmento de 168A-T2.

: 12 corresponde a la secuencia de aminoacidos de un fragmento de 168A-T2.

: 13 corresponde a la secuencia de acido nucleico de un fragmento de la SEQ ID NO: 7.
: 14 corresponde a la secuencia de acido nucleico codificante de la SEQ ID NO: 8.

: 15 corresponde a la secuencia de acido nucleico codificante de la SEQ ID NO: 9.

: 16 corresponde a la secuencia de acido nucleico codificante de la SEQ ID NO: 10.

: 17 corresponde a la secuencia de acido nucleico codificante de la SEQ ID NO: 11.

: 18 corresponde a la secuencia de acido nucleico codificante de la SEQ ID NO: 12.

: 19 corresponde a la secuencia de acido nucleico del cebador CDS5.
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La SEQ ID NO: 20 corresponde a la secuencia de acido nucleico del cebador CDS4.
Ejemplo 1: Produccion de proteina 168A-T2
Sintesis de la insercion 168A-T2:

Primero, el gen 168A se clond en el sistema de vector facil pPGEM®-T (Promega®) segun procedimientos conocidos (el
vector obtenido se denominé "pGEM-T-168A").

En segundo lugar, la insercion T2 (SEQ ID NO:3), codificante de la parte adyacente a la membrana plasmatica del
dominio extracelular de la proteina 168A, se amplifico por PCR usando el plasmido "pGEM-T-168A" y los dos cebadores
CDS5 (SEQ ID NO: 19) y CDS4 (SEQ ID NO: 20) (tabla 1).

Tabla 1
Cebador | SEQ ID NO Secuencia
168A-cds-5 19 GACGACGACAAGATGGCCTTTGATGTGTCCTGGTTTG
168A-cds-4 20 GAGGAGAAGCCCGGTTCAGGGATACTTGAAGGCGTTCAGCACA

En tercer lugar, la secuencia de ADN (SEQ ID NO:3) codificante de la proteina 168A-T2 se insert6 en el vector pET-30
EK/LIC (Novagen®) segun procedimientos conocidos (pET-30-168AT2). La secuencia de acido nucleico que codifica
168A-T2 dentro del vector pET-30 se da en la SEQ ID NO: 5.

El vector purificado se introdujo luego en E. coli BL21 (DE3) pLys para la produccion de proteinas. Las colonias se
controlaron por la presencia tanto del vector como del inserto por PCR.

El tamario de la proteina producida 168A-T2 fue de 18 kD, que correspondia al tamafio esperado, que comprendia el
marcador His en el extremo N tal como se confirmé mediante secuenciacién. La secuencia de aminoacidos de la
proteina 168A-T2 tal como se produce se da en la SEQ ID NO: 6.

Extraccion y purificacion de la proteina 168A-T2

Como la proteina 168A-T2 se produjo dentro de la fraccién insoluble de las bacterias, necesitd una extraccion en
condiciones de desnaturalizacion.

Después del cultivo, las bacterias se lisaron, se centrifugaron y se descartd el sobrenadante. La fraccion insoluble
obtenida se traté con Tris-HCI 20 mM, urea 8 M, imidazol 5 mM, NaCl 0.5 M, GSH 5 mM, pH 8.0. Después de este
tratamiento, la suspension se centrifugd y el sobrenadante se recogio, se filtr6 en membranas de 0.45 um para
descartar materiales insolubles. El extracto filtrado se usé luego para purificar la proteina 168A-T2 usando una columna
His-Trap (Amersham®) conectada a un sistema de HPLC (Amersham).

La proteina purificada obtenida se diluy6 en urea 4 M e imidazol 0.3 M. Para eliminar estos agentes de la preparacion, la
solucion se sometié a dialisis a 4 °C.

Siguiendo estas etapas de dialisis, la proteina purificada se centrifugé a 4,000 x g, durante 15 minutos y se filtré en
membranas de 0.45 um para eliminar posibles precipitados. La preparaciéon de proteina purificada se controlo para el
contenido de proteina segun el método descrito por Bradford in 1976 (Anal. Biochem. 72:248-54) y por SDS - PAGE.
Los geles se analizaron usando el software Gene Genius para cuantificar la pureza mediante analisis de imagenes.

Para aumentar la pureza de la proteina 168A-T2, se realiz6 una segunda etapa de purificacion usando cromatografia
liquida de intercambio idnico. La preparacion purificada HisTrap se diluy6 3 veces con la solucion reguladora Tris-HCI 20
mM, pH 8, urea 2 M (para disminuir la concentracion de NaCl a 50 mM), y se cargé en una columna MonoS conectada a
un sistema HPLC ejecutado por el software Unicorn (Amersham, GE, Saclay, Francia). La columna se lavo luego
extensamente y se eluyd con un gradiente lineal de fuerza i6nica (NaCl 0.05 M a 0.5 M en la solucion reguladora Tris-
HCI 20 mM, pH 8, urea 2 M). La preparacion de proteina purificada se controlé para el contenido de proteina tanto por
Bradford como por SDS PAGE.

Ejemplo 2: Prueba de inhibicién de la proliferacion de células endoteliales por 168A-T2 in vitro

Se cultivaron células HUVEC hasta confluencia en medio EGM2-MV completo (Cambrex) a 37 °C y en atmosfera
humidificada con CO, al 5%. Las células se recogieron luego mediante digestion con tripsina-EDTA (Versene, Eurobio).
Después de 5 minutos, se detuvo la reaccion enzimatica y se afiadieron 3 ml del medio de cultivo que contenia 5% de
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FCS. Las células se centrifugaron luego a 220 g, durante 10 minutos a temperatura ambiente, se lavaron dos veces con
5 ml de medio de cultivo, se suspendieron en medio de cultivo completo, se contaron y se ajustaron a 50 000
células/mL. Se distribuyeron entonces cien pl por pocillo en una microplaca de 96 pocillos de cultivo celular (5 000
células/pocillo) y se incubaron con diferentes concentraciones de la proteina purificada 168A-T2 en solucion reguladora
Tris-HCI 20 mM (pH 8), que contenia NaCl 150 mM y urea 2 M; esta solucion reguladora se us6 como control.

Después de 42 horas a 37 °C, se midid la proliferacion celular usando el método de bromuro de tetrazolio azul de
tiazolilo (MTT). En resumen, se disolvid MTT (Sigma) en PBS a 5 mg/ml, la solucion se filtré (0.22 um) y se afiadieron 10
ul a cada pocillo de las microplacas de 96 pocillos. Después de 3 horas de incubacion a 37 °C, atmdsfera humidificada
con CO; al 5%, las microplacas se centrifugaron a 220 x g, durante 10 minutos, el sobrenadante se descarté y los
cristales se disolvieron mediante la adicion de 100 ul de DMSO a cada pocillo. La densidad optica (OD) a 570 nm se
midié luego usando un lector de microplacas pQuant (Bio-Tek Instrument gmbh, Colmar, Francia) acoplado al software
KC4 (Bio-Tek). La OD se corrigié restando valores de OD del pocillo de blanco (los valores de OD obtenidos de pocillos
sin células) y se midi6 la inhibicion de la proliferacion celular en relacion con el control (OD obtenida de los pocillos con
HUVEC no tratada que representa la respuesta proliferativa maxima, esto es, 100%).

Como se muestra en la figura 1, la proteina 168A-T2 inhibi6 la proliferacion de células endoteliales humanas de una
manera dependiente de la dosis. Esta inhibicion representé 80% a 54 ng/mL (esto es, 3.1 uM) de proteina 168A-T2.

Ejemplo 3: Inhibicién de la angiogénesis in vitro por 168A-T2

Las proteinas purificadas 168A-T2 se probaron in vitro en la angiogénesis de HUVEC inducida por FGF2 y VEGF en
Matrigel.

Se prepararon 24 placas de pocillos con 250 uL de BD Matrigel™/pocillo y luego se incubaron durante 30 minutos en
una incubadora. Después se prepararon células HUVEC como se describe en el ejemplo 2 y se sembraron 70 000
células (en 0.5 mL) por pocillo y se incubaron con diferentes concentraciones de la proteina purificada 168A-T2, en
solucioén reguladora Tris-HCI 20 mM (pH 8), que contenia 150 NaCl mM y urea 2 M; esta solucion reguladora fue usado
como control:

- Figura 2a: Control (Solucion reguladora Urea 2 M),

- Figura 2b: 168A-T2 3.5 ug/mL (0.2 uM),

- Figura 2c: 168A-T2 6.9 pg/mL (0.4 uM),

- Figura 2d: 168A-T2 13.6 pug/mL (0.8 uM).

Como se muestra en las figuras 2b, 2c y 2d, la proteina 168A-T2 inhibié la angiogénesis in vitro de una manera
dependiente de la dosis.

Ejemplo 4: Inhibicién de la migracion de células endoteliales humanas por 168A-T2

La migracion de células se ensayd mediante el ensayo de lesiones descrito por Sato and Rifkin (J Cell Biol. 1988;
107:1199) con algunas modificaciones. HUVEC cultivadas en medio de cultivo EGM-2MV (Cambrex) se sembraron en
placas de 24 pocillos a 80 000 células por pocillo en 500 ul de medio de cultivo y se cultivaron hasta confluencia a 37 °C
en una atmésfera humidificada que contenia CO, al 5%. Las células se desecharon con una punta de plastico en una
sola linea. Después de lesionar, el medio de cultivo se cambié por medio fresco (control, figura 3a) o medio fresco
suplementado con:

- Figura 3b: 168A-T2 12 ug/mL (0.7 uM),

- Figura 3c: 168A-T2 17 pg/mL (1 uM),

- Figura 3d: 168A-T3 23 ug/mL (1.35 pM).

Después de 18 horas de cultivo, las células se observaron y se fotografiaron bajo el microscopio invertido (Analysis,
Olympus, Rungis, Francia).

Como se muestra en las figuras 3b, 3c y 3d, la proteina 168A-T2 inhibid la migracién de células endoteliales humanas
de una manera dependiente de la dosis.

Ejemplo 5: Prueba de inhibiciéon de una proliferacion de linea celular de cancer de rifion mediante 168A-T2 in vitro
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Se prepard una preparacion de células BizX de 50000 células/mL en medio completo. En una placa de 96 pocillos, se
distribuyeron 100 mL de la preparacioén celular en cada pocillo y luego se incubaron con diferentes concentraciones de
168A-T2 (cada concentracion se probo por triplicado). Después de 48 horas de incubacion a 37 °C, se afiadieron 10 ml
de MTT (5 mg/L en agua) en cada pocillo. Después de 3 horas de incubacién a 37 °C, se elimin6 el medio de cultivo y
se afiadieron 100 mL de DMSO para solubilizar cristales de MMT. La densidad éptica (DO) a 570 nm se midié entonces
usando un lector de microplacas mQuant (Bio-Tek Instrument Colmar, Francia) acoplado al software KC4 (Bio-Tek). La
OD se corrigi6 restando valores de OD en pocillos de blanco (los valores OD obtenidos desde los pocillos sin células) y
se midio la inhibicion de la proliferacion celular en relacion con el control (OD obtenida de pocillos con células tumorales
de rifion no tratadas que representaban la respuesta proliferativa maxima, esto es, 100%).

Como se muestra en la figura 4, la proteina 168A-T2 inhibié hasta el 20% de la proliferacion de una linea de cancer de
rifén (BizX).

Ejemplo 6: Prueba de inhibiciéon de una proliferacion de linea celular de cancer de pulmén por 168A-T2 in vitro
Las células Calu6 se cultivaron y se trataron como se describe en el ejemplo 5.

Como se muestra en la figura 5, la proteina 168A-T2 inhibié hasta 40% de la proliferacién de una linea de cancer de
pulmén (Calub).

Ejemplo 7: Expresion de la proteina 168A en muestras tumorales

Se cribaron un nimero de muestras de tumores humanos diferentes para la expresion del gen 168A. Para cada muestra
patoldgica, la periferia del tumor se separd del nucleo del tumor, y la expresion del gen 168A en estas dos areas se
compard después de la extraccion de ARNm seguido de RT-PCR.

Muestras de tumores renales

Se analizaron 19 biopsias patoldgicas de tumores renales. En 11 de 19 pacientes, la expresion de 168A fue mucho mas
alta en el nucleo que en la periferia del tumor. En 8 pacientes de 19 pacientes, la expresion de 168A fue mucho mas alta
en la periferia del tumor que en el nicleo.

Muestras de tumores pulmonares

Se analizaron 40 biopsias patolégicas de tumores de pulmén humano. En 23 de 40 pacientes, la expresion de 168A fue
mucho mas alta en el nucleo que en la periferia del tumor.

Muestras de tumores de colon

Se analizaron 33 biopsias patolégicas de tumores de colon humano. En 13 de 33 pacientes, la expresion de 168A fue
mucho mas alta en la periferia que en el nucleo del tumor.

Ejemplo 8: Prueba de 168A-T2 en el modelo de xenoinjerto de cancer de pulmoén de células no pequefias humano
(CALU-6) en ratones suizos desnudos in vivo

Preparacion de células CALU-6

Se cultivaron células CALU-6 como células adherentes en medio EMEM completo (Ref. CM1MEM18-01, lote No.
462502, Eurobio, Francia) 10% de suero de ternera fetal (FCS; Ref. CVFSVF0001, lote No. S13021, Eurobio, Francia)
en una atmosfera humidificada a 37 °C y CO; al 5%. Se amplificaron en matraces de 75 cm? para alcanzar 90x108
células.

A DO, se recogieron células CALU-6 (carcinoma de pulmoén humano) de matraces de 75 cm? eliminando el medio y
afadiendo 3 ml de tripsina-EDTA (Ref. CEZTDAOO-OU, lote No. 633920, Eurobio, Francia). Después de 5 min de
incubacion a 37 °C, las células se desprendieron del plastico y la reaccion enzimatica se detuvo afiadiendo 3 ml de
medio EMEM que contenia 10% de suero de ternera fetal. Las células se centrifugaron a 700 g, durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se resuspendieron en medio de cultivo EMEM libre de suero. Las células se contaron y se
evaluo la viabilidad mediante exclusion con azul tripan (Ref. CSTCOL03-OU, lote No. 434511, Eurobio, Francia). El
numero de células CALU-6 viables fue > 99%. El nimero de células se ajustd entonces a 25x10° células/ml en medio
libre de suero.

Induccién del tumor

Se anestesiaron treinta ratones suizos desnudos femeninos sanos mediante inyeccion IP de Ketamina-Xilazina (80
mg/kg-12 mg/kg, Ref. K-113, Sigma, Francia). Las células CALU-6 5x10° células/raton en 200 pl de medio libre de
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suero) se implantaron luego subcutaneamente en el flanco derecho de cada ratdn. Los ratones se observaron durante 2
horas después de la implantacion.

Programa de tratamiento

En D12 después de la implantacion de las células CALU-6, los treinta ratones se distribuyeron aleatoriamente en cuatro
grupos de 5 ratones. Los volumenes tumorales habian alcanzado 54 a 296 mm? y los volimenes tumorales medios no
fueron estadisticamente diferentes entre los grupos después de la aleatorizacion.

El programa de tratamiento, que comienza el D12 y termina el D28, se resume en la tabla 2.

- Los animales del grupo 1 se trataron con la solucién del vehiculo (Tris-HCI pH 7.5, urea 2 M, NaCl 150 mM, CaCl2 0.1
mM)

- Los animales del grupo 2 se trataron con una solucion de cisplatino en suero fisiolégico a una concentracion de 0.5
mg/mL (CDDP, dicloruro de cis-diaminaplatino (ll), Ref. P4394, lote No. 014K0993, Sigma, Francia, pureza 100%, PM
300)

- Los animales del grupo 3 se trataron con el vehiculo suplementado con la sustancia de prueba 168A-T2 a una dosis de
15 mg/kg.

- Los animales del grupo 4 se trataron con el vehiculo suplementado con la sustancia de prueba 168A-T2 a una dosis de
15 mg/kg, y recibieron ademas 5 mg/kg de CDDP. Las inyecciones en los grupos 1, 2, 3 y 4 se realizaron segun los
programas Q2DX8, esto es, 1 cantidad cada dos dias, ocho veces.

Se observaron ratones durante 2 horas después de la inyeccion. Se uso6 ketamina/xilazina (80 mg/kg - 12 mg/kg, Ref. K-
113, Sigma, Francia) para anestesiar los animales antes del sacrificio por dislocacion cervical. Para todos los animales,
el tamafio del tumor se midio dos veces por semana con pinzas. El volumen del tumor (mm?3) se midi6 segun la férmula:
(longitud X ancho?)/2.

Estudios estadisticos
Se calcularon los datos descritos a continuacion:
- Las curvas de crecimiento tumoral se extrajeron usando los volimenes tumorales medios (MTV),

- El volumen relativo de tumor medio (MRTV) se calculé como la relacién entre el MTV en el tiempo t y el volumen en el
momento de la inyeccion (t = D12),

- La inhibicion del crecimiento tumoral (T/C,%) se evalué como la proporcion de los volimenes tumorales medianos de
los grupos tratados frente al grupo de vehiculos.

Se realizaron analisis estadisticos de volumenes tumorales (TV), tiempo para alcanzar "TV", tiempo de duplicacion
tumoral (DT), volumen del tumor relativo (RTV) e inhibicién del crecimiento tumoral (T/C) para todos los grupos. Los
datos se expresan como la media + SD. Los grupos de datos se distribuyeron normalmente. Se realiz6 un analisis
univariado para evaluar las diferencias entre los grupos. La significacion estadistica se determiné usando la prueba t de
Student. Un P <0.05 se consideré como estadisticamente significativo. El analisis estadistico se realizé usando XLSTAT
(Addinsoft, Francia).

Peso corporal

Como se muestra en la tabla 3, el vehiculo no tuvo impacto: el comportamiento del ratén y la ganancia de peso corporal
fueron normales y ninguin animal murié prematuramente. No se observo toxicidad durante el curso del tratamiento con la
sustancia de prueba 168A-T2 a la dosis de 15 mg/kg, se observo una ligera ganancia de peso corporal (+ 2,45 g).

En contraste, se observo una toxicidad importante en los grupos 2, 4 tratados con CDDP (-2,70 g y -2,35 g de pérdida
de peso corporal, respectivamente). La diferencia entre el grupo 1 versus 2 y 4 y el grupo 3 versus 2 y 4 fue
estadisticamente significativa (p <0.0001) pero la diferencia entre el grupo 2 y 4 no fue estadisticamente significativa.

Tabla 2
Grupo | Animales | Tratamiento Ruta de Dosis de tratamiento Volumen de Programa de
n administracion (mg/kg/adm) administracion | tratamiento
1 5 Vehiculo IP 0 10 mi/kg Q2DX8
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2 5 Cisplatino IP 5
3 5 168A-T2 P 15
4 5 168A-T2+ P 15

Cisplatino 5

Q2DX8

Q2DX8

Q2DX8

Tabla 3: Peso corporal medio (MBW) de los ratones con tumores CALU-6 tratados con el vehiculo, CDDP a 5 mg/kg
(programa Q2DX8, G2), 168A-T2 a 10.0 mg/kg (programa Q2DX8, G3), combinado 168A-T2 a 10.0 mg/kg y CDDP a 5

mg/kg (programa Q2DX8, G4) en D12 y D28.

. Dosis de MBW at D12 | MBW at D28 | MBWC DI2-D28
Sustancia de .
Grupo tratamiento (9) (9) (9)
prueba
(mg/kg)
1 Vehiculo 0 2235+117 | 2440+1.19 +2,36 (+ 0.59)
2 Cisplatino 5.00 2140+0.85 | 18.69+1.97 -2.70 (x 1.57)
3 168A-T2 15.00 21.74+0.89 | 24.20+1.37 +2.45 (+ 0.65)
4 168A-T2+ 15.0 + 5.00 20.74+£1.41 | 18.39+£0.74 -2,35 (£ 1.99)
Cisplatino

Los resultados del volumen del tumor medio (MTV), el volumen del tumor relativo medio (MRTV) y los parametros de
crecimiento tumoral (T/C) se muestran en las figuras 6, 7 y en las tablas 4, 5 y 6.

La MTV (Tabla 4, Figura 6) se disminuyé en D28 en ratones del grupo 2 tratados con CDDP (742,44 mm?3) en
comparacion con ratones del grupo de vehiculos 1 (1233,44 mm?3). El MTV en D28 también disminuyé en el grupo 3

10 tratado con la sustancia de prueba 168A-T2 a 15 mg/kg con 1 inyeccion por dos dias (615,96 mm?3). La disminucion mas
importante de MTV se obtuvo para los animales del grupo 4 (317,17 mm?3). La diferencia entre el grupo 1y los 2 grupos
tratados con la sustancia de prueba alcanza la significancia estadistica (p <0,0001 vs 4 - p = 0,003 vs 3). La diferencia
entre los grupos 2 y 4 también fue significativa (p = 0,001). Por el contrario, no se observo diferencia estadistica entre el
grupo 2 (CDDP solo) y el grupo 3 (168A-T2 solo).

15 Tabla 4: Volumen del tumor medio (MTV) de animales portadores de células CALU-6 y tratados con vehiculo (grupo 1),
CDDP solo (grupo 2), 168A-T2 (10.0 mg/kg) (grupo 3) o combinado con 168A -T2 y CDDP (Grupo 4) segun el
tratamiento Q2DX8 programado.

MTV(mm?3)
Grupo D12 D14 D16 D18 D20 D22 D24 D26 D28
1 142,61 252,49 365,52 522,27 784,61 588,53 803,89 1044,02 1233,44
2 142,60 351,15 291,29 329,18 386,84 470,59 595,00 527,98 742,44
3 159,22 181,94 264,20 322,99 391,90 485,42 642,24 524,95 615,96
4 137,68 157,35 250,14 226,39 290,70 311,24 387,85 334,10 3171

Estos resultados se confirmaron mediante el andlisis de la MRTV (Tabla 5, Figura 7). La MRTV para animales del grupo

20 1 fue 8,24 en D28. Para los animales del grupo 2, esto es, tratados con CDDP, la MRTV en D28 era 5,98; para los
animales del grupo 3, esto es, tratados con 168A-T2 (15 mg/kg), la MRTV en D28 fue 4,51; eventualmente, para
animales del grupo 4, esto es, tratados tanto con CDDP como con 168A-T2, la MRTV fue 2,18.
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Tabla 5: Volumen tumoral relativo medio (MRTV) de animales portadores de células CALU-6 y tratados con vehiculo
(grupo 1), CDDP solo (Grupo 2), 168A-T2 (10.0 mg/kg) (Grupo 3), o combinado con 168A-T2 y CDDP (Grupo 4) segun
el tratamiento programado Q2DX8.

MRTV
Grupo D12 D14 D16 D18 D20 D22 D24 D26 D28
1 1 1,83 3,17 2,51 3,68 4,16 5,68 7,49 8,24
2 1 3,11 2,39 2,66 3,08 3,70 4,84 4,11 5,98
3 1 1,15 1,93 2,08 2,60 3,47 4,83 4,14 4,51
4 1 1,09 1,80 1,70 2,10 2,28 2,72 2,33 2,18

Como se muestra en la tabla 5 y la figura 7, la MRTV alcanzé 2,18 en D28 para los animales del grupo 4, lo que
confirmo la eficacia sinérgica de 168A-T2 con cisplatino. Ademas, el cisplatino usado solo (grupo 2) o el 168A-T2 usado
solo (grupo 3) mostré una MRTV cercana en D28, lo que sugiere que 168A-T2 también es un potente agente antitumoral
monoterapéutico.

Tabla 6: Inhibicién del crecimiento basada en la proporcion T/C

Proporcion T/C (%)

Dia D14 D16 D18 D20 D22 D24 D26 D28
G2 -70% 24% -6% 17% 1% 15% 45% 27%
G3 37% 39% 17% 29% 16% 15% 45% 45%
G4 40% 43% 32% 43% 45% 52% 69% 74%

La proporcion T/C (Tabla 6), que es un parametro de la inhibicion del crecimiento tumoral, revel6 una ligera actividad
antitumoral de la sustancia de prueba cuando se us6 como monoterapia ya que redujo en un 27% el tamafio del tumor
en comparacion con el grupo 1 tratado con vehiculo. Sin embargo, cuando se combiné con CDDP, la tasa de inhibicién
alcanzo una reduccion del 74% del tamafio del tumor en relacién con el grupo 1 tratado con vehiculo.

Estos resultados demuestran directamente que 168A-T2 tiene una potente actividad antitumoral cuando se usa solo o
en combinacién con un agente citotdxico tal como CDDP.
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gacagcacce
agctcgect ¢
gatgttageca
cacaacagga
acctggcet ag
gat gaccccea

cgattcacgg
gagetgettg

ccaggeggag
cggeggggaa
cct cgaggee
gagt ccccac
tcagt gact a
gcagetttgt
agcgget gea
acat agagaa
at gceact gt
t gcacgt ggg
t cgaget geg
gggaggt gca
t ccaccegag
t gggcagega
acaggt gt at
aggccgl gga
agaatgtgtc
gagccgat ga
tacct goot o
atgttgettt
aagaaaact ¢
gct ggcacaa
aaccagact a
cagagcet gge
tttcgtogta

cagt cat gga

13

gagcgocogac
ggaggaggag
getgetget g
agcgaccct g
t gat ggccee
goagettgea
§aggggcgag
cgt ccageet
ccagggaaac
ccecagegeg
ctgcact gec
ccgeggeceg
cct ggggt ac
cgcct accge
cgt cagcgag
agt t gccace
t gt gact gaa
cgt ceggece
ccgegtgttg
gagtcat gt g
tggct act at
agt ggcagag
ccaggt gt ac
atgccgggt g
ctacaggat g

cggagact gg

t ct ggageag
ggggagagt ¢
geget cet gt
gt t cgagt gg
agcgagceaaa
agcacet ggg
atcctgttaa
t cagaccaag
t at gaggaca
cggecoocoege
gcet cegeet
gccaggegga
gagcagcget
ct ct cagt gt
tgoat cgeeg
gt ggt gal cc
goaaaggaac
gaggt gacgt
gegegget t g
gal gcacget
tact gecacg
gecegtgtctt
ct gaat get t
gt ggacacga
aaccggegea

acgct aaaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
800
660
720
780
840
goo0
860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



at ggagagag
cagacacgt t
gtgttgtgtc
t ot ccaagec
ggcagocaaa
ccaagaat at
acct ctccag
agct ggagaa
aggat gagt t
gcat ggt gac
t ot ccaat cc
attcagacac
1 cgagggage
actetittgn
tgaccacctc
aattcttget
tgact ccatg
agoeogt ttt
t cggegt cgg
cccaciggtg
cgat ggagat
ttggogeaag
ctctcotaatc
ggacalgttt
tgtgtgtett
actgotttat
t gaggaaggy
i gagagccag
cccgget gac
cococaccoee
cttettattg
tttetittgt
ggct ¢l ccac

tacacagcca

gagcaagcag
caatitcegg
t goct ggace
tgttaacata
gootitettt
t aagt cgeca
t coccaat gaa
t t ggacagat
ccgel at cga
ageet gt ot
tattgagata
accat cagt a
agcact ggat
cct ggacaag
ccggagggac
gcaagt goat
got gaagt ca
tataactgtg
t ot gt ccacg
t 1 gt aagaag
goact aggcet
aagaggacag
t caggt ggga
accagecacac
cccaact goca
agatcctctg
gt gat ggcat
citccgegtt
agacaacaca
tattttcagg
agcccaact g
atttgtttte
t gagcacct t

cctetgtocea
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cgogeccagg
at ccaaagga
aaacagcgga
ttttgggeat
gcl goccgpaa
cgetactctg
acgaagt aca
gcat cacggg
at gt accaga
cet gt caggg
gacttcceaaa
at t cgggoag
ccagat gaca
get cet gt ge
t ggaagageg
ggct cocgagg
ccaacaggt t
aagat ggatg
gt cat cgoge
gaggt t cagg
ggccegggag
tgatattita
cttggogetc
ggctottott
getttttaat
acttgtgtogt
gcggagt t ot
ggaggcacgt
gacct gt goc
ggtttagact
ctittttttt
t gt gagagca

at cttgecac

agocagt aag

at ggagact t
ct acagagaa
acaacagctg
t agaagattc
atacatttga
ttctcatcat
tcatctct ot
t ggat ggegt
ctcaggtctc
geagectttg
cct caggt co
at ct gat caa
tggectttqga
tectgtette
acct cagect
accaggact t
ccl ggcagaa
t get gaacqe
tcctgtocotg
agacacggceg
gggagt gaca
agacaaagtg
tctettttot
ccocacggcac
gottaacctt
gtttataget
ttatcttcag
gttcagagag
gaagqct aat
acatttgaaa
ttttittttt
ct gaaat ggc
cttagcetta

aagggct gea

14

tattttttct
agacagaggc
ggt gaaaagce
cgtgettgtg
gat gactt gc
ggct gagaag
ggaccaggat
tgttttagaa
agacgcagog
gcgagaagea
tatatttaat
attgttctgt
tgt gt cctog
cet ggat cgg
ggagegegt g
t ggcaact ac
f0gaggcagag
ctt caagt at
t ot cat coggg
cgagegecge
pagggacgt t
tgttacacta
gcat gt caag
tttctgatgt
catctaattt
tttgtttcge
tgagaatgtg
ctgct gageg
ttgtggettt
tccaaacttg
gettctotge
agccct ggaa
agaat gaat a

2ggaagggga

aaggaacat a
aattattact
aaggat gt ct
gt gaaggcga
agagt at ctt
cct gt caogeg
tctgtggtga
azagt gcagg
ct gt accget
gecaaccagt ¢
gctt ot gt go
at cat cactg
tttgogot go
aaggocat ¢g
agtgtgetgg
tactgttceg
at ccact cea
ccettgetga
t act geaget
aggct cat gt
ct aggagcaa
daaaccagtc
tt ct gagege
azacaat cgag
tttttctcee
gogat tgtgg
cct goecgec
ccaccelct a
t acgaccct a
gagt at at aa
ccetttteea
tctacaattt
t gaagaaaaa

goat ggggac

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600



daggaaagga
aggaggagca
agagt ggt gc
tt1gtgoggag
igtccttcac
ctgactt caa
tcettcaggt
tatgtitige
agcoct gt aga
agagt agaca
t ggagecet cc
tcoccagt agg
ttatcttgac
tttgtttiga
cat gggccgg
ggttctgcac
aaggggacca
cccgggeectg
aggaagagga
tcctaactge
gagaacagat
atctattaaa
gtgettaget
ct cgatgatg
ctgecagtica
tggget goee
cal t gi acca
at gt ggt gag
aagtgectctt
accgegtcte
ggattttitt
aagcct cgaa
aaaaaaaatyg
ctgact cacc

ccectcacee

t cagat acct
gaagagggat
caggt gcaag
caaeggcat t
acgt gct t gg
ggaat cagaa
cattttaagg
tttcctaata
gcagagt caa
gagatcttcce
cget cect ga
gttttctgag
tttgaaggat
gcaat aaact
atgagttgtg
ttatcaccga
t gcacat ggt
t ggt gggaag
cgaggecttg
tatttcagaa
atttaaacag
aggagat tca
tt ggacctga
gt agat gt ga
gggct ggagt
aagct gecatg
aggacct agt
at gcact ct t
ct agaacagyg
acacaggt gg
t cct aat cat
attcctgtaa
caaat cgact
aactgggcta

tcaccatctg
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get ccagt ag
cccacgaagt
ttagget aaa
ggt caccaag
gct ccttaac
attacctaga
tccactgeoag
gggacat gaa
gageggtgtg
acatcccagg
agt gt ctcge
gct cget ggt
ctaacactge
aat acaaaat
ctcetectgg
gtcgeeecig
agaaacatia
acgggcaaca
ttggcactag
gaggcagel t
gtgetgtatt
ggattttalt
cegogt gt gt
tgggtgetta
t gt taaggea
t cacet gagg
tcecttctagg
ttgttogtace
ttcctaccag
aattgcactt
aaaaat agce
attgtttact
ttttaacaac
aattttaatt

aggggetcee

ttgt gagoce
tattcttacg
gaagccacca
agicttgcag
cl gaaggcaa
agcaccat gt
ggggttagt g
ggaaacccag
cttigeccga
ctictgelge
ccect gecaca
gact cat gcc
tctetettce
gatggecatt
cl caccaltt
gaagcagat t
gattctgeat
agt atacecc
atttggglat
gt aggtgatt
agt aacagcc
gocacaggce
gt aaaaccat
cacactgtac
ttgacctceca
gctggcagga
gal at aaat t
aaat agggcet
cagcact ggt
cttaacaaaa
ccagaaagag
ttatgatgtt
tgttgagatg
taaaaatgta

tgagatcitg

15

actgtgtete
caget ggage
ctattcctet
ggggacccac
attgetact t
tttttctatg
agaaagggta
caaittgetg
ctgetcccat
tgecttt aaaa
geact ggeet
ctaattgcaa
aaaggggaaa
cat gt gcagce
cececct getc
cceat t gagt
t gacagt agc
accagggect
tttctgeatg
gt acaagt ga
agtgcecettt
cttcttagta
ggact gagt ¢
cttitecttt
ceccacct gec
aggggcgaga
t ccaggaat g
ccccacccea
gi gaat gaaa
aggaacttta
cct aaget at
t acat acacg
tttcat goga
titatttgag
gt agaggagg

aggggact cc
caggagggi ¢
ctecttgeeea
agat at gcca
gcaagact ga
accttttcag
tactttgtgg
t1at gt gaat
caggaat agg
gct ct gt cot
ttcggaagea
tcctetgett
aaaagattca
tetttgteac
ccccacagec
tttccecace
ctitecttgg
gagt gact ag
tcataacata
gaatt aaaga
cagcecettge
ggaagaaagg
acageagaca
catactgatg
ccat gt ccac
aat cccaggg
tgtatttita
ccoet gegac
gagagaccca
taaaagtttg
gttcagat ag
tticactttyg
cagt agaact
tgtetttece

cceetectge

3860
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700



<210> 2
<211> 924

<212> PRT

ccagaccttc
catgaltttg
gcaat act ac
gaggaagaag
tgat aaat at
acat aaggat
atccaat gtt

gcaccatttg

<213> Homo sapiens

<400> 2

Sar

Lys

Leu
50

Arg
65

Gy

Va

&
o

Hu

Ay

Al a

Ay

Thr

u fArg

Al a

Tyr

gtttgtttce
t cact gacat

acaact t got

ggaact ggga

gt gt gcagat
ct gcagaat t

at at gaact a

ttttttattt

G u Ser

Ala Ala

20

Gu Ju

Ser Arg

Arg Val

G u Leu

@n Asn

100
Al a
Leu
Va

Edu

Lys
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ccggt ggcec
ct gl gagecea
actttcagaa
tttggotaag
ccet agaaga
ttcegt agac
attgtattgt

cat t aaagga

Ala dy

Gy Qy
Gy Ser

Leu
55

Pro Leu

Val Arg

70

Val

Vgl Ile Pro

85

Phe Asp Trp

Ser Thr Trp
Arg

Leu

Ser
165

ttgetictig
azgact gage
aacttitttt
ttctcctcea
gaaaacgect g
aaagaaagga
tttatactgt

agittaattt

Ala Arg

Arg Oy

25

Arg Ser

40

Leu Ala

Fro Thr

Cys Asn

Ser Phe

105
Val

[le
Asn

Lys

Sar Thr

16

Pro

10

Arg

Leu

Al a

Va

90

Sar

Gy

Leu

Va

Asp

ctttgcagac
ctitttgoca
tagctt cace
ctgtttgace
actttctttt
tcttgtgtat

gaccacaaat

Arg Arg

Gy Ay

Arg Al a

Sar

tgcet goage
ggaat aat aa
gat gacaaca
aaattctcag
t aagt gt ggc
ttttgtceat

att at gcaat

Arg Ser Ala
15

Al a
30

Met Gy

45

Ser
g0

Leu

Thr
75

Leu
Ser Asp

Leu

Fhe

ey
[=lia]

Leu

Pro

Thr

Leu

Va

Tyr

Gy

Arg

Ser

Va

Ala Leu

Arg Val

Asp Gy

g5

Ser

Leu

Thr

Asp

An

5760
5820
5880
5840
6000
6060
6120
6160

Asp

Ay

Arg

Cys

Va
80



Tyr

Gy

Pro

His

225

Va

ASD

Sar

Gy

Asp

Thr

Val

385

Tyr

Tyr

Pro
Phe
210

Leu

Leu

Al a

Tyr

290

Ser

Lys

Val

Leu

370

Hi s

Hi s

Asp

Sar
185

Arg
Tyr
2%5
Arg
Ile

Va

Leu

Al a

Pro

Thr

180

Leu

Leu

Leu

Tyr

260

Arg

Leu

Leu
340

g Pro

Gy

Ser

Leu

Va

420

Asp

Va

2 Arg

Arg

Leu

Thr

245

Hs

Leu

lle

Arg
325

Asp

Frao

Va
405

Tyr
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an
Pro
Cys
Trp
230

Hi s

Va

Lys

310

Leu

Va

Arg

Hi s

390

Arg

Leu

Va

Va

Pro

hr
215

r Ay

rVal

Ser
295

Thr

Thr

Va

avs

Va

Asp

Trp

Ser

Va

Lys Val

185

Pro Ser

AlaAa

Val Hi s

Gy Arg

Asp Val

265

Ser Arg

280

Gu Trp

Val Gu

Val Pro

Cys Asn

345

Trp Ser

Leu Ala

Aa Leu

Val Ser

425

Ser Pro
440

Tyr Leu

17

Leu

Leu

Ser

Arg

Phe

250

Arg

Va

Lys

Ile

Phe

Arg

Ser

Qy

Al a

Aszn

Al a

Sar

Aa

Leu

Leu

Thr

Ser

Leu

Gy

Al a

Asp

Leu

Ser

220

Pro

Pro

Asp

Ser

Eu

Thr

\a

Thr

Arg

Asp

380

Va

Asn

Asn

Va

Ser

Ser

Arg

Pr o

Al a

Ay

Thr

Al a

285

Val

Sar

Asp

Met

365

Arg

Asp

Ser

Arg

Gy

445

Lys

Leu

190

Leu

Arg

Leu

Va

270

Asp

Qy

Va

Val

Arg

Pro

Asp

Gy Tyr

Ser
430

Va

Va

Ay

Hi s

Arg

ay

255

Gy

Gn

Asn

e

Asp

Ser

Arg

Trp

Thr

Pro

Va

Thr
Ser

240

Tyr

Gy

Trp

Asp
Ser
Leu
Ser
400

Tyr

Trp

Ay



Phe
465

Phe
2435

Val

Sar
625
Leu

Sar

Val

Trp
705

450

Ay

Arg

Ay

Asp

530

Arg

Val

Asp

Val

Asn

610

Pro

Sar

Val

Val

Thr

890

Ser

Asp

du

Arg

Gy

Il e

Val
Leu
595

Thr

Arg

Val
Leu

675

an

Prao

Asp

Al a

Ser
500

p Trp

Asp

Al a

Phe

580

Val

Phe

Tyr

Pro

Val

Val

e

Pro

Asn

485

Asp

Thr

Phe

Arg

Trp

Ser

Val

Ser

Asn

645

Leu

Lys

Sear

Arg

Gu
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Thr
470
Val

Asn

Leu

Thr

280

Thr

Lys

Lys

bt

Val

630

Gu

Gu

Val

455

Arg

Val

Lys

Phe

535

Thr

Lys

Pro

Al a

Thr

615

Leu

Thr

Asn

Al a
B95

Asp

Leu
Phe
Val

Tyr
520

Sar

Val

Arg
Cys
Ile
Lys

Trp

Gy
Leu

Phe

Al a

Thr

Thr

505

Ay

Lys

Ar g

Asn

585

Lys

Met

Tyr

Thr

B65

Asp

Leu

Trp

18

Cys
Val

480

Sar

Asp

Asn

570

Ile

Prao

Val

Tyr

Arg

Thr
730

Asn

Phe

Lys

Al a

Fhe

460

g Val

Trp

Leu

Thr
540

g ay

Trp
Pro
Ser
g20

Lys

Ser

Arg

Cy
700

Al a

Val

Tyr

Leu

Lys

Asp

Asn

Trp

Al a

Phe

605

Lys

Pro

Lau

Arg

Tyr

Met

Al a

Pro

Asp

Thr

Tyr

Val

Leu

590

Fhe

Val

Asp

Val

670

Arg

Val

Thr

Il e

Thr

Arg

Val

Arg

Phe

Tyr Cy

Lys

du

Al a

[le

Ay

Asp

et

Thr

Ser

Phe
735

Lys

Vet

Met

Al a

Asn

Asp

Qy

Tyr

Al a

Leu

720

Asn



Al a

Lys

Asp

Asp

785

Thr

Ser

Phe

Gy

Thr

865

Qy

Tyr

Arg

<210> 3

<211> 327

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 3

atggeelttg

ctcotgtott

gacct cagec

gaccaggact

tcctggeaga

gt gct gaacg

Leu
Mat

770

Lys

Val

Gy

Ser

850

Val

Val

Val

Phe
752

Leu

Asn

835

Trp

Lys

Qy

Sar

Hi s
740

Oys

Phe

Pro

Arg

Met

Leu

Ser
300

Asp

Wa

Arg

Phe

Tyr

Lys

Asp

Ser

885

Arg
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Asp

Va

Leu

790

Asp

Leu

Cys

Va
870
Thr

Trp

Leu

Thr

Thr

Ser

775

Leu

Trp

Leu

Ser

Leu

Va

Met

Va
T80
Trp

Ser

Lys

Va
840

e

Ser
920

Sar

745

Gu

Phe

Ser

Sar

Wal

825

Thr

Ala

Gy

Lys

het

Va

Gy

Al a

Leu

Asp

Hi s

Pro

Hi s

Phe

Leu

890

Lys

Gu

(-]

Al a

Val

Asp

Lau

Ay

Trp

Ser

Lys

Leu

du

et

Arg

Al a

Arg

Sar

Ser

Va

Lys

660

Tyr

Ser

Va

Asp

Gy

Leu

765

Ser

Lys

Lau

Lys
845

Pro

Pro

Asp

750

Asp

Phe

Gy

Gu

Asp

830

Ser

Val

Leu

Leu

Lau

Pro

Gy

e

Arg

Gn

Pro

Phe

Leu

Thr

Ile
Asp
Leu
Val

800
Val

Asp
Thr
[le
e
B&0
Ay

Arg

alglgtcclg gttlgeaglg
ccetggat cg gaagggeatc
tggagegegt gagtgtgetg
ttggcaacta ctactgttce
aggaggcaga gat ccactcc

ccitcaagta tecctga

caclctlltg gectggacaa goctcelglg

gt gaccacct cecggaggga ot ggaagage
gaattcttge tgeaagtgea tggetccgag
gt gact ccat gggt gaagt ¢ accaacaggt

aagcccgttt ttataactgt

gaagat ggat

19

60
120

240
300
327



<210> 4

<211 108

<212= PRT

<213> Hono sapi ens

<400= 4

Met Ala Phe Asp Val

1 5

Lys Ala Pro Val Leu

20

Thr Ser Arg Arg Asp
35

Val Leu @ u Phe Leu

50

Gy Asn Tyr Tyr Cys

65

Ser Trp Gn Lys Gu

85
Val Lys Met Asp Val
100

=210> §

=211= 1048

<212= ADN

<213> Hono sapiens

=220>

«221> sc feature

«222> (960)..(960)

«223= nisa ¢, g ©

<220>

=221> msc_feature

=222> [ 963)..(963)

<223> nisa ¢ Q@ o©

<=220>

<221> mac_featurae

=222> (977)..(978)

<223> nisa ¢ ¢

<220>

<221> msc_feature

<222> (981)..(981)

<223> nisa ¢, g

=220>

<221> msc_feature

<222>  (994)..(998)

<223> nis a ¢, Q4

<220>

<221> msc feature

<222> (998)..(998)
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Leu

Trp

Leu

Al a

Leu

Trp

Ser

Lys

An

Wal

Au

Asn

Phe

Ser

Sar

40

Val

Thr

A a

20

Ala

Leu

25

Asp

Hi s

Pro

His

Phe
105

Val
10

Asp

Leu

Ay

Trp

Ser

90

Lys

Hs

Arg

Ser

Sar

Val

75

Lys

Tyr

Ser

Lys

Leu

Gu

60

Lys

Pro

Pra

Fhe

Ay

Qu

45

Asp

Sar

Val

Gy
Ile
30

Arg
Gn
Pro

Phe

Leu
156
Val
Val
Asp

Thr

Ile
95

Asp

Thr

Ser

Gy
80

Thr



<2Z23> nisa ¢, g
220>

<221> msc_feature
222> (1012)..(1013)
<223> nis a, ¢, g,
<220>

<221> mec_feature
<222> (1019)..(1013)
223> nis a, ¢, g,
=220

<221> msc_ifeature
<222> (1023)..(1023)
<223> nis a, ¢, g,
<220>

<221> msc_feature
«222=  (1029)..(1029)
<223 nis a, ¢, g,
«220=

221> misc feature
<222> (1036)..(1038)
<223> nis a, ¢, g,
220>

=221> msc _feature
<222> [1047)..(1047)
<223> nis a, ¢, Q,
<400= §
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itcceeteta gaaataattt tgtitaactt

cat cat cat t
aaattecgaac
geettigatg
ctgteottcee
ctcagect gg
caggactitg
1 ggcagaagg
ct gaacgeccet
gaattcgage
agat cegget
at aact agca
aggaactata
oot gtggtgo
tegetttett
ggget ceet t
ggngat ggt t
centtettna

cttetgotct
gccageacat
totcctggtt
t ggat cggaa
agegegt gag
gcaact act a
aggcagagat
t caagt at cc
t cegt cgaca
gct aacaaag
t aaccccttg
tceggatt gg
ttacgcgeag
coctteettte
tagggtticeg
cacgt anngg

t agggnacct

ggt gecacge
ggacagecca
tgcggt gecac
gggcat cgt g
tatgctggaa
ctgttcegtyg
ccact ccaag
ct gaaccggg
aget t gegge
cccgaaagga
gggcct ct aa
cgeal gggac
cgt gacegot
tcgecacgt t
atttagtget
ncatccectg

tgttcenaa

t aagaaggag
gottetgota
gat ctgggt a
tettitggec
accacctcce
ttettgetge
act ccat gag
ccegittita
ctictcctca
cgcact cgag
agctgagttg
acgggtcttg
gcgeccetgt a
acacttgcca
cgeeggettt
tacggeecetc

at annngnt t

21

gt at acat at
t gaaagaaac
cegat gacga
t ggacaaggc
ggagggact g
agagt gecat gg
t gaagt cacc
t aact gt gaa
accatggecga
caccaccacce
gct get goca
eggggt tttt
gcggegeat t
gegeect age
ceccegt caag
gacceccasaa

ttcgeeotttg

gcaccat cat
caet got get
cgacaagat g
tcetgtgetce
gaagagcgac
ctccgaggac
aacaggttcc
gatggatgtg
t at cggat cc
accaccactg
ccgct gagea
t get gasagg
aagcgeggeg
gcecget ot
ct ¢t aaat cg
acttgattan

annt ggagnc

80
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1045



ES 2674710713

210> 6

<211= 151

<212= PRT

<213> Hormo sapi ens

<400> B
Met His Hs Hs Hs Hes His Ser Ser Gy Leu Val Pro Arg Gy Ser
1 5 10 15

Gy Met Lys Gu Thr Ala Ala Ala Lys Phe Gu Arg Gn Hs Mt Asp

Ser Pro Asp Leu Gy Thr Asp Asp Asp Asp Lys Met Ala Phe Asp Val
35 40 45

Ser Trp Phe Ala Val He Ser Phe Ay Leu Asp Lys Ala Pro Val Leu
50 55 B0

Leu Ser Ser Leu Asp Arg Lys dy Ile Val Thr Thr Ser Arg Arg Asp
65 70 75 80

Trp Lys Ser Asp Leu Ser Leu Qu Arg Val Ser Val Leu G u Phe Leu
85 90 95

W

leu @n Val Hs Gy Ser Ju Asp Asp Phe Gy Asn Tyr Tyr Cys

110

—_
=
L]
=]
[ s

Ser Val Thr Pro Trp Val Lys Ser Pro Thr Gy Ser Trp @n Lys Gu
115 120 125

Madulle Hs Ser Lys Pro Val Phe Ile Thr Val Lys Mgt Asp Val
130 135 140

Leu Asn Ala Phe Lys Tyr Pro
145 150

<210= 7

<211= 90

<212= PRT

<213= Homo sapi ens

<400= 7
Met Ala Phe Asp Val Ser Trp Phe Ala Val His Ser Phe Gy Leu Asp
1 5 15

Lys Ala Pro Val Leu Leu Ser Ser Leu Asp Arg Lys Gy Ile Val Thr
20 25 30

Thr Ser Arg Arg Asp Trp Lys Ser Asp Leu Ser Leu

Gu Arg Val Ser
35 40 45

Val Leu Qu Phe Leu Leu @ n Val Hs Gy Ser Au Asp G n Asp Phe
50 55 B0

22



Gy Asn Tyr
B5

Ser Trp @n

<210
=211
=212
<213=

<400>

8

IT
PRT
Hormo

8

Met Al a Phe

1

Lys Ala Pro

Thr Ser Arg

35

Val Leu G u

50

dy Asn Tyr

65

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

<400>

9
66
PRT
Horm

8

Met Al a Phe
1

Lys Ala Pro

Thr Ser Arg

35

Val Leu Qu

50

3y Asn

B5

210>
211>
<212>
<213>

10
51
PRT
Horro

ES 2674710713

Tyr Cys Ser Val Thr Pro
70

Lys Gu Ala Qu lle Hs
85

sapi ens

Asp Val Ser Trp Phe Ala
5

Val Leu Leu Ser Ser Leu
20 25

Arg Asp Trp Lys Ser Asp
40

Phe Leu Leu dn Val H s

Tyr Cys Ser Val Thr Prao
70

sapi ens

Asp Val Ser Trp Phe Ala
5

Val Leu Leu Ser Ser Leu

20 25

Arg Asp Trp Lys Ser Asp
40

Phe Leu Leu dn Val H s

sapi ens

23

Trp Val Lys Ser Pro Thr Gy
75 80

Sar
ag

Wal

10

Asp

Leu

Gy

Trp

Wal
10
Asp

Leu

Gy

H s

Arg

Sar

Sar

Val
75

H s

Arg

Sar

Ser

Sar

Lys

Leu

G u

Lys

Ser

Lys

Leu

du
B0

Phe

Gy

Phe

Gy

Leu
15
Va

Val

Asp

Leu
15
Va

Val

Asp

Asp

Thr

Phe

Asp

Thr

Ser

Fhe



<400= 10
Met Al a Phe
1

Lys Ala Pro

Thr Ser Arg
35

Val Leu Gu
50

<210= 11
=211= 37
=212= PRT
<213= Horm
=400= 11

Met Al a Phe

1

Lys AMla Pro

Thr Ser Arg
35

210> 12
<211= 20
=212= PRT
=213= Hormo

=400= 12
Met Al a Phe
1

Lys Ala Pro

«210= 13
=211= 270
212> ADN
=213= Horro

=400= 13

ES 2674710713

Ser Trp Phe Ala Va

Asp Val
5 10

Hs Ser Phe Gy Leu Asp
15

Val Leu Leu Ser Ser

Leu Asp Arg Lys dy
20 25

|l e Val Thr
30

Arg Asp Trp Lys Ser Asp Leu Ser Leu Gu Arg Val Ser
40 45

sapi ens
Asp ‘gal Ser Trp Phe Al a ‘;fgl Hs Sar Phe Gy I{gu Asp

Val Leu Leu Ser Ser

Leu Asp Arg Lys dy
20 25

le Val Thr
30

Arg Asp

sapi ens
Asp Val Ser Trp Phe Ala Val Hs Ser Phe Gy Leu Asp
5 10 15

Val
20

sapi ens

atggcctitg atgtgtectg gtttgogotg cactettitg gectggacaa goctcocetgtg

ctectgtott

gacct cagec tggagegegt

gaccaggact

ceet goat cg gasgggeatc gt gaccacct

cccggagoga of ggaagage
gaptgtgctg gaattctige tgeaagtgea togget ccgag

tggcaacta clactgttcc gtgactccat gggtgaagtc accaacaggt

tcctggcaga aggaggceaga gal ccacl oc

24

80
120
180
240
270
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=210= 14
211> 231
212>  ADN
=213= Horo sapi ens

=400= 14
alggcetitg atgtgtcetg gtttgegglg cactettitg gectggacaa ggetcetglg 60

ctcetgteott ccoctggat cg gasgggeat ¢ gt gaccacct cccggaggga ct ggaagage 120
gacct cagee tggagegegt gagtgtactg gaattcettge tgeaagtgea tggetccgag 180
gaccaggact tiggcaacta ctactgttec gtgactccat gggtgaagtc a 231

210> 15
211> 198
«212> ADN
<213> Hormo sapi ens

<400> 15

atggeetitg atgtgtectg gtttgegatg cactettityg gectggacaa ggetectgtg 60
ctocetgteott ccctggatcg gasgggeat ¢ gtgaccacct cccggaggga ctggaagage 120
gacct cagec tggagegegt gagtgtgotg gaattcttge tgeaagtgea tgget ccgag 180
gaccaggaci tiggcaac 198

=210= 16
<211= 153
=212= ADN
<213= Horo sapi ens

<400= 16
atggeetitg atgtogtectg gtttgeagtg cactettttyg gectggacaa ggetectotg 60

ctcectgtctt ccetggatcg gasgggeatc gtgaccacct ccecggaggga ct ggaagage 120
gacct cagec tggagegegt gagtgtgetg gaa 153

<210> 17

211> 111

<212= ADM

<213>= Horo sapiens

<400> 17
atggcetttg atgtgtectg gtttgegotg cactettttg gectggacaa gactcctgtg 60

ctcetgtctt ccctggatcg gasgggeatc gtgaccacct cccggaggga c 111

=210= 18

<211= 60

=212> ADN

<213= Hormo sapiens

<400> 18
atggcetttg atgtgteetg gittgeoggtg cectcottttg gectggacaa ggeteetgig &0

<210= 19
<211 37
212> ADN
<213> Hormo sapi ens

<400= 19

25



gacgacgaca

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

20
43
ADN

Homo

<400= 20
gaggagaagc

=210=>
211>
212>
<213>

21
172
ADM
hono

400> 21
ct cgcgagga

ccggagel gg
getecccgeceg
cgt tgget ot
tgggcaciga
actttgactg
aggt ggggtt
ggcggact ge
gocactacaa
cagt gcaggt
cgagcct gag
cgoceget gea
gcgt cet cge
accacagt gg
cecgoget ot
agcagggeaa
agccgacagt
iggacct gac
got cctt cag
accgtgatte
cctaccattt
tgtececetgtyg
ccoccaget gg
ccaaggt cec
agagt ggaga
gegacaat gt

agat ggcett

sapi ens

ccggt t cagg

sapi ens

gagcggagea
aageaggagga
ggcgageat g
ttgcegagag
gctggt cate
gagctteica
CGCAYCECAg
caacgacgcc
atgttcaacc
t aaagt gct g
cct gegggag
cacgcacct g
cotgaceeac
ggacgt gege
gt ct gecgac
ctggcaggaa
tct gcgagea
ctgtaacatc
caggat gecl
cctggt geac
actggttcgg
ggcaccegga
tgtggatgtg
cgggtttgeg
ggcgaat gt ¢
ggt gaccage

ES 2674710713

tgatgtgtcec

gat acttgaa

ggcgegegge
9944992ag9agg
gggegect gg
cgt gt ggt ga
cccl gcaacyg
tctitgggga
ct gt accagg
gt ggaget ce
cccagcacag
gccgact cece
ggggagcccet
gcget get gt
gagggcaggt
ctcgacaceg
caggget cot
at ccaagaaa
gct gt gecea
acaacagacc
gacagcacce
agcicgect e
gat gttagea
cacaacagga
acci ggct ag
gat gacccca
cgat t cacgg

gagctgettg

toggtttg

ggcgtt cage

ccaggeogag
€ggcggggaa
cctcgaggce
gagt ccceac
tcagtgact a
gcagettigl
agegget gea
acat aaagaa
at gccact gt
tgcacgt ggg
tcgagcet geg
gggaggt gca
tccacecgaq
t gggcagega
acaggt gt at
aggccgt gga
agaatgtgtc
gageccgal ga
tacctgostc
atgttgettt
aagaaaact ¢
gct ggcacaa
aaccagact a
cagaget ggc
tttcgtogta

cagt cat gga

26

aca

gagecgeoegac
ggaggaggag
gctgetgetg
agcgaccect g
t gat ggecee
ggagettgea
gaggggcgag
cgt ccagect
ccagggaaac
ccccagegeg
ctgcactgee
ccgeggecey
cect ggagt ac
cgect acege
cgt cagegag
agttgceace
t gt ggct gaa
cgt cecggeee
coacgtgttg
gagt catgtg
t ggct act at
agt ggcagag
ccaggt gt ac
atgceaggt g
ctacaggatg
cggggact gg

tct ggageag
ggggagagt c
gcget cct gt
gttcgagtgg
agcgagcaaa
agcaccl ggg
atcectgttaa
tcagaccaag
t at gaggaca
cggcceeege
gcet cegect
gccaggegga
gagcaqcgct
ct ct cagt gt
tggat cgeeg
gt ggt gat cc
goaaaggaac
gaggt gacgt
gegeggettg
gat gcacgct
tact gccacyg
geegt gt ot t
ct gaat get t
gt ggacacga
aaccggegea

acgct aaaat

37

43



at ggagagag
cagacacgtt
gtgttgtgtc
tctccaagec
ggcagccaaa
ccaagaat at
acctctccag
agct ggagaa
aggatgaaqtt
gcat ggt gac
ictecaat cc
attcagacac
i cgagggage
actctitigy
tgaccacctc
aattcttgel
tgactccatg
agocegtttt
tcggeat cgg
cccact ggt g
cgat ggagat
ttggogcaag
ctctectaate
ggacaigttt
tgrgigtitt
actgotttat
1 gaggaaggg
t gagagccag
cccgget gac
ccccaccecoe
cttttttitn
tttcttttgt
ggctct coac

lacacagocca

gagcaagcag
caatttccgg
t goct ggacc
tgttaacata
geetttett
t aagt cgeca
t cccaat gaa
tt ggacagat
ccgetatcga
agccet got o
t att gagat a
accatcagt a
agcact ggat
cctggacaag
€tggagggac
gcaagt geat
ggt gaagtca
tataactgtg
tctgtccacg
tt gt aagaag
ggact aggct
daagaggacag
tcaggt ggga
accagcacac
cccaactgca
agat cetotg
gt gat ggecat
cttcecgegtt
dgacaacacsa
tattttcagg
agccceaactg
atttgtttte
t gagcacctt

cctetgteca

ES 2674710713

cgggeccagg
at ccaaagga
aaacagcgga
t1t1gggcat
gctgeocggaa
cgetactctg
acgaagt aca
gcat cacggg
at gtaccaga
cet gt cagog
gactitccaaa
attcgggoag
ccagat gaca
getect gt ge
tggaagageg
ggctccgagy
ccegacaggtt
aagat ggatg
gt cat cggge
gaggtt cagg
ggcecgggag
tgatatttta
cttggcgete
ggctettctt
gctitttaat
acttgtgtot
geggagtt ot
ggeggcacgt
gacctgtgcc
gotttagact
ctittttttt
t gt gagagca

atcttgecac

gggeagt zag

at ggagactt
ct acagagga
acaacagctg
t agaagattc
atacatttga
ttcteatcat
tcat ¢t ct ct
t ggat ggegt
ctcaggtcte
gecagecetityg
ccicaggt cc
atctgat caa
tageetttga
tectgtette
acctcagect
accaggactt
cctggeagaa
t get gaacge
tcoctgtcetyg
agacacggcyg
gggagtgaca
aaacaaagtyg
tectottitct
cccacggcac
ggttaacctt
gtttatagcet
ttatcttcag
gticagagag
gaaggct aat
acatttpaaa
ttitittttt
ct gaaat ggc
cttageectta

aaggqgct gea

27

tattttttct
agacagaggc
ggt gaaaagc
cgtgetigtyg
gat gacttge
ggctgagaag
ggaccaggat
tgttttagaa
2gacgcaggq
gegagaagcea
tatatttaat
attgttctgt
tgtgtcectag
cet ggat cgg
ggagegcegtg
t ggcaact ac
ggaggcagag
cttcaagt at
t ct cat cggg
cgagcgecge
gagggacgtt
tgttacacta
geat gt caag
tttctgatgt
catctaattt
tttgtttcge
t gagaatgtg
ctgct gageg
ttgtggettt
tccaaacttg
gettetetge
ggccct ggaa
ggaat gaat a

2ggaaggaga

aaggaacat a
aattatt act
aaggat gt ot
gt gaaggcga
azagtatctt
cctgt cggeg
tctgtggtga
azagt gcagg
ct gt accget
gcaaccagt ¢
gcotictgtge
at cat cactg
tttgcagtge
aagggcat cg
agtgtgctgg
tectgttcecg
atccactcca
ccettgetga
tact gcaget
aggct cat gt
ctaggagcasa
azaaccagtc
ttct gagege
ascaat cgag
tttttectcee
gogattgtog
cctgeoecgee
ccaccctcta
tacgacccta
gagt at at aa
ccettttcoca
tctacaattt
t gaagasaas

ggat ggggac

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600



aaggaaagga
aggaggagca
agagt ggt gc
1t1gtgoggog
tgtccitcac
ctgacttcaa
teettcaggt
tatgtitige
ggccet gt aga
agagt agaca
tggagect cc
tceccagt agg
itatcttgac
fttgtttiga
cat gggecgg
ggttctgcac
aaggggacca
ceocgggectg
aggaagagga
tcetaact ge
gagaacaaat
atctaltaaa
gtgettaget
ctocgat gotg
ctgecagtica
tgagct geee
cattglacca
at gt ggt gag
aagtgetctt
geegegtctc
ggattttitt
aagccl cgaa
aaaaszaaatg
ctgactcacc

ceoct caccc

t cagat acct
gaagagggat
caggt gecaag
caaaggcatt
acgtgettgo
ggaat cagaa
cattttaagg
tttcctaata
gcagagt caa
gagatcttce
cgct cectga
gttttctgag
tttgaaggat
gcaat aaact
atgagtiglyg
ttatcaccga
t gcacat ggt
t ggt gggaag
cgaggecttyg
tatttcagaa
atttaaacag
aggagattca
ttggacctga
gt aaat gt ga
gggct ggagt
aagctgeatg
aggacct agt
at gcactctt
ct agaacagy
acacaggt gg
t cct aat cat
attcctgtaa
caaat cgact
aact gggcet a

tcaccatctg
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gct ccagt ag
cccacgaagt
ttaggctaaa
gat caccaag
gct ccttaac
attacctaga
t ccact gecag
gggacat gaa
gageggt gt g
acatcccagg
agt gt ctcge
gct cget ggt
ctaacact gc
aat acaaaat
ciecetecetgg
gt cgecectg
agaaacatta
acgggcaaca
ttggcact ag
gaggcagel t
gtgetgtatt
ggattttalt
ceggot gt gt
tgggtgetta
t gt taaggea
t cacct gagg
tecttctagg
ttgttgtace
ttcctaccag
aattgcactt
aaaaat agcce
attgtitact
ttttaacaac
aattttaatt

aggggetccce

ttat gaggcee
tattcttacg
gaagccacca
agtcttgcag
cl gaaggcaa
agcaccat gt
ggggttagtg
ggaaacccag
ctttgeccga
cttctgelge
cccct gocaca
gact cat gcc
tctctottce
gatggecatt
clcaccaltt
gaagcagat t
gattctgeat
agt ataccce
at tt gggt at
gt aggt gatt
agt aacagce
ggcacagace
gt aaaaccat
cacact gt ac
ttgacct cca
gctggcagga
g4t at aaatt
aaat aggget
cagcact ggt
cttaacaaaa
ccagaaagag
ttatgatgtt
tgttgagatg
taaaaatgta

tgagatcityg

28

actgtgtctce
caget ggoge
ctattcetct
ggggacccac
attgetact t
tttttctatg
agaaagggt a
caatttgetg
ctgctcecat
tgeittazaa
gcact ggect
ctaattgcaa
aaaggggaaa
cat gt gcagce
ceeceetgeie
cccat t gagt
tgacagt age
accagggecet
tttctgeatg
gl acaagt ga
agtgeceettt
cticttagta
ggact gagt ¢
cttiteettt
ccecacct gec
aggggcgaga
t ccaggaat g
coceccacccea
gl gaat gaaa
aggaacttta
cct aaget at
tacat acacg
tttcatggga
tttatttgag
ot agaggagg

aggggact cc
caggagggic
ctctigeeca
agat at geca
gcaagacl ga
accttttecag
tactttgtaq
ttatgt gaat
caggaat agg
gctct gt cct
tt cggaagea
tcctotgett
daaagattca
tctttgtcecac
cceceacagee
tttccecace
ctiteettgg
gagt gact ag
tcat aacata
gaat t aaaga
cagccctige
ggaagaaagg
acagcagaca
catactgatg
ccatgtcecac
aat cccaggg
tgtattitta
cccet gogac
gagagaccca
taaaagittg
gttcagat ag
tttecactitg
cagt agaact
tgtetttece

cceetectge

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4520
4880
4740
4800
4860
4920
4380
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700



ccagaccttc
catgaititg
gcaat act ac
gaggaagaag
tgat aaat at
acat aaggat
atccaatgtt

gcaccatitg

<210= 22
211> 863
218> PRT

=213>

<400= 22

et
1

Al a
Asp
Ser
@n
65

Thr

Asp

Gy Arg Leu

Leu Cys Arg
20

Ay Pro Ser
35

Ser Phe Va
50

Leu Tyr Gn

Ala Asn Asp

100
Ay Asn Tyr
115

His Val Gy
130

@y Gu Pro

Hs Thr Hig

gtttgtttce
t cact gacat
acaact t got
ggaact ggoa
gt gt gcagat
ctgcagaatt
atat gaacta

trttttattt

hormo sapi ens

Pro

Phe

Leu
165

Arg

En

Leu

Arg

70

Va

Lys

Asp

Arg

Val

Al a
55

Leu

Cys
Thr
Al a
135

Leu

Leu
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ccggt ggcce
ct gt gagcea
actttcagaa
tttgogtaag
cecct agaaga
ttccgtagac
attgtattgt

cattaaagga

Pro
Wa
Phe
40

Sar

Lau
Sar
Va
120
Ar g

Arg

Leu

ttgottcityg

aagact gage

aactttiitt

ttctcocecteca

gaaaacgetg

aaagaaagga

ttiatacigt

agittaattt

Leu

Arg

25

Asp

Thr

Arg

Hi s

Thr

105

Pro

Trp

Leu
10
Val

Irp

Fro

Val

Pro

Thr

29

Leu

Fro

Sar

Eu

A u

75

Lys

Sar

Lys

Pro

cittgoagac

cttittggea

tagcttcace

cigtttgace

act t

tctt

i

tctigtgtat

gaccacaaat

ddddadddaaa

Al a

Phe

Val

80

Ile

Thr

Val

Ser

140

Al a

Hi s

Leu

Val

Sar

45

Gy

Leu

Val

Asp

Lau

125

Leu

Sar

Arg

Ser
30

Fhe

Al a

Ay

tgcet geage
ggaat aat aa
gal gacaaca
aaattctcag
taagt gt gge
ttitgtccat

atiatgcaat

dd

ser

15

Asp

Leu

Pro

Arg

Pro

85

Thr

Asp

Leu

Ser

Pro
175

Leu

Tyr

Ay

Arg
B0

Val

5760
5820
5880
2840
6000
6060
6120
6172



Arg

Lau

Val

Asp

225

Gy

Val

Val

Arg

Pro

305

Asp

Al a

ERY

Ser

Val

J8b

Val

Asp

Tyr

Al a

Arg

Ay

g O
=g

e

Al a

Al a

200

Asp

Arg

Tyr

Trp

Thr

Pro

Thr

Arg

Val

Qy

Trp

Leu

Tyr

355

Trp

Qy

Lys

et

435

Met

Val
180
Eu

Asp

Ser

Asp

Thr

Val

Tyr

340

Tyr

Lys

Leu

Phe

Sar

420

Asn

Asp

Leu

Al a

Tyr

Lys

Val

Leu

Hi s

325

H s

Cys

Val

Al a
405
Gy

Arg

Ay

Al a

Arg

Val

G u

Leu

H s

Al a

Pro

390

ASp

Gu

Arg

Asp
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Leu

Tyr

Arg
215

Leu

Leu

Pro

295

Gy

Ser

Leu

Val

Asp

Asp

Sar

Trp

Thr

200

Leu

Ile

du

Arg

Asp

du

Ser

Pro

Val

Ser

360

Al a

¥r

Pro

As=n

Asp

Thr

Val

Al a
265
Leu
Val
Arg
Hi s
Arg

Leu

Val

Thr

Val
425

-eu

30

G u

Gy

Val

Ser

Al a

250

Al a

Thr

Thr

Val

Val

330

Asp

Trp

Ser

Val

g 0]
oc

Val

Lys

dy

Asp

Val

Cys

Trp

Leu

315

Val

Al a

Ser

Tyr

395

Leu

Fhe

Val

Tyr_

Arg

Val

Ar g

Trp

Ju

Pro

Asn

Ser

300

Al a

Leu

Ser

Pro

Pro

380

Leu

Al a

Thr

Thr

Ay

Phe

Arg

205

Al a

e

Val

Lys

Phe

Arg

Ser

Lys

€3
ww
o

Asn

Val

Ser
445

Gu

Leu

Al a

Al a

Asn

270

Thr

Ser

Leu

Hi s

Hi s

Ay

Al a

dn

Sar

430

du

Arg

Pro

Asp

Ser

Gu

Thr

255

Val

Thr

Arg

Asp

Val
335

Val

Ser

Val

415

Trp

Leu

Ser

Ay

Thr

Al a

dn

Val

Sar

Asp

et

Arg

Asp

Sar

Arg

Gy

Val

Tyr

Lau

Lys
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450 455 © 460

Gn Arg Ala Gn Asp Gy Asp Phe Ile Phe Ser Lys Gu H s Thr Asp
465 470 475 480

Thr Phe Asn Phe Arg Ile Gn Arg Thr Thr Gu Gu Asp Arg Gy Asn
485 44390 495

Tyr Tyr Cys Val Val Ser Ala Trp Thr Lys G n Arg Asn Asn Ser Trp
500 505 510

Val Lys Ser Lys Asp Val Phe Ser Lys Pro Val Asn |le Phe Trp Ala
515 520 b2b

leu Qu Asp Ser Val Leu Val Val Lys Ala Arg Gn Pro Lys Pro Phe
530 535 540

N

Fhe Ala Ala Gy Asn Thr Phe du Met Thr Cys Lys Val Ser Ser Lys
55

545 550

o
n
o
)

Asn Ile Lys Ser Pro Arg Tyr Ser Val Leu lle Met Ala Gu Lys Pro
5B5 570 575

Val Ay Asp Leu Ser Ser Pro Asn Gu Thr Lys Tyr Ile lle Ser Leu
580 585 590

Asp @ n Asp Ser Val Val Lys Leu Qu Asn Trp Thr Asp Ala Ser Arg
545 800 805

Val Asp Gy Val Val Leu Glu Lys Val Gn @ u Asp @ u Phe Arg Tyr

Arg Met Tyr A n Thr Gn Val Ser Asp Ala Gy Leu Tyr Arg Cys M
625 630 635 640

Val Thr Ala Trp Ser Pro Val Arg Gy Ser Leu Trp Arg Gu Ala Ala
645 650 6855

Thr Ser Leu Ser Asn Pro lle Qu lle Asp Phe G n Thr Ser Ay Pro
660 665 670

Ile Phe Asn Ala Ser Val His Ser Asp Thr Pro Ser Val lle Arg Ay
675 680 685

Asp Leu lle Lys Leu Phe Qys Ile Ile Thr Val Gu Gy Ala Ala Leu
690 695 700

Phe Asp Val Ser Trp Phe A a Val H s Ser

Asp Pro Asp Asp Met Al a
710 715 720

703

Phe @y Leu Asp Lys Ala Pro Val Leu Leu Ser Ser Leu Asp Arg Lys
725 730 735
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Ay lle Val Thr Thr Ser Arg Arg
740
G u Arg Val Ser Val Leu @u Phe
755 760
Asp G n Asp Phe Ay Asn Tyr Tyr
770 775

Ser Pro Thr @y Ser Trp @n Lys

785 790

Val Phe Ile Thr Val Lys Met Asp
805

leu Leu lle Gy Ile @y Leu Ser

820
leu Ile Gy Tyr Cys Ser Ser H s
835 840
Gu Thr Arg Arg Gu Arg Arg Arg
850 E55

<210= 23

<211= 2187

«212=  ADN

<213= homo sapi ens

<220=

<221= msc fealure

<2e2= (1037)..(1037)

<223> nisa, ¢, g o |

<220

<221 msc feature

222> (1236} ..(1236)

<223 nisa ¢, g, o

<400= 23

gtgcaltecag acacaccatc agtaattcgg

act gt cgagg gagcageact
gtgcactctt ttggeetgga
atcgt gacca cctcccggag
ctggaat tct tgetgeaagt
tcecgtgactc catgggl gaa
tccaagcoceg titttataac
ctgatcggeg tcggtetgte

agctcccact gotgttgtaa

ggat ccagat
caaggct cet
ggact ggaag
gcat gget oo
gtcaccagca
t gt gaagatg
cacggtcatc

gaaggagatt

Asp
745

Trp Lys

Leu Leu G n

Ser Val

du Ala Gu

Val Leu Asn

810

Thr
8258

Val lle

Trp Cys

Leu Mpt Ser

ggagat ctga
gacat ggect
gt gct cct gt
agcgacct ca
gaggaccagg
ggt tcctgge
gal gt gct ga
gggct cct gt
caggagacac

32

Leu
750

Asp

Val His

765

Thr
780

Pro Trn

H s Ser

Ala Phe Lys

Leu
830

Gy Leu

Lys Lys

845

Met Gl u
g80

Wert

tcaaattgtt
ttgatgtate
cttcectgga
gcet ggageg
actttggcaa
agaaggaggc
ecgcettcaa

cctgtctcat

ggegegageq

Ser Leu

Sar
Val

Lys

Pro
800

Lys

Tyr Pro

Sar

Val

Asp

ctgtatcatc
ctggtttgeg
tcggaaggge
cgtgagtgtg
ct act act gt
agagat ccac
gtatcecttg
cgggt act ge
ccgeagacte

60
120
180
240
300
380
420
480
540



atgtcgatgo
gcaatigggg
agt ccict ct
gcgeggacal
cgagtatgto
tccecact ggt
gt ggt gagga
cgecel gagag
fctacccgge
cctaccceac
ataacttott
tttocattte
caat t1gget
gaaaaat aca
ggggacaagg
gact ccagga
agggt cagag
tgcccat tgt
atgccatgtc
gact gactga
tttcagtcct
ttgtggtatg
gt gaal ggec
aat aggagag
fgtcettgga
gaagcat ccc
ctgetittat

gattcatttg

agat ggacta
caagaagagg
aat ci caggt
giltaccagce
ttttceccaac
ttatagatce
aggogt gat g
ccageltccg
t gacagncaa
cceetgtttt
attpgagccca
tittgtattt
ctccact gag
cagccacete
aaaggat cag
ggagcagaag
tggtgecagg
ggggggcaaa
cttcacacgt
cttcaaggaa
t caggt cat
ttttgeitte
t gt agagcag
t agacagaga
geet ceeget
agtaggottt
cttpacittg

ttttgagecaa
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ggcetggeccg
acagt gat at
gggacttgge
acacgqgcl ct
tgcagetttt
tetgacttgt
geat gcggag
cgl t ggagge
cacagacctg
caggggttia
actgeittit
gttttctgtg
cacctiatct
t gt ccaggge
ataccigetic
agggat ccea
tgcaagtt ag
ggeat tggte
gettgggetce

t cagaaalta
ttaaggtcea
ct aat aggga
agt caagagce
tcticcacat
ceoctgaagi g
tetgaggetc
aaggaictaa

tagactaata

ggaggggagt
tttaaaacaa
gclctcteott
lcilcoceocacy
taatggttaa
gtgtgtttat
ttetttatct
acglgttcag
t gccgaagge
gactacattt
trittttitt
agagenciga
tgeecaccita
aglt aagaagg
cagt agtigt
cgaagttatt
gct aaagaag
accaagagt ¢
ctiaacciga
ccl agaagca
ctgcaggagy
cat gaaggaa
gogigtgeitt
cccaggeite
tctcgoecece
gct ggt gact
cactgctectc

caaaat g

33

gacagaggga
agtgtgttac
tictgcat gt
geactiticlg
cettcatecta
ageittigit
t cagt gagaa
agagelgelyg
taatttgtog
gaaat ccaaa
titittgett
aat ggcagcee
gcet t aagaa
gct gecaagga
gaggccactg
citacgeage
ccaccact at
t1gcaggaag
aggcaaattg
cecatgtttit
ttagtgagaa
gcccageaat
gececegact ge
t got got geot
t gcacagcac
catgccct aa

tcticcaaag

cgitctagga
act aaaaacc
caagitciga
al gl aacaal
atittttite
tcgeggggtt
tgigecetgee
agcgeocacce
ctittacgac
ct1ggagt at
ct ct gococect
ctggaatcta
tgaat at gaa
a0gggaggat
tgtictcaggg

tggggecagg
tcetetetet

acccacagat
ctacttgcaa
tct at gacct
agggt at act
ttgetgttat
tcceocat cagg
tt aaaagctc
fggecetticg
ttgecaat cet

gggaaaaaaa

500

560

720

780

840

800

860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
16880
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2187
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO:3, en la que dicha secuencia de acido nucleico codifica para el
polipéptido de la SEQ ID NO:4 que tiene actividad antiangiogénica y antitumoral.

2. Un vector de expresion que comprende al menos una secuencia de acido nucleico segun la reivindicacion 1.
3. Un polipéptido de la SEQ ID NO:4, en el que dicho polipéptido tiene actividad antiangiogénica y antitumoral.

4. Un polipéptido segun la reivindicacion 3, caracterizado porque se produce mediante el vector de expresion de la
reivindicacion 2.

5. Un medicamento que comprende al menos una secuencia de acido nucleico segun la reivindicacion 1, o al menos un
vector de expresion segun la reivindicacion 2, o al menos un polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 3
a4.

6. Una composicion farmacéutica que comprende al menos una secuencia de acido nucleico segun la reivindicaciéon 1 o
al menos un vector de expresion segun la reivindicacion 2 o al menos un polipéptido segin una cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 4 y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

7. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 6, que comprende ademas al menos una otra sustancia activa
seleccionada entre sustancias antiangiogénicas o sustancias antitumorales.

8. Una composicién farmacéutica que comprende cantidades eficaces de:
- un polipéptido seguin una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4, y
- un complejo de platino seleccionado del grupo que consiste en cisplatino y carboplatino.

9. La composicion farmacéutica seguin una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, que esta en una forma apropiada
para administracion tépica, sistémica, oral, subcutanea, transdérmica, intramuscular o intraperitoneal.

10. La composicién farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en la que dicho polipéptido esta
presente en una cantidad desde 0.01 a 90% en peso, preferiblemente desde 0.1% a 10% en peso, mas preferiblemente
desde 1% a 5% en peso.

11. Un acido nucleico de la reivindicacion 1, o un vector de expresion de la reivindicacion 2, o un polipéptido de una
cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4, o un medicamento de la reivindicaciéon 5, o una composiciéon farmacéutica de
una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, para uso en el tratamiento de canceres y/o tumores.

12. El acido nucleico, el vector de expresion, el polipéptido, el medicamento o la composicién farmacéutica para su uso
segun la reivindicacion 11, en el que los tumores son tumores sélidos.

13. El acido nucleico, el vector de expresion, el polipéptido, el medicamento o la composicién farmacéutica para su uso
segun la reivindicacion 12, en el que los tumores sélidos se seleccionan de sarcomas, carcinomas y linfomas.
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