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DESCRIPCION
Produccion de polipéptidos glicosilados en microalgas
Campo de la invencion

La presente invencion esta dirigida a métodos para producir proteinas glicosiladas (glicoproteinas) en microalgas,
teniendo dichos polipéptidos glicosilados patrones de glicosilacion adecuados para fines terapéuticos.

Antecedentes de la invencion

Después de que el DNA se transcribe y se traduce en una proteina, el procesamiento adicional posterior a la
traduccion implica la unién de los restos de azucar, un proceso conocido como glicosilacion. Diferentes organismos
producen diferentes enzimas de glicosilacion (glicosiltransferasas y glicosidasas), y tienen diferentes sustratos
(azucares de nucledtidos) disponibles, de modo que los patrones de glicosilacién, asi como la composiciéon de los
oligosacaridos individuales, incluso de la misma proteina, seran diferentes dependiendo del sistema huésped en el
que se expresa la proteina particular. Las bacterias tipicamente no glicosilan las proteinas y, de ser asi, solo de una
manera muy inespecifica. Los eucariotas inferiores, tales como los hongos y levaduras filamentosas, agregan
principalmente azucares de manosa y manosilfosfato. El glicano resultante se conoce como un glicano de tipo “poli-
manosa” 0 un manano.

Por el contrario, en eucariotas superiores tal como los humanos, las células vegetales y las células de insecto, la
cadena lateral de oligosacaridos naciente puede recortarse para eliminar varios restos de manosa y alargarse con
restos de azucar adicionales que normalmente no se encuentran en los N-glicanos de eucariotas inferiores, tales
como hongos y levaduras filamentosas. Esta sintesis comienza con un conjunto de reacciones secuenciales en el
curso de las cuales los restos de azlcar se afiaden y eliminan mientras la proteina se mueve a lo largo de la via
secretora en el organismo huésped. Sin embargo, las enzimas que residen en el aparato de Golgi del organismo o
célula huésped difieren en sus especificidades y, por lo tanto, determinan los patrones de glicosilacion resultantes de
las proteinas secretadas.

Por lo tanto, el patrén de glicosilacion resultante de proteinas expresadas en células huésped eucariotas tales como
levadura, plantas o insectos, difiere sustancialmente del patron de glicosilacion de proteinas expresadas en
humanos y otros mamiferos.

Las primeras etapas de la glicosilacion de proteinas de mamiferos se pueden dividir en al menos cuatro fases
diferentes:

(i) los oligosacaridos unidos a lipidos se ensamblan mediante un conjunto secuencial de reacciones en la
membrana del reticulo endoplasmico (ER) y

(ii) la transferencia de este oligosacarido desde el pirofosfato de dolicol de anclaje lipidico sobre la proteina
sintetizada novo. El sitio de la transferencia especifica se define mediante un resto de asparagina (Asn) en la
secuencia Asn-Xaa-Ser/Thr donde Xaa puede ser cualquier aminoacido excepto prolina y acido aspartico.

(iii) el procesamiento adicional por glucosidasas y manosidasas se produce en el ER antes de que la
glicoproteina naciente se transfiera al aparato de cis-Golgi, donde los restos de manosa adicionales se eliminan
mediante a1, 2-manosidasas especificas de Golgi.

(iv) el procesamiento continia a medida que la proteina avanza a través del aparato de Golgi. En la mediana
del Golgi, un nimero de enzimas modificadoras, incluyendo N-acetilglucosaminiltransferasas (GnTI, GnTIll, GnTIII,
GnTIV y GnTV), manosidasa Il y fucosiltransferasas, afiaden y eliminan restos de azicar especificos. Finalmente, en
el trans-Golgi, galactosiltransferasas (GalT) y sialiltransferasas (ST) producen una estructura de glicoproteina que se
libera del Golgi. Es esta estructura, caracterizada por estructuras bi, tri y tetraantenarias, que contienen galactosa,
fucosa, N-acetilglucosamina y un alto grado de acido siadlico terminal que le da a las glicoproteinas sus
caracteristicas de mamifero.

En casi todos los eucariotas, las glicoproteinas se derivan de un precursor de oligosacarido unido a lipidos comun
GlcsMangGIcNAc,-dolicol-pirofosfato.  Dentro del reticulo endoplasmico, la sintesis y procesamiento de
oligosacaridos unidos a pirofosfato de dolicol son idénticos entre todos los eucariotas conocidos.

Sin embargo, el procesamiento adicional del oligosacarido central por las células de hongos, plantas o insectos una
vez que se ha transferido a un péptido que sale del ER y entra al Golgi, difiere significativamente de los humanos a
medida que se mueve a lo largo de la via secretora e implica en el aparato de Golgi la adicidon de varios azlucares
especificos del organismo.

Una fraccion significativa de proteinas aisladas de humanos u otros animales se glicosila. Entre las proteinas
utilizadas terapéuticamente, aproximadamente el 70% estan glicosiladas. Sin embargo, si una proteina terapéutica
se produce en un organismo huésped tal como levaduras u hongos, y esta glicosilada utilizando la via endégena, su
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eficacia terapéutica se reduce considerablemente. Dichas glicoproteinas son tipicamente inmunogénicas en seres
humanos y muestran una vida media reducida in vivo después de la administracion. Los receptores especificos en
humanos y animales pueden reconocer los restos de manosa terminales y promover la rapida eliminacion de la
proteina del torrente sanguineo. Los efectos adversos adicionales pueden incluir cambios en el plegamiento de
proteinas, solubilidad, susceptibilidad a las proteasas, trafico, transporte, compartimentacion, secrecién, actividad
bioldgica, reconocimiento por otras proteinas o factores, antigenicidad o alergenicidad.

En consecuencia, ha sido necesario producir glicoproteinas terapéuticas en sistemas huéspedes de animales, de
modo que el patrén de glicosilacion sea idéntico o al menos similar al de los humanos o en las especies receptoras
previstas. En la mayoria de los casos, se utiliza un sistema huésped de mamiferos, como el cultivo de células de
mamiferos.

Para producir proteinas terapéuticas que tengan glicoformas apropiadas y tengan efectos terapéuticos satisfactorios,
se han utilizado sistemas de expresion basados en plantas o animales. Los sistemas disponibles incluyen:

células de ovario de hamster chino (CHO), células de fibroblastos de raton y células de mieloma de ratén;
- animales transgénicos como cabras, ovejas, ratones y otros;

- levaduras (tal como S. pombe, S. cerevisiae, P. pastoris), bacterias (tal como E. Coli), hongos (tal como A.
nidulans, T. ressei);

- plantas (tal como A. thaliana, N. tabacum, M. sativa etc.);

- células de insectos (tal como S. frugiperda Sf9, Sf21, Trichoplusia ni, etc. en combinacién con baculovisus
recombinantes tales como el virus de polihedrosis nuclear multiple de A. californica que infecta las células
lepidopteras).

Las proteinas humanas recombinantes expresadas en los sistemas huésped anteriormente mencionados pueden
incluir ademas glicoformas no humanas. En particular, la fraccion de los N-glicanos puede carecer de acido sialico
terminal, que se encuentra tipicamente en las glicoproteinas humanas. Se han dirigido esfuerzos sustanciales para
desarrollar procesos para obtener glicoproteinas que estén lo mas cerca posible de la estructura de las formas
humanas, o que tengan otras ventajas terapéuticas, tal como tener glicoformas especificas que pueden ser
especialmente Utiles, por ejemplo, en la seleccién de proteinas terapéuticas. Por ejemplo, la adiciéon de uno o mas
restos de acido sialico a una cadena lateral del glicano puede aumentar la vida util de una glicoproteina terapéutica
in vivo después de la administracion. En consecuencia, las células huésped de mamiferos pueden modificarse
genéticamente para aumentar la extension del acido sialico terminal en las glicoproteinas expresadas en las células.
Alternativamente, el acido sialico puede conjugarse con la proteina de interés in vitro antes de la administracion
utilizando una sialiltransferasa y un sustrato apropiado. Ademas, los cambios en la composicion del medio de
crecimiento o la expresion de las enzimas implicadas en la glicosilacion humana se han empleado para producir
glicoproteinas que se parecen mas a las formas humanas. Alternativamente, pueden utilizarse células humanas
cultivadas.

Sin embargo, todos los sistemas existentes tienen inconvenientes significativos. Solo ciertas proteinas terapéuticas
son adecuadas para la expresion en sistemas animales o vegetales (por ejemplo, aquellas que carecen de cualquier
efecto citotoxico u otro efecto adverso al crecimiento).

Los sistemas de cultivo de células animales y vegetales pueden ser muy lentos, y con frecuencia requieren hasta
una semana de crecimiento en condiciones cuidadosamente controladas para producir cualquier cantidad util de la
proteina de interés. No obstante, los rendimientos proteicos se comparan desfavorablemente con los de los
procesos de fermentacién microbiana. Ademas, los sistemas de cultivo de células animales requieren tipicamente
nutrientes y cofactores complejos y costosos, tal como el suero fetal bovino. Ademas, el crecimiento puede estar
limitado por la muerte celular programada (apoptosis).

Ademas, las células animales (particularmente las células de mamiferos) son altamente susceptibles a la infeccion o
contaminacion viral. En algunos casos, €l virus u otro agente infeccioso puede comprometer solo el crecimiento del
cultivo, mientras que en otros casos; este agente puede ser un patdégeno humano que hace que el producto proteico
terapéutico no sea apto para su uso previsto. Ademas, muchos procesos de cultivo celular requieren el uso de
componentes de medios de crecimiento derivados de animales complejos, sensibles a la temperatura, que pueden
transportar patégenos como los priones de encefalopatia espongiforme bovina (BSE). Dichos patégenos son dificiles
de detectar y/o dificiles de eliminar o esterilizar sin comprometer el medio de crecimiento. En cualquier caso, el uso
de células animales para producir proteinas terapéuticas requiere controles de calidad costosos para garantizar la
seguridad del producto.

Los animales transgénicos pueden utilizarse también para fabricar grandes voliumenes de proteinas terapéuticas
tales como albumina sérica humana, activador tisular del plasmindgeno, anticuerpos monoclonales, hemoglobina,
colageno, fibrindgeno y otros. Si bien las cabras transgénicas y otros animales transgénicos (ratones, ovejas, vacas,
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etc.) pueden disefarse genéticamente para producir proteinas terapéuticas en altas concentraciones en la leche, el
proceso es costoso ya que cada lote debe someterse a un riguroso control de calidad. Los animales pueden albergar
una variedad de patdégenos humanos o animales, incluyendo bacterias, virus, hongos y priones. En el caso de los
rasgufios y la encefalopatia espongiforme bovina, las pruebas pueden demorar aproximadamente un afo para
descartar una infeccion. La produccion de compuestos terapéuticos se lleva a cabo preferiblemente en un ambiente
estéril bien controlado, por ejemplo, bajo buenas condiciones de fabricacion (GMP). Sin embargo, generalmente no
es factible mantener animales en dichos ambientes. Ademas, mientras que las células cultivadas en un fermentador
se derivan de un Master Cell Bank (MCB) bien caracterizado, la tecnologia de los animales transgénicos se basa en
diferentes animales y, por lo tanto, es inherentemente no uniforme. Ademas, factores externos tal como la absorcion
de alimentos, la enfermedad y la falta de homogeneidad dentro de un hato pueden afectar los patrones de
glicosilacion del producto final. Se sabe que, en los seres humanos, por ejemplo, los diferentes habitos alimenticios
dan como resultado diferentes patrones de glicosilacion.

Las plantas transgénicas se han desarrollado como una fuente potencial para obtener proteinas de valor terapéutico.
Sin embargo, el alto nivel de expresién de proteinas en plantas sufre de silenciamiento génico, un mecanismo por el
cual los genes para proteinas altamente expresadas son posteriormente regulados en las siguientes generaciones
de plantas. Ademas, las plantas afiaden xilosa con enlaces 8 (1,2) y/o fucosa con enlaces a (1,3) a los N-glicanos de
la proteina, dando como resultado glicoproteinas que difieren en la estructura de los animales y son inmunogénicas
en los mamiferos. Ademas, generalmente no es practico cultivar plantas en un ambiente estérii o GMP, y la
recuperacion de proteinas de los tejidos de las plantas es mas costosa que la recuperacion de microorganismos
fermentados.

Los sistemas de levaduras u hongos transgénicos también presentan el inconveniente de expresar los genes de la
manosiltransferasa, que afiade manosa a la estructura del glicano y conduce a proteinas hipermanosiladas.

En conclusion, todos los sistemas diferentes descritos aqui anteriormente presentan importantes inconvenientes en
términos de inmunogenicidad de las proteinas glicosiladas producidas.

Por lo tanto, un objetivo de la invencion es proporcionar un sistema alternativo y eficaz para producir glicoproteinas
recombinantes que tengan un patrén de glicosilacion adecuado para fines terapéuticos.

El solicitante encontré sorprendente que microalgas tales como Phaeodactylum tricornutum (P. tricornutum) son
capaces de producir polipéptidos que albergan de MansGIcNAc; a MangGIcNAc, a través de su maquinaria
enddgena de N-glicosilacion. El analisis de los N-glicanos de otras microalgas representativas también revel6 la
presencia de oligosacaridos del tipo de manosa alta en sus proteinas. Por lo tanto, las microalgas presentan la
ventaja de permitir la produccion de proteinas con un cierto patrén de glicosilacion sin necesidad de la supresion de
los genes responsables de la adicion de epitopos inmunogénicos, tal como en plantas o levaduras. Este
descubrimiento fue inesperado ya que se pensaba que las microalgas producian proteinas con un patron de
glicosilacion de la planta y, eventualmente, un patron de glicosilacién de hongos o levaduras. Esta idea se ilustra
bien en la solicitud de Patente PCT WO 2006/013572 que describe la produccion de un antigeno glicosilado de
hepatitis BS (HBsAg) en microalgas rojas y sugiere “humanizar” el patrén de glicosilacion de productos
recombinantes sintetizados en microalgas rojas (pagina 16, lineas 4 a 8) por:

. inactivacion en dichas microalgas de a-manosidasa | y N-acetilglucosaminiltransferasa (pagina 16, lineas
29-33), enzimas que estan implicadas en la levadura y en los hongos en la adicion de una manosa a la estructura
del glicano conduciendo a proteinas hipermanosiladas); e

. inactivacion de la a (1,3)-fucosiltransferasa y la B (1,2)-xilosiltransferasa (pagina 17, lineas 16-22 y lineas 1-
5), enzimas que estan implicadas en las plantas en la adicién de xilosa con enlaces 3 (1,2) y fucosa con enlaces a
(1,3) a los N-glicanos de la proteina.

Las microalgas presentan también la ventaja de cultivarse en fotobiorreactores confinados, por lo que supera el
problema de la diseminacién de genes en el medio ambiente y el problema de la transmision del virus a los
animales. Ademas, el sistema de cultivo de microalgas es muy rapido, proporciona un excelente rendimiento en
biomasa y solo requiere agua de mar o agua dulce, elementos nutritivos, carbono y luz.

Compendio de la invencion

La solicitud describe las microalgas transformadas que comprenden una secuencia de nucledtidos unida
operativamente a un promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en donde dicha secuencia de
nucledtidos codifica un polipéptido glicosilado que se expresa en las microalgas transformadas.

Estas microalgas permiten la produccion de dicho polipéptido glicosilado con un patrén de glicosilacion adecuado
para fines terapéuticos en animales sin la necesidad de la supresion de los genes responsables de la adicion de
epitopos inmunogénicos tales como en plantas, que afiaden xilosa con enlaces B (1,2) y/o fucosa con enlaces a (1,3)
a los N-glicanos de la proteina dando como resultado glicoproteinas que difieren en la estructura de los animales y
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son inmunogénicas en mamiferos, o levaduras que expresan los genes de manosiltransferasa afiadiendo una
manosa a la estructura de glicano y que conducen a proteinas hipermanosiladas.

Estas microalgas no comparten ninguna actividad de B (1,2)-xilosiltransferasa y/o a (1,3)-fucosil transferasa antes de
transformarse.

Estas microalgas no comparten ninguna actividad de la manosiliransferasa que conduzca a proteinas
hipermanosiladas resultantes de la adicién de manosa a la estructura del glicano como se observa en la levadura y
en los hongos.

El polipéptido glicosilado expresado en la microalga transformada comprende un patron de glicosilacion adecuado
para fines terapéuticos.

El polipéptido glicosilado expresado en la microalga transformada comprende al menos una estructura de
MansGIcNAc:.

Estas microalgas se seleccionan entre algas verdes, algas rojas, cromalveolados, y euglénidos; preferiblemente,
dichas microalgas se seleccionan entre clordfitas, euglénidos, haptofitas, prasinofitas y diatomeas.

El polipéptido glicosilado se selecciona del grupo que comprende un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos primaria de un polipéptido glicosilado humano, una secuencia de aminoacidos primaria de un
polipéptido glicosilado no-humano, una secuencia de aminoacidos primaria de un anticuerpo o un fragmento activo
del mismo, y/o una secuencia de aminoacidos primaria de un polipéptido glicosilado no de mamifero.

El polipéptido glicosilado es un polipéptido animal, de mamifero o humano.

Estas microalgas transformadas comprenden ademas una secuencia de nucledtidos unida operativamente a un
promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en donde dicha secuencia de nucleétidos codifica una
enzima N-acetilglucosaminiltransferasa | que se expresa en la microalga transformada.

Estas microalgas transformadas comprenden ademas una secuencia de nucledtidos unida operativamente a un
promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en donde dicha secuencia de nucleétidos codifica una
manosidasa Il que se expresa en la microalga transformada.

Las microalgas transformadas comprenden ademas una secuencia de nucledtidos unida operativamente a un
promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en donde dicha secuencia de nucleétidos codifica una
enzima N-acetilglucosaminiltransferasa |l que se expresa en la microalga transformada.

Las microalgas transformadas comprenden ademas una secuencia de nucledtidos unida operativamente a un
promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en donde dicha secuencia de nucleétidos codifica al menos
una enzima seleccionada entre N-acetilglucosaminiltransferasa II, Ill, IV, V y VI que se expresa en la microalga
transformada.

Las microalgas transformadas comprenden ademas una secuencia de nucledtidos unida operativamente a un
promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en donde dicha secuencia de nucleétidos codifica al menos
una enzima glicosiltransferasa seleccionada entre galactosiltransferasa, fucosiltransferasa y sialiltransferasa, que se
expresa en la microalga transformada.

La secuencia de nucledtidos, operativamente unida a un promotor que impulsa la expresiéon de N-
acetilglucosaminiltransferasas, manosidasa Il o glicosiltransferasas en dichas microalgas, comprende dicho domino
catalitico de la enzima que tiene una actividad 6ptima en dicho ER y Golgi a un pH entre 5,1 y 8, unido a una sefial
de direccionamiento celular no asociada normalmente con el dominio catalitico.

La solicitud también describe microalgas transformadas que comprenden una secuencia de nucledtidos unida
operativamente a un promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en donde dicha secuencia de
nucledtidos codifica una enzima N-acetilglucosaminiltransferasa que se expresa en las microalgas transformadas.

Estas microalgas comprenden también una secuencia de nucledtidos unida operativamente a un promotor que
impulsa la expresion en dichas microalgas, en donde dicha secuencia de nucleétidos codifica una manosidasa Il que
se expresa en las microalgas transformadas.

Estas microalgas comprenden también una secuencia de nucledtidos unida operativamente a un promotor que
impulsa la expresion en dichas microalgas, en donde dicha secuencia de nucledtidos codifica una enzima N-
acetilglucosaminiltransferasa Il que se expresa en las microalgas transformadas.

Estas microalgas comprenden también una secuencia de nucledtidos unida operativamente a un promotor que
impulsa la expresion en dichas microalgas, en donde dicha secuencia de nucledtidos codifica al menos una enzima
seleccionada entre N-acetilglucosaminiltransferasa Il, Ill, IV, V y VI que se expresa en las microalgas transformadas.
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Estas microalgas comprenden ademas una secuencia de nucledtidos unida operativamente a un promotor que
impulsa la expresion en dichas microalgas, en donde dicha secuencia de nucledtidos codifica al menos una enzima
glicosiltransferasa seleccionada entre galactosiltransferasa, fucosiltransferasa y sialiliransferasas que se expresan
en las microalgas transformadas.

Las secuencias de nucledtidos, unidas operativamente a promotores que impulsan la expresion de N-
acetilglucosaminiltransferasas, manosidasa 1l o glicosiltransferasas en dichas microalgas, comprenden dicho
dominio catalitico de la enzima que tiene una actividad optima en dicho ER y Golgi a un pH entre 5,1 y 8, unido a
una sefal de direccionamiento celular no asociada generalmente con el dominio catalitico.

Estas microalgas se seleccionan entre algas verdes, algas rojas, cromalveolados, y euglénidos.

Un objetivo de la invencion es un método para producir al menos un polipéptido glicosilado que tiene un patron de
glicosilacion adecuado para fines terapéuticos, que comprende las etapas de:

(i) cultivar unas microalgas transformadas de Phaeodactylum tricornutum que comprenden una secuencia de
nucledtidos unida operativamente a un promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en donde dicha
secuencia de nucleétidos codifica un polipéptido glicosilado que se expresa en las microalgas transformadas para
obtener la expresion de dicho al menos un polipéptido glicosilado, y,

(ii) seleccionar dicho al menos un polipéptido glicosilado para determinar el patron de glicosilacion de dicho al
menos un polipéptido glicosilado y para seleccionar el al menos un polipéptido glicosilado que tiene al menos una
estructura de MangGIcNAc; a MansGIcNAc; y no comprende xilosa con enlaces B (1,2) y/o fucosa con enlaces a
(1.3),

en donde dichas microalgas transformadas no comparten ninguna actividad de B (1,2)-xilosiltransferasa y/o a (1,3)-
fucosil transferasa antes de transformarse, y no comparten ninguna actividad de la manosiltransferasa que conduzca
a proteinas hipermanosiladas resultantes de la adicién de manosa a la estructura del glicano.

En otra realizaciéon, dicho método comprende la etapa de aislamiento del polipéptido glicosilado recombinante
después del paso de dicho polipéptido glicosilado recombinante a través del ER y del aparato de Golgi de las
microalgas transformadas.

En ofra realizacion, las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencién comprenden ademas una
secuencia de nucledétidos unida operativamente a un promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en
donde dicha secuencia de nucledtidos codifica una enzima N-acetilglucosaminiltransferasa | que se expresa en las
microalgas transformadas.

En otra realizacion, las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencién comprenden ademas una
secuencia de nucledétidos unida operativamente a un promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en
donde dicha secuencia de nucledtidos codifica una enzima manosidasa Il que se expresa en las microalgas
transformadas.

En otra realizacion, las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencién comprenden ademas una
secuencia de nucleétidos unida operativamente a un promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en
donde dicha secuencia de nucledtidos codifica una enzima N-acetilglucosaminiltransferasa Il que se expresa en las
microalgas transformadas.

En otra realizacion, las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencién comprenden ademas una
secuencia de nucleétidos unida operativamente a un promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en
donde dicha secuencia de nucledtidos codifica al menos una enzima seleccionada entre N-
acetilglucosaminiltransferasa Il, 1ll, IV, V y VI que se expresa en las microalgas transformadas.

En ofra realizacion, las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencion comprenden ademas una
secuencia de nucleétidos unida operativamente a un promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en
donde dicha secuencia de nucleétidos codifica al menos una enzima glicosiltransferasa seleccionada entre
galactosiltransferasa, fucosiltransferasa y sialiltransferasa que se expresan en las microalgas transformadas.

Otro objetivo de la invencion es el polipéptido glicosilado producido por el método de la invencién.

La solicitud describe también una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido glicosilado producido por
el método de la invencion.

La solicitud describe también una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido glicosilado producido por
el método de la invencion.

La solicitud describe también el uso de las microalgas transformadas como se definié previamente para producir un
polipéptido glicosilado que tiene al menos una estructura de MangGIcNAc; a MansGIcNAC,.

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2734276 T3

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Via de la N-glicosilacién en Phaeodactylum tricornutum basada en el andlisis bioinformatico del genoma.
Las secuencias putativas identificadas en el genoma de Phaeodactylum tricornutum de la via de la N-glicosilacién se
han indicado en negrita y cursiva en este esquema. Los N-glicanos del tipo de alta manosa en negrita se
identificaron mediante el analisis estructural de oligosacaridos unidos a N a proteinas aisladas de la cepa P.t.1.8.6
fusiforme de P. tricornutum cultivada en condiciones estandar.

Figura 2. Glicoproteinas de Phaeodactylum tricornutum albergan oligosacaridos unidos a N reconocidos por
concanavalina A

(a) Afinodeteccion utilizando concanavalina A e inmunodeteccion utilizando anticuerpos generados frente a
epitopos del nucleo B 1,2-xilosa y nucleo a 1,3-fucosa de proteinas aisladas de cebolla verde (carril 1) y de la cepa
P.t.1.8.6 fusiforme de P. tricornutum (carril 2).

(b) Afinodeteccion mediante concanavalina A de un extracto de proteina aislado de la cepa P.t.1.8.6. fusiforme
de P. tricornutum, tratada o no por endoglicosidasa H (Endo H) y péptido N-glicosidasa F (PNGasa F).

Figura 3. Glicanos unidos a N de Phaeodactylum tricornutum son estructuras del tipo de alta manosa. MALDI-TOF
MS de los glicanos unidos a N liberados de glicoproteinas aisladas de la cepa Pt 1.8.6 de P. tricornutum cultivada en
condiciones estandar y marcadas con 2-aminobenzamida.

Figura 4. Glicanos unidos a N de las microalgas representativas son estructuras del tipo de alta manosa.

A. Afinodeteccion de N-glicanos de alta manosa mediante concanavalina A de proteinas de Euglena,
Tetraselmis, Paviova, Rhodella,

B. Afinodeteccion de N-glicanos de alta manosa mediante concanavalina A de proteinas de Skeuletonema,
Heterocapsa, Amphora, Chaetoceros, Naviculas, Nanochloropsis.

C. Afinodeteccion mediante anticuerpos de anti a-1,3 fucosa de proteinas de Skeuletonema, Heterocapsa,
Amphora, Chaetoceros, Naviculas, Nanochloropsis.

D. Afinodeteccion mediante anticuerpos de [(-1,2 xilosa de proteinas de Skeuletonema, Heterocapsa,
Amphora, Chaetoceros, Naviculas, Nanochloropsis.

Figura 5. Constructos pZEPO y pZEPOHis.

Figura 6. Analisis de DNA de EPO recombinante y transcriptos mediante PCR (A) y RT-PCR (B).

Figura 7. Analisis de las proteinas EPO recombinante mediante transferencia de Western.

Figura 8. Via de la N-glicosilacion humanizada.

Descripcion detallada de la invenciéon

I Definiciones

Como se utiliza en la presente memoria, un “polipéptido glicosilado” se refiere a un polipéptido con N-glicosilacion.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “N-glicano” se refiere a un oligosacarido unido a N, por ejemplo,
uno que esta unido mediante un enlace asparagina-N-acetilglucosamina a un resto de asparagina de un polipéptido.
Los N-glicanos tienen un nucleo de pentasacarido comun de MansGIcNAc; (“Man” se refiere a manosa; “Glc” se
refiere a glucosa; y “NAc” se refiere a N-acetilo; GIcNAc se refiere a N-acetilglucosamina). El término “nacleo de
trimanosa” utilizado con respecto al N-glicano se refiere también a la estructura de MansGIcNAc, (“Man3”). El
término “ndcleo de pentamanosa” o “nucleo de Manosa-5" o utilizado con respecto al N-glicano se refiere a la
estructura MansGIcNAc,. Los N-glicanos difieren con respecto al numero de ramificaciones (antenas) que
comprenden azucares periféricos (por ejemplo, GIcNAc, fucosa y acido sialico) que se unen a la estructura del
nucleo Man3. Los N-glicanos se clasifican segun sus constituyentes ramificados (por ejemplo, manosa alta, complejo
o hibrido).

Como se utiliza en la presente memoria, un N-glicano del tipo “alta manosa” tiene de cinco a nueve restos de
manosa. Un N-glicano del tipo “poli-manosa” tiene mas de nueve restos de manosa. Un N-glicano del tipo “complejo”
tiene tipicamente al menos un GIcNAc unido al brazo de la a 1,3-manosa y al menos un GlcNAc unido al brazo del la
a 1,6-manosa del nucleo de trimanosa. Los N-glicanos complejos pueden tener también restos de galactosa (“Gal”)
que estan opcionalmente modificados con acido sidlico o derivados (“NeuAc”, donde “Neu” se refiere a un acido
neuraminico y “Ac” se refiere a acetilo). Un N-glicano complejo tiene tipicamente al menos una ramificacion que
termina en un oligosacarido tal como, por ejemplo: NeuAc-; NeuAca2-6GalNAca1-; NeuAca2-3Gal 1-3GalNAca1-3;
NeuAca2-3/6Gal1-4GIcNAc1-; GlcNAca1-4Gal1- (solo mucinas); Fuca1-2Gal1-(grupo sanguineo H). Los ésteres de
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sulfato se pueden producir en galactosa, GalNAc, y restos GIcNAc, y los ésteres de fosfato se pueden producir en
restos de manosa. NeuAc puede estar O-acetilado o reemplazado por NeuGc (acido N-glicolilneuraminico). Los N-
glicanos complejos pueden tener también sustituciones dentro de la cadena que comprenden “bisecciones” de
GIcNAc y nucleo de Fucosa (“Fuc”). Un N-glicano “hibrido” tiene al menos un GIcNAc en el extremo del brazo de la a
1,3-manosa del nucleo de trimanosa y ninguna o mas manosas en el brazo del la a 1,6-manosa del nucleo de
trimanosa.

Como se utiliza en la presente memoria, un “patrén de glicosilacion adecuado para fines terapéuticos” se refiere a
polipéptidos que tienen al menos una estructura de MangGIcNAc, a MansGIcNAc; (MangGIcNAcz, MangGIcNAc,,
Man7GIcNAc,, MangGIcNAc,, MansGIcNAc;) y polipéptidos que tienen estructuras de N-glicanos complejos como se
describié aqui anteriormente.

El término “predominante” o “predominantemente” utilizado con respecto a la produccion de N-glicanos se refiere a
una estructura que representa el ion principal detectado mediante el analisis de espectrometria de masas del tiempo
de ionizacion de desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF MS).

Las abreviaturas utilizadas en la presente memoria son de uso comun en la técnica, véase, por ejemplo,
abreviaturas de azucares, anteriores. Otras abreviaturas comunes incluyen “PNGasa”, que se refiere al péptido N-
glicosidasa, “GIcNAc T” o “GnT” que se refiere a las enzimas N-acetilglucosaminiltransferasa; “NeuAc” se refiere al
acido N-acetilneuraminico.

Como se utiliza en la presente memoria, una “glicoproteina o proteina humanizada” o una “glicoproteina de tipo
humano” se refiere alternativamente a una proteina que tiene unida a ella los N-glicanos que tienen menos de cuatro
restos de manosa, e intermedios de glicoproteina sintéticos (que son también utiles y se pueden manipular ademas
in vitro o in vivo) que tienen al menos cinco restos de manosa. Preferiblemente, las glicoproteinas producidas segun
la invencién contienen al menos 30% en moles, preferiblemente al menos 40% en moles y mas preferiblemente 50,
60, 70, 80, 90, o incluso 100% en moles del intermedio MansGIcNAc,, al menos de forma transitoria. Esto se puede
lograr, por ejemplo, disefiando una célula huésped de la invencion para expresar una “mejor”, es decir, una via de
glicosilacion mas eficiente. Por ejemplo, una manosidasa se selecciona de modo que tenga una actividad 6ptima en
las condiciones presentes en el sitio en la célula huésped donde las proteinas estan glicosiladas y se introduce en la
célula huésped preferiblemente dirigiendo la enzima a un organulo de la célula huésped donde se desea la actividad.

El término “enzima”, cuando se utiliza en la presente memoria en relacion con la alteracion de la glicosilacion de la
célula huésped, se refiere a una molécula que tiene al menos una actividad enzimatica, e incluye enzimas de
longitud completa, fragmentos cataliticamente activos, quiméricos, complejos y similares. “Fragmento cataliticamente
activo” de una enzima se refiere a un polipéptido que tiene un nivel detectable de actividad funcional (enzimatica). La
actividad de la enzima es “sustancialmente intracelular” cuando menos del 10% de la actividad de la enzima se
puede medir fuera de la célula en comparacion con la medida de las células lisadas.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “via de secrecion” se refiere a la linea de ensamblaje de varias
enzimas de glicosilacion a las que se exponen secuencialmente un precursor de oligosacarido unido a lipidos y un
sustrato de N-glicano, siguiendo el flujo molecular de una cadena polipeptidica naciente desde el citoplasma hasta el
reticulo endoplasmico (ER), a los compartimentos del aparato de Golgi y a su destino final. Se dice que las enzimas
se localizan a lo largo de esta via. Una enzima X que actia sobre un glicano unido a lipidos o sobre un N-glicano
antes de que se diga que la enzima Y es o actua “anterior” a la enzima Y; de manera similar, la enzima Y es o actda
“posterior” a la enzima X.

El término “péptido de direccionamiento” como se utiliza en la presente memoria se refiere a secuencias de
aminoacidos que median la localizacién (o retencion) de una secuencia asociada a localizaciones subcelulares, por
ejemplo, organulos.

El término “polinucledtido” o “molécula de acido nucleico” se refiere a una forma polimérica de nucleétidos de al
menos 10 bases de longitud. El término incluye moléculas de DNA (por ejemplo, cDNA o DNA gendmico o sintético)
y moléculas de RNA (por ejemplo, mRNA o RNA sintético), asi como analogos de DNA o RNA que contienen
analogos de nucleotidos no naturales, enlaces internucledsidos no nativos, o ambos. El acido nucleico puede estar
en cualquier conformacion topolégica. Por ejemplo, el acido nucleico puede ser monocatenario, bicatenario,
tricatenario, cuadruple, parcialmente bicatenario, ramificado, en forma de horquilla, circular, o en una conformacion
con candado. El término incluye formas de DNA de cadena simple o doble. Una molécula de acido nucleico de esta
invencion puede incluir tanto cadenas con sentido como antisentido de RNA, cDNA, DNA gendémico, y formas
sintéticas y polimeros mixtos de los anteriores. Ellos se pueden modificar quimica o bioquimicamente o pueden
contener bases de nucledtidos no naturales o derivatizadas, como apreciaran facilmente los expertos en la técnica.
Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, etiquetas, metilacion, sustitucion de uno o mas de los nucledtidos
naturales con un analogo, modificaciones internucledtidas tales como enlaces sin carga (por ejemplo, fosfonatos de
metilo, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos, etc.), enlaces cargados (por ejemplo, fosforotiatos,
fosforoditiatos, etc.), restos colgantes (por ejemplo, polipéptidos), intercalantes (por ejemplo, acridina, psoraleno,
etc.), quelantes, alquilantes, y enlaces modificados (por ejemplo, acidos nucleicos alfa anoméricos, etc.). También se
incluyen moléculas sintéticas que imitan a los polinucledtidos en su capacidad para unirse a una secuencia
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designada a través de enlaces de hidrogeno y otras interacciones quimicas. Dichas moléculas se conocen en la
técnica e incluyen, por ejemplo, aquellas en las que los enlaces peptidicos sustituyen a los enlaces fosfato en el
esqueleto de la molécula.

El término “microalgas transformadas” se refiere a microalgas en donde una secuencia de nucledtidos unida
operativamente a un promotor se ha introducido mediante métodos convencionales de transformacion (por ejemplo,
bombardeo de microparticulas, electroporacion, perlas de vidrio, polietilenglicol (PEG), patillas de carburo de silicio,
0 usos de virus o agrobacterias) para expresar dicha molécula de acido nucleico en el nicleo de dichas microalgas.

Un acido nucleico o polinucleétido “aislado” o “sustancialmente puro” (por ejemplo, un RNA, DNA o un polimero
mixto) es uno que se separa sustancialmente de otros componentes celulares que acompafan de manera natural al
polinucledtido nativo en su célula huésped natural, por ejemplo, ribosomas, polimerasas, y secuencias genémicas
con las que se asocia naturalmente. El término abarca un acido nucleico o polinucleétido que (1) se ha eliminado de
su entorno natural, (2) no esta asociado con la totalidad o una parte de un polinucleétido en el que el “polinucleétido
aislado” se encuentra en la naturaleza, (3) esta unido operativamente a un polinucleétido que no esta unido en la
naturaleza, o (4) no esta en la naturaleza. El término “aislado” o “sustancialmente puro” también se puede utilizar en
referencia a aislados de DNA clonados o recombinantes, analogos de polinucleétidos sintetizados quimicamente, o
analogos de polinucledtidos que se sintetizan biolégicamente mediante sistemas heterélogos.

Como se utiliza en la presente memoria, la frase “variante degenerada” de una secuencia de acidos nucleicos de
referencia abarca secuencias de acidos nucleicos que se pueden traducir, segun los codigos genéticos estandar,
para proporcionar una secuencia de aminoacidos idéntica a la traducida de la secuencia de acidos nucleicos de
referencia.

El término “porcentaje de identidad de secuencia” o “idéntico” en el contexto de las secuencias de acidos nucleicos
se refiere a los restos en las dos secuencias que son iguales cuando se alinean para obtener la maxima
correspondencia. Existen varios algoritmos diferentes conocidos en la técnica que se pueden utilizar para medir la
identidad de secuencia de nucledtidos. Por ejemplo, las secuencias de polinucleétidos se pueden comparar
utilizando FASTA, Gap o Bestfit, que son programas en Wisconsin Package Version 10.0, Genetics Computer Group
(GCG), Madinson, Wisconsin. FASTA proporciona alineaciones y porcentajes de identidad de secuencia de las
regiones de la mejor superposicion entre las secuencias de consulta y busqueda.

El término “homologia sustancial” o “similitud sustancial” cuando se refiere a un acido nucleico o fragmento del
mismo, indica que, cuando esta alineado de manera éptima con las inserciones o deleciones de nucledtidos
apropiadas con otro acido nucleico (o su cadena complementaria), existe una identidad de secuencia de nucleétidos
en al menos aproximadamente el 50%, mas preferiblemente el 60% de las bases de nucleétidos, generalmente al
menos aproximadamente el 70%, mas usualmente al menos aproximadamente el 80%, preferiblemente al menos
aproximadamente el 90%, y mas preferiblemente al menos aproximadamente el 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de las
bases de nucleétidos medido mediante cualquier algoritmo bien conocido de identidad de secuencia, tal como
FASTA, BLAST O Gap, como se explicé anteriormente.

Alternativamente, existe una homologia o similitud sustancial cuando un acido nucleico o fragmento del mismo se
hibrida con otro acido nucleico, con una cadena de otro acido nucleico, o con la cadena complementaria del mismo,
en condiciones de hibridacion rigurosas. Las “condiciones de hibridacion rigurosas” y las “condiciones de lavado
rigurosas” en el contexto de los experimentos de hibridacion de acidos nucleicos dependen de varios parametros
fisicos diferentes. La hibridacion del acido nucleico se vera afectada por condiciones tales como la concentraciéon de
sal, la temperatura, los disolventes, la composicidon base de las especies que se hibridan, la longitud de las regiones
complementarias y el numero de desajustes de bases de nucledtidos entre los acidos nucleicos que se hibridan,
como se apreciara facilimente por los expertos en la técnica. Un experto en la técnica sabe como variar estos
parametros para lograr una rigurosidad particular de la hibridacion. En general, la “hibridacion rigurosa” se realiza
aproximadamente a 25°C por debajo del punto de fusion térmica (Tm) para el hibrido de DNA especifico en un
conjunto particular de condiciones. El “lavado riguroso” se realiza a temperaturas aproximadamente de 5°C mas
bajas de la Tm para el hibrido de DNA especifico en un conjunto particular de condiciones. La Tm es la temperatura
a la que el 50% de la secuencia objetivo se hibrida con una sonda perfectamente adaptada. Por ejemplo, se pueden
definir “condiciones de alta rigurosidad” para la hibridacion en la fase de disolucion como hibridacion acuosa (es
decir, libre de formamida) en 6X SSC (donde 20X SSC contiene NaCl 3,0 M y citrato de sodio 0,3 M), SDS al 1% a
65°C durante 8-12 horas, seguido por dos lavados en 0,2X SSC, SDS al 0,1% a 65°C durante 20 minutos. El experto
en la técnica apreciara que la hibridacién a 65°C se producira a diferentes velocidades dependiendo de una serie de
factores que incluyen la longitud y el porcentaje de identidad de las secuencias que se hibridan.

El término “mutados” cuando se aplica a secuencias de acidos nucleicos significa que los nucleétidos en una
secuencia de acidos nucleicos se pueden insertar, eliminar o cambiar en comparacién con una secuencia de acidos
nucleicos de referencia. Se puede realizar una Unica alteracion en un locus (una mutacién puntual) o se pueden
insertar, eliminar o cambiar mdltiples nucleétidos en un solo locus. Ademas, se pueden hacer una o mas
alteraciones en cualquier nimero de loci dentro de una secuencia de acidos nucleicos. Una secuencia de acidos
nucleicos puede mutarse por cualquier método conocido en la técnica, incluyendo, pero no limitado a, técnicas de
mutagénesis tal como la “PCR propensa a errores” (un proceso para realizar una PCR en condiciones en las que la
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fidelidad de copia de la DNA polimerasa es baja, de modo que se obtiene una alta tasa de mutaciones puntuales a lo
largo de toda la longitud del producto de la PCR).

El término “vector” como se utiliza en la presente memoria, pretende referirse a una molécula de acido nucleico
capaz de transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Un tipo de vector es un “plasmido”, que se refiere a un
bucle circular de DNA bicatenario en el que se pueden unir segmentos de DNA adicionales. Otros vectores incluyen
césmidos, cromosomas artificiales bacterianos (BAC) y cromosomas artificiales de levadura (YAC). Otro tipo de
vector es un vector viral, en el que segmentos de DNA adicionales pueden unirse en el genoma viral (descrito con
mas detalle a continuacién). Algunos vectores son capaces de replicacion auténoma en una célula huésped en la
que se introducen (por ejemplo, vectores que tienen un origen de replicacion que funciona en la célula huésped).
Otros vectores pueden integrarse en el genoma de una célula huésped tras la introduccion en la célula huésped, y
por lo tanto se replican junto con el genoma huésped. Ademas, ciertos vectores preferidos son capaces de dirigir la
expresion de genes a los que estan unidos operativamente. Dichos vectores se denominan en la presente memoria
como “vectores de expresion recombinantes” (o simplemente, “vectores de expresion”).

Secuencias de control de expresién “operativamente unidas” se refieren a un enlace en el que la secuencia de
control de expresidon es contigua al gen de interés para controlar el gen de interés, asi como las secuencias de
control de expresion que actlan en trans o a una distancia para controlar el gen de interés.

El término “secuencia de control de expresién” como se utiliza en la presente memoria se refiere a secuencias de
polinucleétidos que son necesarias para afectar a la expresion de las secuencias codificantes a las que se unen
operativamente. Las secuencias de control de expresidon son secuencias que controlan la trascripcion, los eventos
post-transcripcionales y la traduccion de las secuencias de acidos nucleicos. Las secuencias de control de expresion
incluyen secuencias apropiadas de iniciacion, terminacion, promotoras y potenciadoras de la transcripcion; sefiales
de procesamiento de RNA eficientes, tales como sefiales de empalme y poliadenilacidn; secuencias que estabilizan
el mRNA citoplasmico; secuencias que mejoran la eficiencia de la traduccion (por ejemplo, los sitios de unién a
ribosomas); secuencias que mejoran la estabilidad de las proteinas; y cuando se desee, secuencias que potencian
la secrecion de proteinas. La naturaleza de dichas secuencias de control difiere dependiendo del organismo
huésped; en procariotas, dichas secuencias de control incluyen generalmente el promotor, el sitio de unién del
ribosoma y la secuencia de terminacion de la transcripcion. El término “secuencias de control” pretende incluir, como
minimo, todos los componentes cuya presencia es esencial para la expresion, y también puede incluir componentes
adicionales cuya presencia es ventajosa, por ejemplo, las secuencias lideres y las secuencias asociadas de fusion.

El término “célula huésped recombinante” (o simplemente “célula huésped”), como se utiliza en la presente memoria,
pretende referirse a una célula en la que se ha introducido un acido nucleico tal como un vector recombinante. Debe
entenderse que dichos términos pretenden referirse no solo a la célula objeto en particular, sino a la progenie de
dicha célula. Debido a que ciertas modificaciones se pueden producir en generaciones sucesivas debido tanto a
mutaciones como a influencias ambientales, tal progenie puede, de hecho, no ser idéntica a la célula madre, pero
aun estan incluidas dentro del alcance del término “célula huésped” como se utiliza en la presente memoria. Una
célula huésped recombinante puede ser una célula aislada o una linea celular que crece en cultivo o puede ser una
célula que reside en un tejido u organismo vivo.

El término “péptido” como se utiliza en la presente memoria se refiere a un polipéptido corto, por ejemplo, uno que
tipicamente tiene menos de aproximadamente 50 aminoacidos de largo y mas tipicamente menos de
aproximadamente 30 aminoacidos de largo. El término como se utiliza en la presenta memoria abarca analogos y
miméticos que imitan la funcién estructural y, por lo tanto, la biolégica.

El término “polipéptido” como se utiliza en la presente memoria abarca tanto proteinas naturales como no naturales,
y fragmentos, mutantes, derivados y analogos de los mismos. Un polipéptido puede ser monomérico o polimérico.
Ademas, un polipéptido puede comprender varios dominios diferentes, cada uno de los cuales tiene una o mas
actividades distintas.

El término “proteina aislada” o “polipéptido aislado” es una proteina o polipéptido que, en virtud de su origen o fuente
de derivacion (1) no esta asociado con componentes asociados de forma natural que lo acompafan en su estado
nativo, (2) cuando existe en una pureza no encontrada en la naturaleza, donde la pureza puede adjudicarse con
respecto a la presencia de otro material celular (por ejemplo, esta libre de otras proteinas de la misma especie) (3)
es expresada por una célula de una especie diferente, o (4) no se produce en la naturaleza (por ejemplo, es un
fragmento de un polipéptido que se encuentra en la naturaleza o incluye analogos o derivados de aminoacidos que
no se encuentran en la naturaleza o enlaces distintos a los enlaces peptidicos estandar). Por lo tanto, un polipéptido
que se sintetiza quimicamente o se sintetiza en un sistema celular diferente de la célula a partir de la cual se origina
naturalmente se “aislara” de sus componentes asociados de forma natural. Un polipéptido o proteina también
pueden preparase sustancialmente libre de componentes asociados de forma natural por aislamiento, utilizando
técnicas de purificacion de proteinas bien conocidas en la técnica. Tal como se define asi, “aislado” no requiere
necesariamente que la proteina, el polipéptido, el péptido u el oligopéptido asi descrito se hayan eliminado
fisicamente de su entorno nativo.
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El término “fragmento polipeptidico” como se utiliza en la presente memoria se refiere a una secuencia contigua en
la que la secuencia de aminoacidos del fragmento es idéntica a las posiciones correspondientes en la secuencia de
origen natural. Los fragmentos tipicamente tienen al menos 5, 6, 7, 8, 9 o 10 aminoacidos de longitud,
preferiblemente de al menos 12, 14, 16 o 18 aminoacidos de longitud, mas preferiblemente de al menos 20
aminoacidos de longitud, mas preferiblemente de al menos 25, 30, 35, 40 o 45 aminoacidos, incluso mas
preferiblemente al menos 50 o 60 aminoacidos de longitud, y ain mas preferiblemente al menos 70 aminoacidos de
longitud.

Un “derivado modificado” se refiere a polipéptidos o fragmentos de los mismos que son sustancialmente homélogos
en la secuencia estructural primaria pero que incluyen, por ejemplo, modificaciones quimicas o bioquimicas in vivo o
in vitro o que incorporan aminoacidos que no se encuentran en el polipéptido nativo. Dichas modificaciones incluyen,
por ejemplo, acetilacion, carboxilacion, fosforilacion, glicosilacion, ubiquitinacion, etiquetado, por ejemplo, con
radionucledtidos y diversas modificaciones enzimaticas, como apreciaran facilmente los expertos en la técnica. Una
variedad de métodos para marcar polipéptidos y sustituyentes o etiquetas Utiles para dichos fines son bien
conocidos en la técnica, e incluyen isotopos radioactivos tales como 125l, 32P, 35S, y 3H, ligandos que se unen a
antiligandos marcados (por ejemplo, anticuerpos), fluoréforos, agentes quimioluminiscentes, enzimas, y antiligandos
que pueden servir como miembros de pares de union especificos para un ligando marcado. La eleccion de la
etiqueta depende de la sensibilidad requerida, la facilidad de conjugacidon con el cebador, los requisitos de
estabilidad y la instrumentacion disponible. Los métodos para marcar polipéptidos son bien conocidos en la técnica.

Un “polipéptido mutante” o “muteina” se refiere a un polipéptido cuya secuencia contiene una insercion, duplicacion,
delecion, reorganizacion o sustitucion de uno o mas aminoacidos en comparacion con la secuencia de aminoacidos
de una proteina nativa o de tipo nativo. Una muteina puede tener una o mas sustituciones puntuales de
aminoacidos, en las que un solo aminoacido en una posicion se ha cambiado a otro aminoacido, una o mas
inserciones y/o deleciones, en las que se insertan o eliminan uno o mas aminoacidos respectivamente, en la
secuencia de la proteina natural, y/u omisiones de la secuencia de aminoacidos en uno o ambos extremos amino o
carboxi. Una muteina puede tener la misma, pero preferiblemente tiene una actividad biolégica diferente en
comparacion con la proteina natural. Una muteina tiene al menos un 70% de homologia de secuencia global con su
homalogo de tipo nativo. Incluso mas preferidas son las muteinas que tienen una homologia de secuencia global del
80%, 85% 0 90% con la proteina de tipo nativo. En una realizacién ain mas preferida, una muteina muestra un 95%
de identidad de secuencia, incluso mas preferiblemente un 97%, incluso mas preferiblemente un 98% e incluso mas
preferiblemente un 99% de identidad de secuencia global. La homologia de secuencia se puede medir mediante
cualquier algoritmo de andlisis de secuencia comin, como Gap o Bestfit. Las sustituciones de aminoacidos
preferidas son aquellas que: (1) reducen la susceptibilidad a la protedlisis, (2) reducen la susceptibilidad a la
oxidacion, (3) alteran la afinidad de unién para formar complejos de proteinas, (4) alteran la afinidad de unién o
actividad enzimatica, y (5) confieren o modifican otras propiedades fisicoquimicas o funcionales de dichos analogos.
Como se utiliza en la presente memoria, los veinte aminoacidos convencionales y sus abreviaturas siguen el uso
convencional.

Una proteina tiene “homologia” o es “homologa” a una segunda proteina si la secuencia de acidos nucleicos que
codifica la proteina tiene una secuencia similar a la secuencia de acidos nucleicos que codifica la segunda proteina.
Alternativamente, una proteina tiene homologia con una segunda proteina si las dos proteinas tienen secuencias de
aminoacidos “similares”. (Por lo tanto, el término “proteinas homdlogas” se define para significar que las dos
proteinas tienen secuencias de aminoacidos similares). En una realizacién preferida, una proteina homéloga es una
que muestra un 60% de homologia de secuencia con la proteina de tipo nativo, mas preferido es un 70% de
homologia de secuencia. Incluso mas preferidas son proteinas homédlogas que muestran una homologia de
secuencia del 80%, 85% o 90% con la proteina de tipo nativo. En una realizacion todavia mas preferida, la proteina
homadloga muestra una identidad de secuencia del 95%, 97%, 98% o 99%. Como se utiliza en la presente memoria,
la homologia entre dos regiones de secuencias de aminoacidos (especialmente con respecto a las similitudes
estructurales predichas) se interpreta como que implica similitud en la funcion.

Cuando se utiliza “homdlogo” en referencia a proteinas o péptidos, se reconoce que las posiciones de los restos que
no son idénticas a menudo difieren por las sustituciones conservativas de aminoacidos. Una “sustitucion
conservativa de aminoacidos” es aquella en la que un resto de aminoacido se sustituye por otro resto de aminoacido
que tiene una cadena lateral (grupo R) con propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad). En
general, una sustitucion de aminoacidos conservativa no cambiara sustancialmente las propiedades funcionales de
una proteina. En los casos en que dos o mas secuencias de aminoacidos difieren entre si por sustituciones
conservativas, el porcentaje de identidad de secuencia o el grado de homologia se puede ajustar después para
corregir la naturaleza conservativa de la sustitucion. Los medios para realizar este ajuste son bien conocidos por los
expertos en la técnica. Los seis grupos siguientes contienen cada uno aminoacidos que son sustituciones
conservativas entre si: 1) Serina (S), Treonina (T); 2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E); 3) Asparagina (N),
Glutamina (Q); 4) Arginina (R), Lisina (K); 5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Alanina (A), Valina (V), y 6)
Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W). La homologia de secuencia para polipéptidos, que se denomina
también como porcentaje de identidad de secuencia, se mide tipicamente utilizando un software de analisis de
secuencia.
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El término “proteina de fusion” se refiere a un polipéptido que comprende un polipéptido o fragmento acoplado a
secuencias de aminoacidos heterdlogas. Las proteinas de fusion son utiles porque pueden construirse para contener
dos 0 mas elementos funcionales deseados de dos o mas proteinas diferentes. Una proteina de fusion comprende al
menos 10 aminoacidos contiguos de un polipéptido de interés, mas preferiblemente al menos 20 o 30 aminoacidos,
incluso mas preferiblemente al menos 40, 50 o 60 aminoacidos, aun mas preferiblemente al menos 75, 100 o 125
aminoacidos. Las proteinas de fusion pueden producirse de forma recombinante mediante la construcciéon de una
secuencia de acidos nucleicos que codifica el polipéptido o un fragmento del mismo en marco con una secuencia de
acidos nucleicos que codifica una proteina o péptido diferente y que expresa después la proteina de fusion.
Alternativamente, una proteina de fusion se puede producir quimicamente mediante la reticulacion del polipéptido o
un fragmento del mismo a otra proteina.

El término “region” como se utiliza en la presente memoria se refiere a una porcion contigua fisicamente de la
estructura primaria de una biomolécula. En el caso de proteinas, una region se define por una porcién contigua de la
secuencia de aminoacidos de esa proteina.

El término “dominio” como se utiliza en la presente memoria se refiere a una estructura de una biomolécula que
contribuye a una funcién conocida o sospechada de la biomolécula. Los dominios pueden ser coextensivos con las
regiones o partes de los mismas: los dominios pueden incluir también regiones distintas y no contiguas de una
biomolécula. Los ejemplos de dominios de proteinas incluyen, pero no se limitan a, un dominio de Ig, un dominio
extracelular, un dominio de transmembrana, un dominio catalitico y un dominio citoplasmico.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “molécula” significa cualquier compuesto, incluyendo, pero no
limitado a, una molécula pequefia, péptido, proteina, azicar, nucleétido, acido nucleico, lipido, etc... y dicho
compuesto puede ser natural o sintético.

1. La invencién

El objetivo de la invencién es proporcionar un nuevo sistema para producir polipéptidos N-glicosilados. La
glicosilacion depende de la maquinaria enddgena presente en la célula huésped elegida para producir los
polipéptidos glicosilados.

El solicitante encontré sorprendentemente que las microalgas son capaces de producir polipéptidos glicosilados que
tienen un patrén de glicosilacion adecuado para fines terapéuticos en animales con alto rendimiento a través de su
magquinaria endégena de N-glicosilacion.

Por lo tanto, un aspecto de la invencion es la produccidon de polipéptidos que albergan de MansGIcNAc; a
MangGIcNAc, en las microalgas y otro aspecto de la invencién es la produccion de N-glicanos complejos en
microalgas modificadas.

Se describen en la presente memoria las microalgas transformadas, en donde dichas microalgas comprenden una
secuencia de nucleétidos unida operativamente a un promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en
donde dicha secuencia de nucledtidos codifica un polipéptido glicosilado que se expresa en las microalgas
transformadas.

Las microalgas, como se utilizan en la presente memoria, son organismos fotosintéticos unicelulares acuaticos, que
comprenden:

- Algas verdes: Clorofitos tales como Chlorella marina (por ejemplo, CCMP2333), Chlorella sorokiniana (por
ejemplo, UTEX 1663), Chlorella sp. (CCMP 2251), Chlorella pyrenoidosa, Chlorella protothecoides, nanocloropsis
tales como Nannochloropsis salina (por ejemplo, CCAP849/2), y Nannochloropsis goditana (por ejemplo,
CCAP849/5), Trebouxiofitas, Ulvofitas, Prasinofitas tales como Tetraselmis suecica (por ejemplo, CCMP904),
tetraselmis marina (por ejemplo, CCMP898), Prasinococcus capsulatus (por ejemplo, CCMP1192), Nephroselmis
rotunda (por ejemplo, UTEXLB996), Ostreococcus tauri, y Mesostigma;

- algas rojas: Rodofitina tal como Porphyridium omentum (por ejemplo, CCAP1320/3 y CCMP 675) o
Rhodella violacea (por ejemplo, SAG-115.79), Cianidiofitas y Glaucofitas;

- cromalveolados: Dinoflagelados tales como Heterocapsa triquetra (por ejemplo, CCMP448), Oxyhrris,
Perkinsus, Diatomeas tales como Thalassiosira pseudonana (por ejemplo, CCMP1335), Phaeodactylum tricornutum
(por ejemplo, CCAP1052/1A, P.t. 1.8.6, y CCMP632), Cylindrotheca fusiformis (por ejemplo, CCMP344),
Skeletonema costatum (CCMP1332), Chaeotoceros calcitrans (por ejemplo, CCMP1315), Nitzschia punctata (por
ejemplo, CCMP561), Amphora coffeaceformis (por ejemplo, CCMP127), Odontella aurita (por ejemplo, CCMP 145),
y naviculas, Rafidiofitas, Crisofitas, tales como Pavilova lutheri (por ejemplo, CCMP1325), Faeofitas, Bolidofitas,
Actinofridas, Traustrocitridas, Haptofitas tales como Isochrysis galbana (por ejemplo, CCAP927/14), Eustigmatofitas,
y Criptomonadas;

- Euglenidos tales como Eutreptiella gymnastica (por ejemplo, CCMP1594).
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Preferiblemente, dichas microalgas no son parte de Ostreococcus sp., lo mas preferiblemente, dichas microalgas no
son Ostreococcus tauri o Ostreococcus oceanica.

Preferiblemente, dichas microalgas no son parte de Clamidomonadales.

Las microalgas no comparten ninguna actividad de la beta (1,2)-xilosil transferasa y/o alfa (1,3)-fucosil transferasa
antes de ser transformadas. De hecho, y sorprendentemente, los inventores han establecido que las microalgas en
comparacion con las plantas, no afiaden xilosa con enlaces (3 (1,2) y/o fucosa con enlaces a (1,3) a los N-glicanos
de la proteina que son imunogénicos en mamiferos.

Por consiguiente, no es necesario, en comparacion con las plantas, inactivar la beta (1,2)-xilosil transferasa y/o la
alfa fucosil transferasa para producir en las microalgas glicoproteinas terapéuticas que no comprenden xilosa con
enlaces B (1,2) y/o fucosa con enlaces a (1,3).

El experto puede identificar simplemente las microalgas que no comparten ninguna actividad de la beta (1,2)-xilosil
transferasa y/o alfa (1,3)-fucosil transferasa antes de transformarse mediante métodos bien conocidos, como los
métodos descritos a continuacion en los ejemplos.

Por ejemplo, la persona experta puede identificar simplemente las microalgas que no comparten ninguna actividad
de la beta (1,2)-xilosil transferasa y/o alfa (1,3)-fucosil transferasa utilizando los anticuerpos anti-alfa (1,3) fucosa
(ref: AS07268) y anti-beta (1,2) xilosa (ref: AS07267) de AGRISERA.

Ventajosamente, dichas microalgas permiten la produccion de dicho polipéptido glicosilado con un patrén de
glicosilacion adecuado para fines terapéuticos en animales sin necesidad de la supresion de los genes responsables
de la adicion de epitopos inmunogénicos tales como en plantas, que afiaden xilosa con enlaces B (1,2) y/o fucosa
con enlaces a (1,3) a los N-glicanos de la proteina dando como resultado glicoproteinas que difieren en la estructura
de los animales y son inmunogénicas en mamiferos, o levaduras que expresan los genes de la manosiltransferasa
afadiendo manosa a la estructura del glicano y produciendo proteinas hipermanosiladas.

De hecho, el polipéptido glicosilado expresado en las microalgas transformadas no comprende xilosa con enlaces 3
(1,2) yl/o fucosa con enlaces a (1,3) y dichas microalgas no comparten ninguna actividad de la beta (1,2)-xilosil
transferasa y/o alfa fucosil transferasa antes de transformarse.

También, dichas microalgas no comparten la actividad de la manosiltransferasa que conduce a proteinas
hipermanosiladas que resultan de la adiciéon de manosa a la estructura de glicano como se observa en levaduras y
hongos.

Las microalgas se seleccionan entre Diatomeas, Euglénidos, Haptofitas, Prasinofitas y Clorofitas.
Las microalgas se seleccionan entre Clorofitas y Prasinofitas.

Las microalgas se seleccionan entre Diatomeas y Haptofitas.

Las microalgas se seleccionan entre Euglénidos.

Las proteinas glicosiladas producidas en las microalgas transformadas se pueden utilizar terapéuticamente en
animales, especialmente en mamiferos y mas particularmente en humanos.

En una realizacion de la invencion, el polipéptido glicosilado producido por el método de la invencion se selecciona
del grupo que comprende un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos primaria de un polipéptido
glicosilado humano, una secuencia de aminoacidos primaria de un polipéptido glicosilado de mamifero no humano,
una secuencia de aminoacidos primaria de un anticuerpo o un fragmento activo del mismo, y/o una secuencia de
aminoacidos primaria de un polipéptido glicosilado no mamifero.

En una realizacion preferida de la invencion, el polipéptido glicosilado producido por el método de la invencion es un
polipéptido de animal.

En una realizacion preferida de la invencion, el polipéptido glicosilado producido por el método de la invencién es un
polipéptido de mamifero.

En una realizacion mas preferida de la invencion, el polipéptido glicosilado producido por el método de la invencion
es un polipéptido humano.

Ejemplos de proteinas glicosiladas adecuadas incluyen sin limitacion: eritropoyetina, citoquinas tales como
interferones, anticuerpos, factores de coagulacion, hormonas, beta-glucocerebrosidasa, pentraxina-3, anti-TNFs...

Ejemplos de promotores que impulsan la expresion de una proteina recombinante en las microalgas incluyen, pero
no se limitan a, promotores nucleares tales como los descritos en la Tabla 1; promotores cloroplasticos tales como
promotores del gen rbcl (la subunidad principal de la ribulosa bifosfato carboxilasa/oxigenasa) y del gen atpA
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gen psbD; y promotores de plantas o animales.

Tabla 1

Microalgas

Chlanydomonas sp.

Phaeodactylum tricornutum

Cvlindrotheca fusiformis

Dunaliella  salina
Chiorrella ellipsoidea

Amphidinium sp.,
Symbiodiniim microadriaticim

Cyclotella cryptica

Thalasslosira psendonana

Promotor

rbeS2

cabll-1
B2 tubulina

CaMV 358
Nitrato reductasa Nit 1
Complejo PsaD
Fotosistema I

HSP70

Nopalina sintasa

FCPA, FCPB

Anbhidrasa carboénica
Nitrato reductasa

Frua 3

Actina

CaMV 355

p1\2V
ACC1

HLCF?9 del gen fcp

Referencias

(Sizova et al. 2001)
(Fuhrmann et al. 1999)
(Kowvar et al. 2002)
(StevensetPurton 1997)
(Ceruth 1997)
(Auchincloss et al. 1999)
(BlankenshipetKindle 1992)
(Dawvies 1992)

(Tang et al. 1995)
(Ohresser 1997)
(FischeretRochaix 2001)

(Schroda et al. 2002)
(Hall et al. 1993)

(Apt et al. 1996)
(Falciatore et al. 1999)
(Zaslavskaia et al. 2000)
(Harada et al. 2005)

(PoulsenetKroger 2005)
(Fischer et al. 1999)

(J1ang et al. 2005)

(Kim et al. 2002)

(ten LohwsetMiller 1998)
(Dunahay et al. 1995)
(Poulsen et al. 2006)

En una realizacion preferida de la invencion, el polipéptido glicosilado expresado en las microalgas transformadas
utilizadas en el método de la invencion comprende un patréon de glicosilacion adecuado para fines terapéuticos,
especialmente un patrén de glicosilacion animal, preferiblemente un patrén de glicosilacion de mamiferos, y mas
preferiblemente un patrén de glicosilacion de tipo humano.

En una realizacién mas preferida, el polipéptido glicosilado expresado en las microalgas transformadas utilizadas en
el método de la invencién comprende al menos una estructura de MansGIcNACc;.

En una realizacion de la invencion, el polipéptido glicosilado que tiene al menos una estructura de MansGIcNAc;
obtenida por el método de la invencion se somete ademas a al menos una reaccion de glicosilacién adicional in vitro,
después de su aislamiento de las microalgas transformadas.
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Esta solicitud también describe microalgas transformadas capaces de producir N-glicanos complejos.

Microalgas transformadas como las que se describen aqui anteriormente, expresan ademas una N-
acetilglucosainiltransferasa | (GnT 1) capaz de afiadir un resto de N-acetilglucosamina (GIcNAc) a MansGIcNAc,
para producir un GIcN AcMansGIcNAc,. Las N-acetilglucosaminiltransferasas | (GnT 1) son bien conocidas por los
expertos en la técnica, y también se conocen como manosido acetilglucosaminiltransferasas 1 (MGAT1). Como un
ejemplo de GnTl, se puede citar el GnTl del Mus musculus (SEQ ID NO: 18, numero de acceso NP_034924) o del
Homo sapiens (SEQ ID NO: 19, numero de acceso NP_002397). Preferiblemente, dicha N-
acetilglucosaminiltransferasa | (GnT 1) corresponde a SEQ ID NO: 19 (numero de acceso NP_002397).

Las microalgas transformadas como se describen aqui anteriormente; expresan ademas una N-
acetilglucosaminiltransferasa (GnT I, GnT Il, GnT lll, Gn T IV, GnT V, GnT VI), una manosidasa Il y una
fucosiltransferasa, galactosiltransferasa (GalT) o sialiltransferasa (ST), para producir N-glicanos complejos.

GnT I, GnT II, GnT Ill, Gn T IV, GnT V, GnT VI, manosidasa I, fucosiltransferasa, galactosiltransferasa (GalT) y
sialiltransferasa (ST) son bien conocidas por un experto en la técnica.

Ejemplos de GnT Il también conocido como manosil (alfa-1,6-)-glicocproteina  beta-1,2-N-
acetilglucosaminiltransferasa (MGAT2), incluyen GnT Il de Mus musculus (SEQ ID NO: 20, nimero de acceso
NP_666147) o de Homo sapiens (SEQ ID NO: 21, nimero de acceso NP_002399). Preferiblemente, dichas N-
acetilglucosaminiltransferasa Il (GnT Il) corresponden a SEQ ID NO: 21 (numero de acceso NP_02399).

Ejemplos de GnT |ll, también conocida como manosil (beta-1,4-)-glicoproteina  beta-1,4-N-
acetilglucosaminiltransferasa (MGAT3), incluyen GnT lll de Mus musculus (SEQ ID NO: 22, numero de acceso
NP_034925) o de Homo sapiens (SEQ ID NO: 23, numero de acceso NP_002400). Preferiblemente, dichas N-
acetilglucosaminiltransferasa Il (GnT Ill) corresponden a SEQ ID NO: 22 (nimero de acceso NP_002400).

Ejemplos de GnT IV, también conocida como manosil (alfa-1,3-)-glicoproteina  beta-1,4-N-
acetilglucosaminiltransferasa (MGAT4), incluyen la isoenzima A GnT IV de Mus musculus (SEQ ID NO: 24, nimero
de acceso NP_776295), isoenzima B de Mus musculus (SEQ ID NO: 25, nimero de acceso NP_666038), isoenzima
C de Mus musculus (SEQ ID NO: 26, numero de acceso NP_080519), isoenzima A de GnT IV de Homo sapiens
(SEQ ID NO: 27, numero de acceso NP_036346), isoenzima B de GnT IV de Homo sapiens (isoforma 1, SEQ ID
NO: 28, numero de acceso NP_055090 o isoforma 2, SEQ ID NO: 29, nimero de acceso NP_463459) o isoenzima
C de GnT IV de Homo sapiens (SEQ ID NO: 30, nimero de acceso NP_037376).

Ejemplos de GnT V, incluyen GnT V de Mus musculus (SEQ ID NO:31, numero de acceso NP_660110), isoenzima
B de GnT V de Mus musculus (SEQ ID NO: 32, niumero de acceso NP_766536), GnT V de Homo sapiens (SEQ ID
NO: 33, numero de acceso NP_002401), isoenzima B de GnT V de Homo sapiens (isoforma 1, SEQ ID NO: 34,
numero de acceso NP_653278 o isoforma 2, SEQ ID NO: 35, numero de acceso NP_945193).

Ejemplos de GnT VI incluyen GnT VI de Gallus gallus (SEQ ID NO: 36, niumero de acceso NP_990012).

Ejemplos de manosidasa Il (MAN II), también conocida como manosidasa 2, alfa 1 (MAN2A1), incluye MAN Il de
Mus musculus (SEQ ID NO: 37, niumero de acceso NP_032575) o de Homo sapiens (SEQ ID NO: 38, niumero de
acceso NP_002363). Preferiblemente, dicha manosidasa Il (MAN 1) corresponde a SEQ ID NO: 38 (nimero de
acceso NP_002363).

Las fucosiltransferasas son bien conocidas por los expertos e incluyen, como un ejemplo, la alfa (1,6)
fucosiltransferasa (fucosiltransferasa 8 (FUT8)), como el FUT8 de Mus musculus (SEQ ID NO: 39, nimero de
acceso NP_058589) o FUT8 de Homo sapiens (SEQ ID NO: 40, nimero de acceso Q9BYCS5). Preferiblemente,
dicha fucosil transferasa corresponde a SEQ ID NO: 40 (nimero de acceso Q9BYC5).

Las galactosiltransferasas son bien conocidas por los expertos e incluyen, como un ejemplo, una beta (1,4)
galactosiltransferasa (B4GALT1), como B4GALT1 de Homo sapiens (SEQ ID NO: 66, numero de acceso
NP_001488), o B4GALT1 de Mus musculus (SEQ ID NO: 67, nimero de acceso CAM14782). Preferiblemente, dicha
galactosiltransferasa corresponde a SEQ ID NO: 66 (nimero de acceso NP_001488).

Las sialiltransferasas son bien conocidas por los expertos e incluyen, como un ejemplo Alfa 2,6-sialiltransferasa (ST6
beta-galactosamida alfa-2,6-sialiltransferasa 1 (ST6GAL1) o beta galactosida alfa 2,6 sialiltransferasa 2 (ST6GAL2),
como ST6GAL2 de Mus musculus (SEQ ID NO: 41, numero de acceso NP_766417) o ST6GAL1 de Homo sapiens
(isoforma a, SEQ ID NO: 42, numero de acceso NP_775323 o isoforma b, SEQ ID NO: 43, numero de acceso
NP_775324), o Alfa 2, 3 sialiltransferasa (ST3 beta galactosido alfa-2,3-sialiltransferasa 6 (ST3GALG6), ST3 beta-
galactosido alfa-2,3-sialiltransferasa 1 (ST3GAL1), ST3 beta-galactosido alfa-2,3-sialiltransferasa 2 (ST3GAL2), ST3
beta-galactosido alfa-2,3-sialiltransferasa 3 (ST3GAL3), como ST3GAL1 de Mus musculus (SEQ ID NO: 44, niumero
de acceso NP_033203) o de Homo sapiens (SEQ ID NO: 45, nimero de acceso NP_003024), ST3GAL2 de Homo
sapiens (SEQ ID NO:46, numero de acceso NP_008858), ST3GAL3 de Homo sapiens (isoforma a, SEQ ID NO: 47,
numero de acceso NP_777623, isoforma b, SEQ ID NO: 48, nimero de acceso NP_777624, isoforma c, SEQ ID NO:
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49, niumero de acceso NP_777625, isoforma f, SEQ ID NO: 50, niumero de acceso NP_777628, isoforma j, SEQ ID
NO: 51, numero de acceso NP_006270, isoforma d, SEQ ID NO: 52, nimero de acceso NP_777626, isoforma e,
SEQ ID NO: 53, numero de acceso NP_777627, isoforma i, SEQ ID NO: 54, nimero de acceso NP_777631,
isoforma g, SEQ ID NO: 55, numero de acceso NP_777629, isoforma h, SEQ ID NO: 56, nimero de acceso
NP_777630), o ST3GAL6 de Homo sapiens (SEQ ID NO: 57, niumero de acceso NP_006091).

Las microalgas transformadas como se describen aqui anteriormente, que expresan ademas la enzima GnT | y una
actividad de la a-1,3/a-1,6-manosidasa, tal como Manosidasa |l capaz de recortar GlIcNAcMansGIcNAc,, para
producir GIcNAcMan3GIcNAc;.

Las microalgas transformadas como se describen aqui anteriormente, que expresan ademas la enzima GnT I, una
actividad de la a-1,3/a-1,6-manosidasa, tal como Manosidasa Il, y la enzima GnT Il capaz de transferir 31,2GIcNAc
sobre sustratos, para producir GIcNAc,MansGIcNAC;.

Las microalgas transformadas como se describen aqui anteriormente, que expresan ademas la enzima GnT I, una
actividad de la a-1,3/a-1,6-manosidasa, tal como Manosidasa I, y la enzima GnT Ill capaz de transferir $1-4-GIcNAc
sobre sustratos que son capaces de aceptar la biseccion de GIcNAc bisectada, para producir GIcNAc,ManzGIcNACc;
biseccionada.

Las microalgas transformadas como se describen aqui anteriormente, que expresan ademas la enzima GnT I, una
actividad de la a-1,3/a-1,6-manosidasa, tal como las enzimas Manosidasa Il, Gn T Il y GnT lll, para producir una
GlcNAcsMansGIcNAc; biseccionada.

Las microalgas transformadas como se describen aqui anteriormente, expresan ademas la enzima GnT [, una
actividad de la a-1,3/a-1,6-manosidasa, tal como las enzimas Manosidasa Il, y uno o mas enzimas de glicosilacion
entre GnT IV, GnT V y GnT VI, para producir glicanos unidos a N tri-antenarios o tetra-antenarios.

Las microalgas transformadas como se describen aqui anteriormente, expresan ademas la enzima GnT [, una
actividad de la a-1,3/a-1,6-manosidasa, tal como las enzimas Manosidasa Il, la enzima GnT Il y una o mas
glicosiltransferasas seleccionadas entre fucosiltransferasas, galactosiliransferasas o sialiltransferasas.

Con la informacion de secuencia de DNA, un experto en la técnica puede clonar moléculas de DNA que codifican
actividades de GnT. Utilizando técnicas estandar bien conocidas en la técnica, las moléculas de acido nucleico que
codifican GnT I, II, lll, IV, V o VI, manosidasa Il o una glicosiltransferasa tal como fucosiltransferasa,
galactosiltransferasa o sialiliransferasa (o que codifican fragmentos cataliticamente activos de las mismas) se
pueden insertar en vectores de expresion apropiados bajo el control transcripcional de promotores y otras
secuencias de control de la expresion capaces de conducir la transcripcion en microalgas seleccionadas, de manera
que una o mas de estas enzimas puedan expresarse activamente en las microalgas.

Preferiblemente, las enzimas son de origen humano, aunque también son Utiles otras enzimas de animales,
mamiferos, plantas o microalgas.

Los genes se cortan para dar fragmentos que codifican los dominios cataliticos de las enzimas. Al eliminar las
secuencias de direccionamiento endogenas, las enzimas pueden redirigirse y expresarse en otra localizacion celular.
La eleccion de dichos dominios cataliticos puede guiarse por el conocimiento del entorno particular en el que el
dominio catalitico posteriormente estara activo. Por ejemplo, si una enzima de glicosilacion particular tiene que estar
activa en el Golgi tardio, y todas las enzimas conocidas del organismo huésped en el Golgi tardio tienen un cierto pH
6ptimo, entonces se elige un dominio catalitico que muestre una actividad adecuada a ese pH. El DNA que codifica
los fragmentos cataliticamente activos de las enzimas se unen luego al DNA que codifica los péptidos sefal para
localizar las enzimas dentro de la red del ER, Golgi, o trans-Golgi. Estas secuencias de sefiales pueden
seleccionarse del organismo huésped, asi como de otros organismos relacionados o no relacionados. Las proteinas
unidas a la membrana del ER o Golgi pueden incluir tipicamente, por ejemplo, secuencias N-terminales que
codifican una cola citosolica (ct), un dominio de transmembrana (tmd) y una region troncal (sr). Las secuencias ct,
tmd y sr son suficientes individualmente o en combinacién para anclar proteinas a la membrana interna (lumenal) del
organulo. Otra fuente de secuencias de sefales incluye péptidos de sefiales de recuperacion, por ejemplo, los
tetrapéptidos HDEL, KDEL, DDEL o una sefal de recuperacion equivalente, que se encuentra tipicamente en el
extremo C de las proteinas que indujeron un transporte retrégrado en el ER o Golgi.

La secuencia de nucleétidos operativamente unida a un promotor que impulsa la expresion de GnT |, II, lll, IV, V, o
VI, Manosidasa Il, o una glicosiltransferasa tal como fucosiltransferasa, galactosiltransferasa o sialiltransferasa en
dichas microalgas, comprende dicho dominio catalitico del enzima que tiene una actividad 6ptima en dicho ER y
Golgi a un pH entre 5,1 y 8, unida a una sefial de direccionamiento celular no asociado normalmente con el dominio
catalitico.

Para que una glicosiltransferasa funcione satisfactoriamente en el aparato de Golgi, es necesario para la enzima que
se proporcionen con concentraciones suficientes de un azicar de nucleétido apropiado, que es el donante de alta
energia del resto de azucar afiadido a una glicoproteina naciente. En los seres humanos, la gama completa de
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precursores de azucar de nucledtido generalmente se sintetiza en el citosol y se transportan al aparato de Golgi,
donde se unen al oligosacarido central mediante glicosiltransferasas.

El solicitante observé en microalgas una concentracion suficiente de GIcNAc, manosa, fucosa y galactosa, pero no
de acido sialico.

Por lo tanto, para que una sialiltransferasa funcione satisfactoriamente en el aparato de Golgi, es necesario expresar
en la microalga una o mas enzimas necesarias para la sintesis de acido sialico, su activacion y su transporte dentro
del aparato de Golgi entre UDP-GIcNAc 2-epimerasa, GIcNAc2-epimerasa, GIcNAc-6P 2-epimerasa, NeuAc sintasa,
NeuAc-9P sintasa, CMP-NeuAc sintasa y CMP- transportador de acido sialico (véase, por ejemplo, los trabajos
hechos en plantas: Misaki R et al. Biochem Biophys Res Commun. 2006 Jan 27;339(4):1184-9; Paccalet T et al.
Plant Biotechnol J. 2007 Jan; 5(1): 16-25).

UDP-GIcNAc 2-epimerasa, que también se conoce como glucosamina (UDP-N-acetil)-2-epimerasa/N-
acetiimanosamina quinasa (GNE), es bien conocida por los expertos e incluye, como un ejemplo GNE de Mus
musculus (SEQ ID NO: 58, numero de acceso NP_056643) o GNE de Homo sapiens (SEQ ID NO: 59, niumero de
acceso NP_005467). Preferiblemente, dicho GNE corresponde a SEQ ID NO: 59 (nimero de acceso NP_005467).

GIcNAc 2-epimerasa es bien conocida por los expertos e incluye, como un ejemplo, la proteina de unién a renina
(RENBP) de Homo sapiens (SEQ ID NO: 60, numero de acceso NP_002901).

NeuAc-9P sintasa, también denominada acido N-acetilneuraminico sintasa (NANS), es bien conocida por los
expertos e incluyen, como un ejemplo, NANS de Homo sapiens (SEQ ID NO: 61, niumero de acceso NP_061819).

CMP-NeuAc sintasa, que es también conocida como citidina acido monofosfo-N-acetilneuraminico sintetasa
(CMAS), es bien conocida por los expertos e incluye, como un ejemplo CMAS de Mus musculus (SEQ ID NO: 62,
nimero de acceso NP_034038) o de Homo sapiens (SEQ ID NO: 63, numero de acceso NP_061156).
Preferiblemente, dicha CMAS corresponde a SEQ ID NO: 63 (nimero de acceso NP_061156).

CMP-transportadores de acido sialico son también bien conocidos por los expertos e incluyen, como un ejemplo, la
familia de portadores de soluto 35 (CMP-transportador de acido sialico), miembro A1 (SLC35A1) de Mus musculus
(SEQ ID NO: 64, nimero de acceso NP_036025) o de Homo sapiens (SEQ ID NO: 65, nimero de acceso
NP_006407). Preferiblemente, dicho CMP-transportador de acido sialico corresponde a SLC35A1 de Homo sapiens
(SEQ ID NO: 65, numero de acceso NP_006407).

La proteina transportadora afiadida transporta un azucar de nucleétido de citosol al aparato de Golgi, donde la
glucosiltransferasa puede hacer reaccionar al azicar de nucleétido, por ejemplo, para alargar un N-glicano. La
reaccion libera un difosfato o monofosfato del nucledsido, por ejemplo, UDP, GDP, o CMP. Como la acumulacion de
un difosfato del nucledsido inhibe la actividad adicional de una glicosiltransferasa, con frecuencia es también
deseable proporcionar una copia expresada de un gen que codifica un nucledtido difosfatasa. La difosfatasa
(especifica para UDP o GDP, segun corresponda) hidroliza el difosfonucledsido para producir un monofosfato del
nucledsido y un fosfato inorganico. El monofosfato de nucledsido no inhibe la glicosiltransferasa y, en cualquier caso,
se exporta del Golgi mediante un sistema celular endégeno.

Las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencién expresan una N-acetilglucosaminiltransferasa |
(GnT 1) capaz de afiadir un resto de N-acetilglucosamina (GIcNAc) a MansGIcNAc, para producir
GIcNAcMansGIcNAc;.

Las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencion expresan una N-acetilglucosaminiltransferasa
(GnT I, GnT I, GnT Ill, GnT IV, GnT V, GnT VT), una manosidasa Il y una fucosiltransferasa, galactosiltransferasa
(GalT) o sialiltransferasas (ST), para producir N-glicanos complejos.

Las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencion expresan una enzima GnT | y una actividad de
a-1,3/a-1,6-manosidasa, tal como Manosidasa Il capaz de recortar GIcNAcMansGIcNAc; para producir
GIcNAcMan3GIcNAc;.

Las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencion expresan una enzima GnT |, una actividad de
a-1,3/a-1,6-manosidasa, tal como Manosidasa I, y una enzima GnT Il capaz de transferir $1,2-GIcNAc sobre
sustratos, para producir GlIcNAc,MansGIcNAC:.

Las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencion expresan una enzima GnT |, una actividad de
a-1,3/a-1,6-manosidasa, tal como Manosidasa Il, y una enzima GnT |l capaz de transferir $1,4-GIcNAc sobre
sustratos que son capaces de aceptar la biseccién de GlcNAc, para producir GlIcNAc,MansGIcNAc; biseccionado.

Las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencion expresan una enzima GnT |, una actividad de

a-1,3/a-1,6-manosidasa, tal como las enzimas Manosidasa Il, GnT Il y GnT llI, para producir GIcNAcsMan3GIcNAc;
biseccionado.
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Las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencion expresan ademas la enzima GnT I, una
actividad de o-1,3/a-1,6-manosidasa, tal como Manosidasa Il, y una o mas enzimas de glicosilacion entre GnT |V,
GnT V y GnT VI, para producir glicoproteinas tri-antenarias o tetra-antenarias.

Las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencion expresan la enzima GnT [, una actividad de o-
1,3/a-1,6-manosidasa, tal como Manosidasa I, la enzima GnT Il y una o mas glicosiltransferasas seleccionadas
entre fucosiltransferasas, galactosiltransferasas o sialiltransferasas.

Las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencién expresan la enzima GnT [, una actividad de o-
1,3/a-1,6-manosidasa, tal como Manosidasa I, la enzima GnT Il y una o mas glicosiltransferasas seleccionadas
entre fucosiltransferasas, galactosiltransferasas o sialiltransferasas, siempre que exprese ademas una o mas
enzimas necesarias para la sintesis del acido sialico, su activacion y su transporte dentro del aparato de Golgi entre
UDP-GIcNAc 2-epimeras, GIcNAc 2-epimerasa, GIcNAc-6P 2-epimerasa, NeuAc sintasa, NeuAc-9P sintasa, CMP-
NeuAc sintasa y CMP-transportador de acido sidlico, cuando la glicosiliransferasa seleccionada es una
sialiltransferasa.

La secuencia de nucledtidos unida operativamente a un promotor que impulsa la expresion de GnT |, I, lll, IV, V, o
VI, Manosidasa Il, o una glicosiltransferasa tal como fucosiltransferasa, galactosiltransferasa o sialiltransferasa en
dichas células de microalgas, comprende dicho dominio catalitico de la enzima que tiene la actividad 6ptima en
dicho ER o Golgi a un pH entre 5,1 y 8, unida a una sefial de direccionamiento celular no asociada normalmente con
el dominio catalitico.

Las células de microalgas utilizadas en el método de la invencidon se seleccionan entre algas verdes, algas rojas,
cromalveolados, y euglénidos.

Un objetivo de la invencion es un método para producir al menos un polipéptido glicosilado que tiene un patron de
glicosilacion adecuado para fines terapéuticos, que comprende las etapas de:

(i) cultivar una microalga transformada de Phaeodactylum tricornutum, que comprende una secuencia de
nucledtidos unida operativamente a un promotor que impulsa la expresion en dicha microalga, en donde dicha
secuencia de nucledtidos codifica un polipéptido glicosilado que se expresa en la microalga transformada para
obtener la expresion de dicho al menos un polipéptido glicosilado; y

(ii) seleccionar dicho al menos un polipéptido glicosilado para determinar el patron de glicosilacion de dicho al
menos un polipéptido glicosilado y para seleccionar el al menos un polipéptido glicosilado que tiene al menos una
estructura de MangGIcNAc; a MansGIcNAc; y no comprende xilosa con enlaces B (1,2) y/o fucosa con enlaces a
(1.3),

en donde dichas microalgas transformadas no comparten ninguna actividad de la 3 (1,2) xilosil transferasa y/o a
(1,3) fucosil transferasa antes de transformarse, y no comparte ninguna actividad de la manosiltransferasa que
conduce a proteinas hipermanosiladas que resultan de la adicion de manosa a la estructura de glicano.

Ventajosamente, el método de la invencion comprende ademas la etapa de transformar una microalga previa a la
etapa (i) para obtener una microalga como se definié anteriormente.

Ventajosamente, el al menos un polipéptido glicosilado presenta un patrén de glicosilacion adecuado para fines
terapéuticos en animales y es producido por dichas microalgas transformadas sin necesitar en dichas microalgas
transformadas la supresiéon de los genes responsables de la adicién de epitopos inmunogénicos tales como en
plantas, que afiaden xilosa con enlaces 8 (1,2) y/o fucosa con enlaces a (1,3) a los N-glicanos de proteinas dando
como resultado glicoproteinas que difieren en la estructura de los animales y son inmunogénicas en mamiferos, o
levaduras que expresan genes de manosiltiransferasas afadiendo una manosa a la estructura de glicano y
conduciendo a proteinas hipermanosiladas.

Por lo tanto, dicho al menos un polipéptido glicosilado no comprende xilosa con enlaces B (1,2) y/o fucosa con
enlaces a (1,3) y dichas microalgas no comparten ninguna actividad de la beta (1,2)-xilosil transferasa y/o alfa fucosil
transferasa antes de transformarse.

Ademas, dichas microalgas no comparten ninguna actividad de la manosiltransferasa que conduce a proteinas
hipermanosiladas que resultan de la adiciéon de manosa a la estructura de glicano como se observa en levaduras y
hongos.

En una realizacion preferida, dichas microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencion expresan al
menos una enzima seleccionada entre GnT |, Il, Ill, IV, V, o VI, Manosidasa Il, o una glicosiltransferasa tal como
fucosiltransferasa, galactosiltransferasa o sialiltransferasa, con una secuencia de nucleétidos unida operativamente
a un promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en donde dicha secuencia de nucleétidos codifica un
polipéptido glicosilado que se expresa en las microalgas transformadas.
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En una realizacion preferida, dicho polipéptido glicosilado producido por dicho método comprende un patron de
glicosilacion adecuado para fines terapéuticos, especialmente un patrén de glicosilacion animal, preferiblemente un
patron de glicosilacion de mamiferos, y mas preferiblemente un patrén de glicosilacion del tipo humano.

Para purificar un polipéptido glicosilado que tiene un patrén de glicosilacion adecuado para fines terapéuticos, el
método de la invencion comprende una etapa para determinar el patron de glicosilacion de dicho al menos un
polipéptido glicosilado.

El patrén de glicosilacion se puede determinar por un método bien conocido por los expertos.

Como ejemplo, se pueden obtener informaciones preliminares sobre la N-glicosilacion de la glicoproteina
recombinante mediante el analisis de afino- y inmunotransferencia utilizando sondas tales como lectinas (CON A;
ECA; SNA; MAA...) y anticuerpos de N-glicanos especificos (anti-B1,2-xilosa; anti-a-1,3-fucosa; anti-Neu5Gc, anti-
Lewis...). Esto se hace segun FITCHETTE et al., (Plant proteomics and glycosylation, Methods Mol. Biol., vol.355,
p:317-342, 2007) y podria completarse mediante ensayos de desglicosilacion.

Para investigar el perfil detallado del N-glicano de la proteina recombinante, los oligosacaridos unidos al N se liberan
después de la proteina de una manera no especifica utilizando digestiéon enzimatica o tratamiento quimico
(FITCHETTE et al., anteriormente mencionado, 2007; SEVENO et al., Plant N-glycan profiling of minute amounts of
material, Anal. Biochem., vol. 379 (1), p: 66-72, 2008). La mezcla resultante de los oligosacaridos reductores se
puede perfilar por HPLC y/o los enfoques de espectrometria de masas (ESI-MS-MS y MALDI-TOF esencialmente,
BARDOR et al.,, Analytical strategies to investigate plant N-glycan profiles in the context of plant-made
pharmaceuticals, Curr Opin Struct Biol., vol. 16(5), p: 576-583, 2006, SEVENO et al., anteriormente mencionado,
2008). Estas estrategias, junto con la digestion con exoglicosidasa, permiten la identificacion y cuantificacién de N-
glicanos (Séveno et al., 2008).

Otra alternativa para estudiar el perfil de N-glicosilacion de la proteina recombinante es trabajar directamente sobre
sus glicopéptidos después de la digestion con proteasa de la proteina, purificacion y analisis por espectrometria de
masas de los glicopéptidos como se describe en BARDOR et al. (Monoclonal C5-1 antibody produced in transgenic
alfalfa plants exhibits a N-glycosylation that is homogenous and suitable for glyco-engineering into human-compatible
structures, Plant Biotechnol J., vol. 1(6), p: 451-462, 2003).

Todavia para purificar un polipéptido glicosilado que tiene un patron de glicosilacion adecuado para fines
terapéuticos, el método de la invencion comprende la etapa de seleccionar al menos un polipéptido glicosilado que
comparte un patron de glicosilacion adecuado para fines terapéuticos, tal como un patrén de glicosilacion que no
comprende xilosa con enlaces ((1,2) y/o fucosa con enlaces a(1,3). Mas preferiblemente, dicho al menos un
polipéptido glicosilado comprende al menos una estructura MansGIcNAc;.

Las microalgas utilizadas en dicho método descrito previamente, se seleccionan entre Diatomeas.

En una realizacion preferida de la invencion, el polipéptido glicosilado producido por dicho método se selecciona del
grupo que comprende un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos primaria de un polipéptido glicosilado
humano, un secuencia de aminoacidos primaria de un polipéptido glicosilado de mamifero no humano, una
secuencia de aminoacidos primaria de un anticuerpo o un fragmento activo del mismo, y/o una secuencia de
aminoacidos primaria de un polipéptido glicosilado no mamifero.

En una realizacién mas preferida, ejemplos de dichos polipéptidos glicosilados expresados en las microalgas
transformadas incluyen, pero no se limitan a, eritropoyetina, citoquinas tal como interferones, anticuerpos, factores
de coagulacion, hormonas, beta-glucocerebrosidasa, pentraxina-3, anti-TNFs...

En otra realizacién de la invencion, dicho método comprende la etapa de aislar el polipéptido glicosilado
recombinante después del paso de dicho polipéptido glicosilado recombinante a través del ER y aparato de Golgi de
las microalgas transformadas.

En otra realizacion de la invencién, las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencion
comprenden ademas una secuencia de nucleétidos unida operativamente a un promotor que impulsa la expresion
en dichas microalgas, en donde dicha secuencia de nucledtidos codifica una enzima N-acetilglucosaminiltransferasa
que se expresa en las microalgas transformadas.

En otra realizacion de la invencion, las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencion
comprenden ademas secuencias de nucledtidos unidas operativamente a promotores que impulsan la expresiéon en
dichas microalgas, en donde dichas secuencias de nucleétidos codifican una enzima N-acetilglucosaminiltransferasa
| y una enzima manosidasa Il que se expresan en las microalgas transformadas.

En otra realizacion de la invencién, las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencion
comprenden ademas secuencias de nucleétidos unidas operativamente a promotores que impulsan la expresiéon en
dichas microalgas, en donde dichas secuencias de nucledtidos codifican una enzima N-acetilglucosaminiltransferas
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I, una enzima manosidasa Il y una enzima N-acetilglucosaminiltransferasa Il que se expresan en las microalgas
transformadas.

En otra realizacion de la invencion, las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencion
comprenden ademas secuencias de nucledtidos unidas operativamente a promotores que impulsan la expresion en
dichas microalgas, en donde dichas secuencias de nucleétidos codifican una enzima N-acetilglucosaminiltransferasa
I, una manosidasa Il y al menos una enzima seleccionada entre N-acetilglucosaminiltransferasa Il, 1V, V y VI, que se
expresan en las microalgas transformadas.

En otra realizacion de la invencién, las microalgas transformadas utilizadas en el método de la invencion
comprenden ademas secuencias de nucledtidos unidas operativamente a promotores que impulsan la expresion en
dichas microalgas, en donde dichas secuencias de nucledtidos codifican una enzima N-
acetilglucosaminiltransferasa, una enzima manosidasa Il, al menos una enzima seleccionada entre N-
acetilglucosaminiltransferasa 1l, IV, V y VI que se expresan en las microalgas, y al menos una enzima
glicosiltransferasa seleccionada entre galactosiltransferasa, fucosiltransferasa y sialiltransferasa, que se expresan en
la microalgas transformadas.

Cuando las sialiltransferasas se expresan en las microalgas transformadas, dichas microalgas se transforman
también con secuencias de nucledtidos que codifican una o mas enzimas necesarias para la sintesis del acido
sialico, su activacion y su transporte dentro del aparato de Golgi entre UDP-GIcNAc 2-epimerasa, GIcNAc 2-
epimerasa, GIcNAc-6P 2-epimerasa, NeuAc sintasa, NeuAc-9P sintasa, CMP-NeuAc sintasa y CMP-trasportador del
acido sialico.

En una realizacion preferida de la invencién, dicha secuencia de nucleétidos operativamente unida a un promotor
que impulsa la expresion de N-acetilglucosaminiltransferasas, manosidasa Il o glicosiliransferasas en dichas
microalgas, comprende dicho dominio catalitico de la enzima que tiene una actividad 6ptima en dicho ER y Golgi a
un pH entre 5,1 y 8, unida a una sefial de direccionamiento celular no asociada normalmente con el dominio
catalitico.

En una realizacion de la invencion, previo a la transformacion de las microalgas, dichas secuencias de nuclettidos
se pueden someter a una o mas rondas de barajado de genes, PCR propensa a errores o mutagénesis in vitro.

La transformacion de las microalgas se puede realizar mediante métodos convencionales tales como bombardeo de
microparticulas, electroporacion, perlas de vidrio, polietilenglicol (PEG), patillas de carburo de silicio, o uso de virus o
agrobacterias.

En una realizacion de la invencion, las secuencias de nuclettidos se pueden introducir en las microalgas mediante
plasmidos, secuencias viricas, DNA bicatenario o monocatenario, DNA circular o lineal.

En otra realizacién de la invencion, es generalmente deseable incluir en cada secuencia de nucleétidos o vectores al
menos un marcador seleccionable para permitir la seleccion de microalgas que se han transformado de manera
estable. Ejemplos de dichos marcadores son los genes resistentes a antibiéticos, tales como los genes sh ble que
permiten la resistencia a zeocina, los genes nat o sat-1 que permiten la resistencia nouseotricina, el gen bar que
permite la resistencia a glufosinato.

Después de la transformacion de las microalgas, se seleccionan transformantes que muestran las proteinas que
muestran el fenotipo de glicosilacion deseado. La seleccion se puede llevar a cabo mediante uno o mas métodos
convencionales que comprenden: espectrometria de masas tal como MALDI-TOF-MS, cromatografia ESI-MS,
caracterizacion de células utilizando un clasificador de células activadas por fluorescencia, espectrofotdometro,
fluorimetro o contador de centelleo; exposicion de las células a una lectina o anticuerpo que tiene una afinidad
especifica por un resto de oligosacarido deseado; exposicion de las células a una molécula citotdxica o radioactiva
seleccionada del grupo que consiste en azucares, anticuerpos o lectinas.

La solicitud también describe el uso de una microalga transformada como se describié anteriormente para producir
al menos un polipéptido glicosilado.

Dicha microalga y al menos un polipéptido glicosilado se describen anteriormente.

Ventajosamente, dichas microalgas permiten la produccion de dicho polipéptido glicosilado con un patrén de
glicosilacion adecuado para fines terapéuticos en animales sin necesitar la supresion, en dichas microalgas, de los
genes responsables de la adicion de epitopos inmunogénicos tales como en plantas, que afiaden xilosa con enlaces
B(1,2) y fucosa con enlaces a (1,3) a los N-glicanos de la proteina dando como resultado glicoproteinas que difieren
en estructura de animales y son inmunogénicos en mamiferos, o levaduras que expresan los genes de
manosiltransferasa afiadiendo manosa a la estructura de glicano y que conducen a proteinas hipermanosiladas.

De hecho, dicho al menos un polipéptido glicosilado no comprende xilosa con enlaces ((1,2) y/o fucosa con enlaces
a(1,3) y dichas microalgas no comparten ninguna actividad de la beta (1,2)-xilosil transferasa y/o alfa (1,3)-fucosil
transferasa antes de transformarse.
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Por lo tanto, dichas microalgas no comparten ninguna actividad de la manosiltransferasa que conduce a proteinas
hipermanosiladas que resultan de la adiciéon de manosa a la estructura de glicano como se observa en levaduras y
en hongos.

Todavia ventajosamente, dicho al menos un polipéptido glicosilado comprende al menos una estructura
MansGIcNAc:.

Un objetivo de la invencion son los polipéptidos glicosilados producidos por el método como se describio aqui
anteriormente.

La solicitud también describe una composicion farmacéutica que comprende al menos un polipéptido glicosilado
producido por el método descrito aqui anteriormente.

La solicitud describe también una composicion veterinaria que comprende el polipéptido glicosilado producido por el
método de la invencion.

Ejemplos

En la siguiente descripcion, todos los experimentos para los que no se proporciona un protocolo detallado se
realizan de acuerdo con el protocolo estandar.

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar las realizaciones preferidas de la invencion. Los expertos en la
técnica deberian apreciar que las técnicas descritas en los ejemplos que siguen representan técnicas descubiertas
por el inventor para que funcionen bien en la practica de la invencion vy, por lo tanto, se pueden considerar que
constituyen modos preferidos para su practica. Sin embargo, los expertos en la técnica deberian, a la luz de la
presente descripcion, apreciar que pueden realizarse muchos cambios en las realizaciones especificas que se
describen y seguir obteniendo un resultado similar o similar sin apartarse del espiritu y alcance de la invencion.

Materiales y métodos
Analisis del genoma en silicio

La identificacion de genes en el genoma de Phaeodactylum tricornutum se llevé a cabo mediante el analisis BLAST
con los genes especificos de Homo sapiens, Mus musculus, Arabidopsis thaliana, Drosophila melanogaster,
Saccharomyces cerevisiae, Physcomitrella patens, Medicago truncatula, Zea mays y Medicago sativa
(http://genome.jgi-psf.org/Phatr2/Phatr2.home.html). Las busquedas de péptidos sefial y la
localizacion/direccionamiento celular de las proteinas putativas maduras se realizaron utilizando SignalP
(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) y TargetP (www.cbs.dtu.dk/services/TargetP).

La presencia del dominio de transmembrana predicho asi como la busqueda para dominios pfam especificos se
llevaron a cabo respectivamente con www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ y http://smart.embl-heidelberg.de.

Condiciones de cultivo estandar de Phaeodactylum tricornutum'y Tetraselmis suecica

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron CCAP 1052/1A de Phaeodactylum tricornutum, €l clon P.t.1.8.6 de
Phaeodactylum tricornutum y CCMP 904 de la Prasinofita Tetraselmis suecica.

Las microalgas se cultivaron a 20°C bajo iluminacién continua (280-350 umol fotones m2s™), en agua de mar natural
costera (origen St. Malo, Francia) esterilizada mediante filtracion de 0,22 pm.

Esta agua de mar esta enriquecida con medios nutritivos Conway (Walne, 1966) con adicién para las diatomeas de
silice (40 g/L de metasilicato de sodio; 1 ml/L). Para grandes volumenes (de 2 litros a 300 litros) los cultivos se
airearon con una mezcla COy/aire al 2% para mantener el pH en un intervalo de 7,5-8,1.

Para la transformacién genética, las microalgas se extendieron en gelosa que contiene 1% de agar. Después de la
concentracion por centrifugacion, las microalgas se extendieron en placas de Petri selladas y se incubaron a 20°C
bajo iluminacién constante. La concentracion de cultivos se estimo en células de conteo de Mallassez después de la
fijacion de las microalgas con una solucién de Lugol.

Condiciones de cultivo estandar de Chlorella
La cepa utilizada en este trabajo fue Chlorella sorokiniana.

Las microalgas se cultivaron a 28°C bajo iluminacion continua (280-350 umol fotones m2s™), en medio Kuhl (Kuhl y
Lorenzen 1964). Para grandes volumenes (de 2 litros a 300 litros) los cultivos se airearon con una mezcla CO-/aire
al 2% para mantener el pH en un intervalo de 7,5-8,1.

Para la transformacién genética, las microalgas se extendieron en gelosa que contiene 1% de agar. Después de la
concentracion por centrifugacion, las microalgas se extendieron en placas de Petri selladas y se incubaron a 28°C
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bajo iluminacién constante. La concentracion de cultivos se estimo en células de conteo de Mallassez después de la
fijacion de las microalgas con una solucion de Lugol.

Extraccion de proteinas de Phaeodactylum tricornutum para el analisis de N-glicosilacion

El cultivo concentrado (20.108 células/L) se centrifugd primero a 5000 g durante 20 minutos a 4°C. El sedimento se
liofilizé después. Dos gramos de microalga liofilizada se molieron en un mortero en presencia de arena utilizando un
tampon Tris-HCI 750 mM pH 8 que contiene 15% (peso/volumen) de sacarosa, 2% (volumen/volumen) de [B-
mercaptoetanol y fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 1 mM y después se centrifugé durante 30 minutos a 11500
gramos, a 4°C. Las proteinas del sobrenadante se precipitaron con sulfato de amonio al 90% durante 2 horas a
temperatura ambiente (RT) bajo agitacion y se centrifugd durante 30 minutos a 11500 gramos. El sedimento se
solubilizd en agua y después, se dializé frente a agua, durante una noche a 4°C. Finalmente, el extracto de proteina
total se ultracentrifugé a 30000 gramos durante 1 hora a 4°C y se resuspendi6 en el menor volumen de agua, antes
de la cuantificacion de proteinas y posterior analisis.

Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se llevo a cabo sobre los extractos de proteinas totales de Phaeodactylum tricornutum
utilizando el conjunto de ensayos de proteinas BCA de Pierce segun las instrucciones del fabricante.

Analisis de inmuno- y afinotransferencia

Cincuenta ug del extracto de proteinas totales de las microalgas se separaron mediante SDS-PAGE utilizando un gel
de poliacrilamida al 12%. Las proteinas separadas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se tifieron con
Ponceau Red para el control de la eficiencia de transferencia. La membrana de nitrocelulosa se bloqueé durante la
noche a temperatura ambiente con disolucion salina Tris-tamponada (TBS) que contiene 0,1% de Tween 20 (TBS-T)
para la afinodeteccion y durante la noche en gelatina al 3% disuelta en TBS para la inmunodeteccion. La
inmunodeteccion se llevo a cabo utilizando anticuerpos especificos de fabricacion casera del nucleo-1,2-xilosa y
nucleo-a1,3-fucosa (1:3000 en TBS que contiene 1% de gelatina, 2 horas, temperatura ambiente). Después de lavar
con TBS-T (6 veces, 5 minutos), la unién de los anticuerpos se detect6 utilizando un anticuerpo IgG anti-conejo de
cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante secundario diluido a 1:3000 en TBS que contenia 1% de gelatina
durante 1,5 horas a temperatura ambiente (Bio-Rad). El desarrollo final de las transferencias se realiz6 utilizando 4-
cloro 1-naftol como se describié previamente (Fitchette et al., 2007). La afinodeteccion utilizando concanavalina A se
llevé a cabo por incubacion con la lectina a 25 pg/mL, 2 horas, temperatura ambiente en TBS-T, complementado con
CaClz 1 mM y MgCl; 1 mM. Después del lavado con TBS-T complementado con CaCl, y MgCl, (6 veces, 5 minutos),
la union de esta lectina se detectd utilizando una peroxidasa de rabano picante diluida a 50 yg/mL, 1 hora a
temperatura ambiente en TBS-T complementada con CaCl; 1 mM y MgCl, 1 mM. Después de lavar con el mismo
TBS-T y después, TBS, el desarrollo final de las transferencias se realiz6 utilizando 4-cloro-1-naftol como se
describio previamente (Fitchette et al., 2007). La afinodeteccion con fitohemaglutinina E y L biotiniladas (PHA-E y L),
Aglutinina biotinilada de Erythrina Crista Galli (ECA) y aglutinina de cacahuete biotinilada (PNA) se realizaron
mediante la incubacion de estas lectinas a 20 pg/mL en respectivamente TBS-T para PHA-E y L y TBS-T
complementada con CaCl; 0,1 mM y MnCl; 0,5 mM. Después del lavado con TBS-T adecuado, la union de estas
lectinas se detectd utilizando estreptavidina acoplada con peroxidasa de rabano picante diluido a 1/3000, 45 minutos
a temperatura ambiente en TBS-T adecuado. El desarrollo final de las transferencias se llevd a cabo como para la
afinodeteccion de concanavalina A.

La oxidacion del resto de glicano de las glicoproteinas se llevé a cabo en una transferencia utilizando periodato de
sodio segun Fitchette-Lainé et al., 1998.

Desglicosilacion mediante PNGasa F o Endo H

El ensayo de desglicosilacion se realizé6 sobre el extracto de proteinas total utilizando péptido N-glicosidasa F
aislada de Flavobacterium meningosepticum (PNGasa F) o utilizando Endoglicosidasa H (Endo H).

1 mg de proteinas totales se disolvieron primero en 2 ml de tampén Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5 que contiene 0,1% de
SDS. La muestra se calenté 5 minutos a 100°C para la desnaturalizacién de la proteina. Después de enfriar, se
afiadieron 2 mL de tampoén Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, que contiene 0,5% de Nonidet P-40 a la muestra, asi como 10
unidades de PNGasa F. La digestion se incubd durante 24 horas a 37°C. Después de la digestion, las proteinas se
precipitaron con 4 volumenes de etanol 24 horas a -20°C, antes de la separacion por SDS-PAGE, la transferencia y
la afinodeteccion con concanavalina A.

Galactosilacion in vitro

La galactosilacion in vitro se llevd a cabo tratando 50 pug de un extracto de proteina total con 50 mU de
B(1,4)galactosiltransferasa de leche bovina (Fluka) en 1 mL de tampon de cacodilato de sodio 100 mM pH 6,4 en
presencia de 5 pmol de UDP-galactosa y 5 pmol de MnCl; a 37°C durante 24 horas (Bardor et al., 2003). La muestra
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se liofiliz6. Después, las proteinas y glicoproteinas se separaron por SDS-PAGE vy el gel se electrotransfirio sobre
nitrocelulosa. Las proteinas se afinodetectaron utilizando lectina ECA biotinilada, como se describié anteriormente.

Composicion del monosacarido

Los extractos de proteinas totales se sometieron a una metanolisis de 16 horas a 80°C con 500 puL de HCI
metandlico 1 M. Después de la evaporacion y etapas adicionales de lavado con metanol, las muestras se re-
acetilaron por adicion en 200 yL de metanol de 20 L de acido acético anhidro y 20 uL de piridina. Los N-acetil metil
glicosidos resultantes (metil éster) se secaron y se convirtieron después en sus trimetilsilil derivados y se separaron
por cromatografia de gases (GC). El cromatografo de gases se equipd con un detector de ionizacion de llama, un
WCOT unido a la columna capilar de silice (longitud 25 m, diametro interno 0,25 mm) con CP-Sil 5 CP como fase
estacionaria y helio como gas vector. El programa de temperatura del horno fue: 2 minutos a 120°C, 10°C/min a
160°C, y 1,5°C/min a 220°C y después 20°C/min a 280°C. La cuantificacion del azucar se realizé por integracion de
los picos y determinacion de los valores molares correspondientes utilizando factores de respuesta establecidos con
monosacaridos estandar. La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas de impacto electrénico
(GC-El MS) se llevo a cabo utilizando una cromatografia de gases Hewlett-Packard serie 6890 acoplado con un
espectrometro de masas Autospec de geometria EBE (Micromass, Manchester, UK) equipado con un sistema de
datos Opus 3.1. Las separaciones cromatograficas se obtuvieron utilizando una columna capilar de silice CP-sil 5CB
(25 m, 0,25 mm de diametro interno, 0,25 um de espesor de pelicula, Chrompack) recubierta con polidimetilsiloxano.
El helio fue el gas portador y la velocidad de flujo fue de 0,8 mL min'. La temperatura del horno se programoé como
sigue: inicialmente se estableci6 a 120°C durante 2 min, se aumenté a una velocidad de 10°C min™' a 160°C,
después se aumento a una velocidad de 1,5°C min-' a 220°C y finalmente se aument6 a 280°C a una velocidad de
15°C min'. Las temperaturas del inyector, la interfaz y las lineas fuero 250°C. Las inyecciones de 0,5 uL se
realizaron con una relacion de division de 5. El espectro de masas de impacto electrénico se registré utilizando una
energia de electrones de 70eV, un voltaje de aceleracion de 8kV y un poder de resolucién de 1000. La corriente de
la trampa fue de 200 pA y la velocidad de escaneo de iman fue 1s/década en un intervalo m/z de 800-4000. La
temperatura de la fuente de iones fue 250°C.

Analisis del acido sidlico

Los acidos sialicos unidos de los extractos de proteinas totales se liberaron utilizando hidrélisis con acido acético
2M, 3h a 80°C (Varki y Diaz, 1984). Los acidos sidlicos liberados se pasaron a través de Microcon® YM-10 (Fisher
Scientific) antes de la derivatizaciéon con DMB. La derivatizacién con DMB se realizd segun Hara et al., 1989. Los
derivados DMB-acido sialico de las diferentes fracciones fueron después, analizados mediante cromatografia liquida
de alta eficacia utilizando una columna C18 (C18 monomérica S/N E000930-10-2) y las condiciones de elucién como
se reportaron anteriormente (Klein et al., 1997). El eluyente se monitorizé por fluorescencia. Los derivados
resultantes se recogieron, secaron y se analizaron por MALDI-TOF MS como se describi6é anteriormente.

Aislamiento de glicanos unidos a N

Las proteinas totales se digirieron por sucesivos tratamientos con pepsina y PNGasa A como se describio
previamente en Fitchette et al., 2007. Brevemente, 4 mg de proteinas se digirieron con 6 mg de pepsina en 2 mL de
HCI 10 mM, pH 2,2, a 37°C durante 48 horas. Después de neutralizacién con hidréxido de amonio 1 M, la disolucion
se calentd durante 5 minutos a 100°C vy se liofilizd. Los glicopéptidos se desglicosilaron después durante una noche
a 37°C con PNGasa A (10 mU, Boehringer Mannheim) en un tampon de acetato de sodio 100 mM, pH 5,0. Los N-
glicanos se purificaron por sucesivas eluciones a través de una columna AG 50W-X2 (Bio-RAD) y un cartucho C18
(Varian).

Preparacion y digestion con exoglicosidasa de oligosacaridos 2-AB

Los N-glicanos purificados se marcaron con 2-aminobenzamida (2-AB) utilizando el protocolo optimizado descrito en
Bigge et al., 1995. Brevemente, los N-glicanos se disolvieron en 10 pL de 2-AB en dimetilsulféxido-acido acético
glacial 0,35 M (7:3 volumen/volumen) que contiene cianoborohidruro de sodio 1 M. Después de la incubacién a 60°C
durante 2 horas, la mezcla se aplicé a una tira de papel cromatografico (Whatmann 3MM, longitud, 10 cm; ancho, 3
cm). La cromatografia de papel ascendente se realizd utilizando n-butanol/etanol/agua (4/1/1
volumen/volumen/volumen) a temperatura ambiente durante 45 minutos en un recipiente de vidrio. Después de la
migracion, el papel se seco utilizando un secador de pelo. Después, los N-glicanos marcados se detectaron
utilizando una luz ultravioleta y se eluyeron utilizando agua y después se liofilizaron. Para la digestion con
exoglicosidasa, 200 miliunidades de a-manosidasa de frijol Jack (Sigma-Aldrich) se desalaron por ultrafiltracion y se
incubaron durante una noche a 37°C con aproximadamente 50 pmoles de una mezcla de N-glicano marcado con 2-
AB. Después, la digestion se analizd directamente mediante espectrometria de masas del tiempo de ionizacion de
desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF) utilizando las condiciones descritas anteriormente.

Analisis de espectrometria de masas MALDI-TOF de N-glicanos marcados con 2-AB

Los espectros de masas de MALDI-TOF de los N-glicanos marcados con 2-AB se adquirieron en un instrumento
Voyager DE-Pro MALDI-TOF (Applied Biosystems, USA) equipado con un laser de nitrogeno de 337 nm. Los
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espectros de masas se realizaron de modo de extraccidn retardada con reflector utilizando acido 2,5-
dihidroxibenzoico (Sigma-Aldrich) como matriz. La matriz, recién disuelta a 5 mg/mL en acetonitrilo/0,1% de TFA
70:30, se mezcld con los oligosacaridos solubilizados en agua en una relaciéon 1:1 (volumen/volumen). Estos
espectros se registraron en un modo positivo, utilizando un voltaje de aceleracion de 20000 V con un tiempo de
retardo de 100 ns. Se suavizaron una vez y se calibraron externamente utilizando mezclas disponibles
comercialmente de péptidos y proteinas (Applied Biosystems). En este estudio, el espectro ha sido calibrado
externamente utilizando des-Arg'-bradicinina (904,4681 Da), angiotensina | (1296,6853), Glu'-fibrinopéptido B
(1570,6774 Da), ACTH1s39 (2465,1989 Da) e insulina bovina (5730,6087 Da). Se acumularon tomas de laser para
cada espectro con el fin de obtener una relacién sefal/ruido aceptable.

Constructos de expresion para EPOm

El vector de clonacion pPHA-T1 construido por Zavlaskaia et al., (2000) incluye secuencias de los promotores fcp-A
y fcp-B de P. tricornutum (fucoxantina-clorofila a/c-proteinas de unién A y B) y el terminador de fcpA. Contiene un
casete de seleccion con el gen she ble y un MCS que flanquea el promotor fcpA. La eritropoyetina murina (EPO) se
codifica por un gen de 600 pares de base (secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 1). El plasmido pCMV-EPO,
proporcionado por B. Pitard, Inserm UMR533 Nantes Francia, contiene la secuencia del gen de la EPO posterior a
un promotor de citomegalovirus. El gen de la EPO se amplific6 mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando pCMV-EPO como platilla y los cebadores FE1epo, RH3epo o RH3His6epo, permitiendo la adicion
de sitios de restriccion EcoRI y Hindlll. Después de la digestion con EcoRI y Hindlll, el inserto se introdujo en el
vector pPHA-T1.

FElepo CATgAATTCATgggegTgCCCgAACETC SEQ ID N°2

RH3epo CATAAgCTTTCACCTETCCCCTCTCCTg | SEQ ID N°3

RH3His6epo | CATAAgCTTTCAgTggTggTgeTggTggTgC | SEQ ID N°4
CTgTCCCCTCTCCTgCAgA

Constructos de expresion para PTX3 humano

El vector de clonacion pPHA-T1 construido por Zavlaskaia et al., (2000) incluye secuencias de los promotores fcpA y
fcpB de P. tricornutum (fucoxantina-clorofila a/c-proteinas de uniéon A y B) y el terminador de fcpA. Contiene un
casete de seleccion con el gen she ble y un MCS que flanquea el promotor fcpA. La Pentraxina 3 humana (PTX3) se
codifica por un gen de 1146 pares de bases (secuencia de nucledtidos SEQ ID NO: 5 CCDS3180.1). El plasmido
pPTX3 (cDNA) se compro6 a la compafiia alemana RPDZ. El gen PTX3 se amplificd mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) utilizando pPTX3 como plantilla y los siguientes cebadores que permiten la adicion de sitios
de restriccion EcoRV y Hindlll. Después de la digestion con EcoRV y Hindlll, el inserto se introdujo en el vector
pPHA-T1.

FESPTX3 CATgATATCATGCATCTCCTTGCGATTCT | SEQ ID N°6
RH3PTX3 CCTAAgCTTTTATGAAACATACTgAgCTCC | SEQ.ID N°7

Constructos para la transformacion de P. tricornutum: modificacion de las vias de sintesis de N-glicanos

Se disefiaron tres vectores para introducir los genes humanos de las vias de N-glicosilacion en P. tricornutum.
El esqueleto de estos vectores es pPHA-T1.

El primer vector es pGl. Este vector comprende:

. el gen cat (cloranfenicol acetiltransferasa que confiere resistencia al cloranfenicol) bajo el control del
promotor del citomegalovirus (pCMV) y el terminador fcpA: [pCMV-cat-tfcpA]

. un sitio de clonacidon multiple rodeado por el promotor del virus del mosaico de la coliflor (p35S) y el
terminador fcpA: [p35S-MCS-tfcpA].

El vector pG2 comprende:

. el gen nat (resistencia a Nourseotricina) bajo el control del promotor del citomegalovirus (pCMV) y el
terminador fcpA: [pCMV-nat-tfcpA]
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. un sitio de clonacion multiple rodeado por el promotor del virus del mosaico de la coliflor (p35S) y el
terminador fcpA: [p35S-MCS-tfcpA].

El tercer vector, pG3, comprende un sitio de clonacién multiple rodeado por el promotor del virus del mosaico de la
coliflor (p35S) y el terminador fcpA: [p35S-MCS-tfcpAl.

Los siguientes genes humanos de las vias de glicosilacion se insertaron en MCS de los vectores pG1, pG2 o pG3:

. GNTI humano (SEQ ID NO: 19, ID del gen humano: 4245) se inserté en pG1. Este vector se nombro
entonces como pG1 GNT1.

. Manosidasa Il humana (SEQ ID NO: 38, ID del gen humano: 4124) se insertd6 en pG3. Este vector se
nombré entonces como pG3Manll.

. GNTIl humano (SEQ ID NO: 21, ID del gen humano: 4247) se insertdé en pG2. Este vector se nombro
entonces como pG2GNTII.

. Alfa 1,6-fucosil transferasa humana (SEQ ID NO: 40, ID del gen humano: 2530) se insert6 en pG3. Este
vector se nombré después como pG3FucTransf.

Constructos para la expresion de sh ble en Tetraselmis suecica y Chlorella sorokiniana

El vector p35SshbleTnos se construyo en los laboratorios PBA (IFREMER) utilizando un plasmido pUC19. Incluye el
promotor del virus del mosaico de la coliflor (p35S), el gen sh ble que confiere resistencia a la zeocina y el
terminador de la nopalina sintasa (Tnos).

El vector pUbi1barTnos se construyd en los laboratorios PBA (IFREMER) utilizando un plasmido pUC19. Incluye el
promotor ubiquitina 1 del maiz (Ubi1), el gen bar que confiere resistencia al glufosinato y el terminador de la nopalina
sintasa (Tnos).

Transformacién genética

La transformacion genética se llevd a cabo mediante bombardeo de particulas utilizando el aparato BIORAD PDS-
1000/He segun Thomas et al., (2001).

Los cultivos de microalgas (ccaplO52/1A de P. tricornutum, ccmp904 de Tetraselmis suecica o Chlorella sorokiniana)
en fase de crecimiento exponencial se concentraron por centrifugacion (10 minutos, 2150 g, 20°C), se diluyeron en
agua estéril (agua de mar para P. tricornutumy T. suecica, agua destilada para C. sorokiniana), y se esparcieron en
gelosas a 108 células por placa. Los microportadores fueron particulas de oro (diametro 0,6 pm). Los
microportadores se prepararon segun el protocolo del proveedor (BIORAD). Los parametros utilizados para la
prueba fueron los siguientes:

- uso de la boquilla larga,

- uso del anillo de parada con el agujero mas grande,

- 15 cm entre el anillo de parada y el objetivo (células de microalgas),

- precipitacion del DNA con CaCl, 1,25 M y espermidina 20 mM,

- una relacion de 1,25 pg de DNA para 0,75 mg de particulas de oro por toma,

- disco de ruptura de 900 psi con una distancia de escape de 0,2 cm para la microalga Phaeodactylum
tricornutum, disco de ruptura de psi con una distancia de escape de 0,4 cm para Tetraselmis suecica, disco
de ruptura de 650 psi y una distancia de escape de 0,1 cm para Chlorella sorokiniana.

- un vacio de 30 Hg, y
- cuatro tomas por placa Petri.

Las microalgas se incubaron 48 horas antes de la adicion del antibidtico zeocina (100 ug/ml para Phaeodactylum
tricornutum o 500 pg/ml para Tetraselmis suecica o 200 ug/ml para Chlorella sorokiniana) o adicién de glufosinato (1
mg/ml) para Chlorella sorokiniana y se mantuvieron después a 20°C (o 28°C para Chlorella sorokiniana) bajo
iluminacion constante.

Extraccion del DNA de las microalgas

5.108 células de microalgas se sedimentaron por centrifugacion (2150 g, 15 minutos, 4°C). Las células de microalgas
se incubaron durante la noche a 4°C con 4 mL de tampén TE NaCl 1X (Tris-HCI 0,1 M, EDTA 0,05 M, NaCl 0,1 M,
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pH 8). 1% de SDS, 1% de Sarkosyl y 0,4 mg. mL"" de proteinasa K se ariadieron después a la muestra, seguido por
90 minutos de incubacién a 40°C. Se llevé a cabo una primera extraccion con fenol-cloroformo de alcohol isoamilico
para extraer una fase acuosa que comprende los acidos nucleicos.

El RNA presente en la muestra se elimind mediante una hora de incubacién a 60°C en presencia de RNasa (1
pg.mL"). Una segunda extraccion con fenol-cloroformo se llevé a cabo, seguido por una precipitacion con etanol.

Finalmente, el sedimento se sec6 y se solubilizd en 200 yl de agua estéril ultrapura. La cuantificacion del DNA se
realizd por espectrometria (260 nm) y se analizo por electroforesis.

Extraccion del RNA

107 células se sedimentaron a partir de un cultivo en una fase de crecimiento exponencial por centrifugacion a 2150
g durante 10 minutos a 4°C, el sedimento se congeld con nitrégeno liquido y las extracciones del RNA se realizaron
con un kit Gen ELute™ Mammalian Total RNA Miniprep kit (Sigma).

Deteccion de RNA recombinante por transcripcion inversa y PCR

RT-PCRs se llevaron a cabo con el equipo Enhanced Avian RT First Strand Synthesis Kit (Sigma) segun las
instrucciones del fabricante, utilizando cebadores polydT y los siguientes cebadores especificos.

FrtEPO TCTTAgAggCCAAggAgaCAgAAA SEQ ID N°8
RrtEPO ACCCggAAgAgCTTgCAgAAASTA SEQ ID N°9
FritPTX3 CTAGAGGAGCTGCGGCAGA SEQID N°10
RrtPTX3 CACCCACCACAAACACTATGGAT SEQID N°11

Preparacion del extracto crudo de microalgas para la deteccion de EPO o PTX3

107 células se sedimentaron a partir de un cultivo en fase de crecimiento exponencial por centrifugacion a 2150 g
durante 10 minutos a 4°C. Después del lavado con tampén TBS 1X, las células se congelaron en nitrégeno liquido,
después se resuspendieron con 1 mL de tampdn TBS. La suspension celular se sometié a sonicacion después
durante 30 minutos a 4°C y se centrifugd a 4500 g durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante se recogio finalmente y
correspondio a los extractos crudos de las microalgas.

En algunos casos, las proteinas de los extractos crudos se precipitaron con sulfato de amonio al 90% (NH4)2SO4
mientras se incubaban a 4°C bajo agitacion durante 2h30min. Después de una centrifugaciéon a 9000 g a 4°C
durante 30 min, la disolucién se suspendié en agua milliQ y se homogeneiz6 antes de dializarse durante la noche a
4°C frente a agua.

La concentracion de proteina de las muestras se midié utilizando el “BCA™ Protein Assay Kit” (Pierce) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La separacion electroforética de las proteinas se realizé en un gel de poliacrilamida al
15%. Después del SDS-PAGE, la inmunodeteccién se llevd a cabo con un anticuerpo anti-murino de EPO murino,
un anticuerpo anti-humano PTX3 o un anticuerpo anti-His-tag (R&D systems).

Ensayo ELISA

El andlisis de las muestras de proteinas por ELISA (ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima) se llevé a cabo
sobre los extractos celulares crudos.

Los ensayos se realizaron con el Kit de inmunoensayos ELISA Quantikine Mouse/Rat EPO (R&D Systems) o con el
Kit Human Pentraxin 3/TSG-14 Quantikine ELISA (R&D Systems), segun las instrucciones del fabricante.

Purificaciéon de proteinas recombinantes marcadas en His

1 ml de resina (perlas de Ni-NTA, Hi-Trap chelating HP Amersham Biosciences) se mezcla en una disolucién acuosa
que contiene imidazol 0,1 M durante 2 horas a temperatura ambiente y bajo agitacion. Las muestras de proteinas
liofilizadas se mezclan en un pequefio volumen de tampon (Tris pH 7,6, 30 mM, glicerol al 20%, NaCl 50 mM, PMSF
1 mM, B-mercaptoetanol 1 mM) que contiene imidazol 0,1 M. La resina y las muestras se mezclan después y se
incuban 2 horas a 4°C bajo agitacion. Después de 10 minutos de centrifugacion (4000 g a 4°C), el sobrenadante se
desecha y se afiaden 20 ml de tampoén de lavado (Na:HPO4 20 mM, glicerol al 20%, NaCl 0,5 M, PMSF 1 mM, B-
mercaptoetanol 1 mM, que contiene imidazol 0,250 M). Después de una mezcla suave y centrifugacion (10 min a
4000 g 4°C), el sedimento se resuspende en 3 ml de tampon de elucion (Na;HPO4 20 mM, glicerol al 20%, NaCl 0,5
M, PMSF 1 mM, B-mercaptoetanol 1 mM) que contiene imidazol 1 M. La muestra se incuba después bajo agitacion
durante 2 horas a 4°C. Después de 10 minutos de centrifugacion (4000 g a 4°C), el sobrenadante se recoge y el
imidazol se elimina después de las muestras utilizando columnas centricon de 3 kDa (Millipore) segun las
instrucciones del fabricante.
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Bioensayo de EPO

El bioensayo de la EPO recombinante producida en Phaeodactylum tricornutum se realiz6 utilizando la linea celular
TF-1 de eritroleucemia humana adquirida de ATCC. Cuando se cultivan con EPO, las células TF-I se diferencian por
producir hemoglobina.

Las células se cultivaron (37°C, 5% de CO;) en RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal al 10%, L-
glutamina 2mM, 100 unidades/mL de penicilina, 100 uyg/mL de estreptomicina y 5 ng/mL del factor estimulante de la
colonia de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). 24 horas antes del bioensayo de EPO, GM-CSF se eliminé del
medio de cultivo celular. Las células se incubaron después durante 3 dias con 0,1-10 ng/mL de EPO de raton
recombinante (control positivo) o 0,1-10 ng/mL de EPO murino recombinante de Phaeodactylum tricornutum (basado
en la cuantificacion por ELISA). Las células se incubaron también con un volumen similar de extracto de
Phaeodactylum tricornutum como un control negativo (Phaeodactylum tricornutum transformado por el plasmido
pPHA-T1).

El dia 3, las células diferenciadas que producen hemoglobina se tifieron utilizando el método de bencidina descrito
en Matsubara et al., (J. Biol. Chem., vol 284 (6), p: 3480-3487, 2009). Las células con el citoplasma con tincion azul-
marrén se contaron como células hemoglobinizadas. La viabilidad celular se evalué también utilizando azul tripan.
Se contaron 200 células en cada andlisis y los experimentos se repitieron tres veces.

Los resultados se expresaron como un porcentaje de células diferenciadas y viables (+/- SEM).
Resultados
Analisis en silicio del genoma de Phaeodactylum tricornutum

La via biosintética de N-glicanos se puede dividir en tres etapas en eucariotas: 1- la sintesis del donante de
oligosacarido unido a pirofosfato de dolicol GlcsMangGIcNAc,-PP-Dol y su transferencia mediante la
oligosacariltransferasa (OST) a los restos de asparagina de los polipéptidos nacientes que ingresan al lumen de
reticulo endoplasmico rugoso, 2- la desglucosilacion/reglucosilacion del N-glicano precursor en el reticulo
endoplasmico (ER) que permite la interaccion con los chaperones responsables del plegamiento y la oligomeracion
adecuados y finalmente 3- la maduracion en el aparato de Golgi en oligosacaridos unidos a N del tipo de manosa
alta y después N-glicanos del tipo complejo. Basados en homologias de secuencia con genes que codifican estas
diferentes etapas en organismos eucarioticos, identificamos en el genoma de Phaeodactylum tricornutum un
conjunto de secuencias putativas para las etapas de la biosintesis y maduracion de N-glicanos en N-glicanos del tipo
de manosa alta (véase Fig. 1 y Table 2). La mayoria de estos genes identificados tienen soporte EST (Fig. 1, Tabla
2).

Tabla 2
Referencias y caracteristicas de las proteinas putativas implicadas en la biosintesis de N-glicanos en P. tricornutum
No? Proteina? Longitud EST Péptido TMD? Pfam

de proteina  P.t.1.8.6% P.t.3* de sefial

Sintesis del precursor del fosfato de dolicol

9724 GleMAcT 372 i No Si 7
PFOO953
9427  [5(1,4)-GleN AcT 123 No No Si 0
PFO4 101
4444 [i1.4)-GleNAcT 181 No No No 2
PFO0249
14002 B(1,4)-ManT g g Si Si z
PFOO534
4R588 o1, 3)-ManT 518 s No Si I
PFO0534
44447 o1 3pManT 440 §f Si Si i
PFOS208
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44425 @1 2)-ManT 5B No Si 6
PFO3901

44574  a{1,2)-ManT 55T o No No 10
PFO390] : .
44905 af1,3)-GleT 837 No i No 7
PFO3155

44117 af1,3)-GleT 53 No s 5 10
PFO3155

| '::il-'.fl_’:lS P-Dal ManT 247 S No S {
PEOOSIS

14317 P-Dol GleT 321 0
PFO0535 No — No No

Transferencia del precursor

55197 STT3 911 Si Si No g
PFO2516
55198 STT3 894 Si Si Si 0
PFO2516

Control de calidad en el ER

Si Si No

50836 «-Glcll subunidad-a 712 0
PFO1055

54169 o-Glell subunidad-g 802 Si No Si 0
PFO7915

50260 calreticulina 410 Si Si Si 0
PF0OD262 .

38(?04 ‘UGGT 1653 S S No 0
PFOG427

Maduracion de Golgi
32346 a-Man [ 508 Mo Mo M I

PFO1 532

NUmero de secuencia en el genoma de Phaeodactylum tricornutum

2Funcion bioldgica putativa de la proteina codificada por el gen

SESTs de la cepa P.t.1.8.6 de Phaeodactylum tricornutum cultivada en condiciones estandar
4ESTs de la cepa P.t.3 de Phaeodactylum tricornutum cultivada en condiciones estandar
SDominios de transmembrana

Biosintesis y transferencia de los oligosacaridos unidos a pirofosfato de dolicol

Todos los enzimas implicados en la biosintesis de los oligosacaridos unidos a pirofosfato de dolicol en la cara
citosdlica y en el lumen del ER se identificaron en el genoma de Phaeodactylum tricornutum. Estas secuencias y
topologias de las proteinas predichas comparten fuertes homologias con los homologos de glicosilacion (alg) unidos
a asparagina correspondientes descritos en otros eucariotas. También se predicen transferasas putativas capaces
de catalizar la formacion de manosa y glucosa activada con dolicol. Estos dos azucares activados son necesarios
para las etapas de alargamiento que surgen en el lumen del ER. Ademas de las secuencias implicadas en la
biosintesis del oligosacarido unido a pirofosfato de dolicol, se identificaron dos genes putativos homdlogos a la
subunidad catalitica STT3 del complejo de multisubunidades de oligosacariltransferasa (OST) en el genoma de P.
tricornutum (Tabla 2). Estas secuencias de multiples extensiones, que tienen respectivamente 34% y 37% de
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identidad con las subunidades STT3 de Arabidopsis thaliana y Homo sapiens, contienen el dominio WWDYG
necesario para la transferencia del precursor a los restos asn.

Control de calidad de la proteina en el ER

Solo se encontraron secuencias putativas que codifican las subunidades a y  de la a-glucosidasa Il en el genoma
de P. tricornutum. Las subunidades a y (3 albergan la secuencia DMNE caracteristica y un dominio de lectina del tipo
C implicado en la unidbn a manosa. Una UDP-glucosa putativa: también se predicen glucosiltransferasa de
glicoproteina (UGGT) y una calreticulina, dos moléculas que aseguran el control de calidad de las proteinas en el
ER. La calreticulina es una proteina soluble que es una de las principales proteinas de union a Ca?* del lumen del
ER que esta implicada en la retencion de proteinas plegadas de forma incorrecta o incompleta. La calreticulina de P.
tricornutum es similar en tamafio a las calreticulinas conocidas (aproximadamente 400 aminoacidos) y muestran mas
del 50% de identidad con las respectivas proteinas de Nicotiana plumbaginifolia (56%), Chlamydomonas reinhardtii
(56%), Ricinus communis (54%) y Arabidopsis thaliana (53%). Estructuralmente, la calreticulina de P. tricornutum
contiene los tres dominios especificos necesarios para su funcidon biolégica: un dominio N-terminal de
aproximadamente 180 aminoacidos, un dominio central de aproximadamente 70 restos que contiene tres
repeticiones de unos motivos acidos de 17 aminodacidos responsables de la unién a Ca?* con una baja capacidad y
una alta afinidad y un dominio C-terminal rico en restos acidos y de lisina que se pueden unir a Ca?* con una alta
capacidad pero una baja afinidad. La calreticulina de P. tricornutum también alberga un péptido sefial predicho y un
tetrapéptido YDEF C-terminal que podria asegurar su retencion en el ER.

Maduracion de los glicanos unidos a N en el aparato de Golgi

Una secuencia que codifica una a(1,2)-manosidasa | putativa en Golgi se identificé en el genoma (Tabla 2). Esta
glicosidasa es capaz de convertir MangGIcNAc, en MansGIcNAc:.

Composicion del azdcar y analisis por transferencia de Western de las proteinas de P. tricornutum

La composicion del azicar de las proteinas de P. tricornutum aisladas de la cepa Pt 1.8.6 fusiforme se determind
para investigar la presencia de monosacaridos especificos para N-glicanos. Las proteinas se hidrolizaron y los
monosacaridos resultantes se convirtieron en derivados 1-O-metil persililo y se analizaron por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas de impacto electrénico (GC-EI MS). Como se presenta en la Tabla 3, la
manosa y la N-acetilglucosamina, dos monémeros constitutivos de los glicanos unidos a N, se identificaron en el
extracto de proteinas de P. tricornutum. Se identificaron otros monosacaridos, tales como ramnosa, xilosa, fucosa,
glucosa y galactosa. Sin embargo, no se puede concluir si estos mondémeros surgen de glicanos unidos a proteinas
o de polisacaridos contaminantes. Por el contrario, no se detectaron acido N-acetilnuraminico ni su precursor N-
acetilmanosamina. Para asegurar la ausencia de una via de sialilacion en las proteinas de P. tricornutum, las
proteinas de P. tricornutum se sometieron a una hidrdlisis acida suave. El hidrolizado se acoplé a 1,2-diamino-4,5-
metilen dioxibenceno (DMB) y los derivados resultantes se analizaron por cromatografia de liquidos como se
describié anteriormente. Los picos detectados por fluorescencia se recogieron y se analizaron mediante
espectrometria de masas del tiempo de ionizaciéon de desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF
MS). No se identificaron acidos sialicos que confirmen la ausencia en estas diatomeas de una via de sialilacion
detectable (no se muestra).

Tabla 3

Composicion de azucares de las proteinas de P. tricornutum

Monosacarido % en moles'
Arabinosa 0,2+/-0,2
Ramnosa 29,3+/-1,6
Fucosa 5,3+/-1,0
Xilosa 18,6+/-2,0
Manosa 16,7+/-8,4
Galactosa 20,6+/-2,5
GalNAc 5,1+/-2,9
GlcNAc 6,2+/-3,1
ManNAc n.d.2
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Neu5Ac n.d.2

"Proporcion relativa entre monomeros
°No detectado

El analisis estructural de los glicanos unidos a N de las proteinas de P. tricornutum se investigaron después
mediante el analisis de transferencia de Western en un extracto de proteinas totales utilizando sondas especificas
para epitopos de glicano. Como se ilustra en la Fig. 2a, las proteinas de P. tricornutum se afinodetectan por
concanavalina A, una lectina especifica para secuencias de alta manosa. Esta afinodeteccién se suprime tras el
tratamiento con Endo H o PNGasa, dos enzimas capaces de escindir los N-glicanos, lo que confirma que esta lectina
reconocio las secuencias de glicanos unidos a N de las proteinas de P. tricornutum (Fig. 2b). Por el contrario, la
afinodeteccion con ECA y PHA, dos lectinas especificas para epitopos de glicanos unidos a N complejos, fue
negativa (no se muestra). Después se llevaron a cabo las inmunodetecciones utilizando anticuerpos producidos
frente a los glicoepitopos de plantas. Los anticuerpos especificos para los epitopos del nucleo-a(1,3)-fucosa o
nucleo-B(1,2)-xilosa unidos al nucleo comun de MansGIcNAc; no se detectaron en ninguna proteina de P.
tricornutum (Fig. 2a).

Los N-glicanos de tipo complejo resultan de la adicion de una GIcNAc terminal en MansGIcNAc; por adicion de GnT |
y después maduracion de este oligosacarido. Para investigar la presencia en las proteinas de P. fricornutum de
glicanos complejos, tratamos un extracto de proteina con una galactosiltransferasa, una enzima capaz de transferir
un resto de galactosa a unidades de GIcNAc terminales, y después analizamos la preparacion de proteina resultante
con ECA, una lectina que se une a secuencias de GalB1-4GIcNAc. No se detectd ninguna sefial después de este
tratamiento, lo que indica que las proteinas de P. tricornutum no presentan GIcNAc terminal de una manera
detectable.

Identificacion estructural de glicanos unidos a N de P. tricornutum

Los N-glicanos se liberaron de las proteinas de P. tricornutum aisladas de la cepa Pt 1.8.6 mediante tratamiento con
PNGasa A como se describié anteriormente para proteinas aisladas de plantas. PNGasa A se prefiri6 a PNasa F ya
que esta enzima de desglicosilacion es capaz de liberar una gran variedad de oligosacaridos unidos a N, incluyendo
glicanos que albergan fucosa con enlaces a(1,3) al resto de glucosamina proximal. Los N-glicanos resultantes se
acoplaron después a la 2-aminobenzamida (2-AB) para facilitar su deteccion y el anadlisis por espectrometria de
masas. El MALDI-TOF MS del conjunto resultante de N-glicanos marcados se muestra en la Figura 3. Los iones
principales corresponden a iones (M+Na)* de los derivados 2-AB de Hexosas.oGIcNAc,. El conjunto de glicanos se
sometieron después a una digestion con exoglicosidasa. Consistente con la presencia de restos de manosa a-
unidas, la mezcla de oligosacaridos se convirti6 en Hexosa>GIcNAc; en HexosasGIcNAc, después del tratamiento
con a-manosidasa del frijol Jack (no mostrado). Como consecuencia, los iones detectados en MALDI-TOF MS se
asignaron a N-glicanos de alta manosa que varian de MangGIcNAc; a MansGIcNAc; descritos anteriormente en otros
eucariotas.

En conjunto, el andlisis bioquimico de los glicanos unidos a N de P. tricornutum demostré que las proteinas de este
organismo albergan N-glicanos del tipo de alta manosa que varian de MangGIcNAc,; a MansGIcNAc,. Estos analisis
no revelaron la presencia de epitopos de N-glicanos de plantas, es decir epitopos de nucleo-a(1,3)-fucosa o nucleo-
B(1,2)-xilosa unidos al ntcleo comun de MansGIcNAc,. Se sabe que estos epitopos son altamente imunogénicos en
humanos y necesitan el desarrollo de la estrategia de desactivacion de los genes correspondientes antes de
cualquier uso de proteinas derivadas de plantas en terapia humana.

Analisis de N-glicosilacion de proteinas de microalgas representativas del filo principal

La N-glicosilacion de proteinas aisladas de las microalgas representativas del filo principal se analizé mediante la
transferencia de Western utilizando sondas especificas de glicanos (Figura 4). Las proteinas de Tetraselmis,
Rhodella, Euglena y Paviova (Figura 4A), de Skeulefonema, Heterocapsa, Amphora, Chaetoceros, Naviculas,
Nanochloropsis (Figura 4B, C, D) y de Chlorella, Nanochloropsis salina, Chlorella sorokiniana, Isochrysis galbana,
Chaetoceros calcitrans, Nitzschia punctata, Thalassiosira pseudonana, Heterocapsa triquetra, Porphyridium
cruentum (datos no mostrados) se afinodetectaron por la concanavalina A pero no por otras sondas tales como
anticuerpos producidos frente a epitopos de a(1,3)-fucosa y (1,2)-xilosa, especificos para N-glicanos complejos de
plantas. La afinodeteccién desaparecié después del tratamiento con Endo H lo que confirma que las sefiales
positivas de concanavalina A surgieron de los glicanos unidos a N. Como consecuencia, como se observo en P.
tricornutum, concluimos que las microalgas representativas ensayadas:

- Algas verdes: Tetraselmis (Prasinofitas), Nanochloropsis (por ejemplo, Nanochloropsis salina) y Chlorella
(Clorofitas; por ejemplo, Chlorella sorokiniana),

- algas rojas: Rhodella y Porphyridium cruentum (Rodofitina),

30



10

15

20

25

30

35

40

ES 2734276 T3

- cromalveolados: Paviova (Crisofitas), Skeuletonema, Amphora, Chaetoceros (por ejemplo, Chaetoceros
calcitrans), Nitzschia punctata, Thalassiosira pseudonana, Naviculas (Diatomeas), Isochrysis galbana (Haptofitas),
Heterocapsa triquetra (Dinoflagelados);

- Euglenidos: Euglena,

en este estudio abarcan los N-glicanos de alta manosa en sus proteinas y no abarcan los epitopos de a(1,3)-fucosa
y B(1,2)-xilosa.

Expresién de la EPO murina recombinante en P. tricornutum

La cepa CCAP 1052/1A de P. tricornutum se transformé por bombardeo de particulas con los plasmidos pZEPO o
pZEPOHis (Figura 5). Entre los transformantes resistentes a zeocina, se probaron 80 clones (para cada constructo)
para determinar la presencia del gen de interés, EPO. La presencia del gen EPO se verific6 mediante PCR con los
siguientes cebadores: un par de cebadores especificos del transgén y un par de cebadores FpZ y RpZ que se
hibridan antes y después del transgén dentro del vector pPHA-TL.

Fepo ATgggggTgCCCgAACETC SEQ ID N°12
Repo TCACCTgTCCCCTCTCCTg SEQ ID N°13
FpZ TCAgTTCTgCACAAATTTgTCTgCCg SEQ ID N°14
RpZ CACTCCCTggTTgAgTTCgATAgCA SEQ ID N°15

Los clones de P. tricornitum transformados por pZEPO se denominaron E1 a E80 y los resultantes de las
transformaciones por pZEPOHis se denominaron H1 a H80.

En la Figura 6, las amplificaciones se llevaron a cabo con los cebadores FpZ y RpZ que se hibridan respectivamente
en el extremo 5 del promotor fcpA y 3’ de la terminacion del fcpA, permitiendo la amplificacion del transgén
insertado en el MCS de pPHA-TI. Las muestras E3 y H6 presentan una amplificacién de aproximadamente 600
pares de bases que corresponde al tamafio del transgén de la EPO.

La Figura 6B muestra los productos de PCR realizados con cebadores especificos de EPO. El control positivo de la
PCR (realizado sobre el vector pZEPO) presenta una banda de amplificacién a aproximadamente 600 pares de
bases. Las muestras E3, E5, H6, H7 presentan una amplificacion de aproximadamente 600 pares de bases que
corresponde al tamafo de la EPO.

Entre todos los clones de P. tricornutum resistentes a zeocina, aproximadamente el 90% integré el transgén de EPO
en su genoma.

También se analizé la expresion del transgén a nivel de RNA. La Figura 6C muestra que las muestras E1, E2, H1 y
H2 presentan una amplificacion de aproximadamente 385 pares de bases que corresponden a los transcriptos de
EPO.

Entre todos los clones de P. tricornutum resistentes a zeocina, aproximadamente el 76% expresé transcriptos de
EPO.

Después se analizé la presencia de la proteina EPO.

La presencia de EPO murina recombinante se ensay6 en extractos crudos mediante ensayos ELISA. La EPO murina
recombinante se detect6é en un 60% de los clones ensayados.

Para aumentar la cantidad de proteina EPO en las células, se llevd a cabo una induccién del promotor fcpA. Las
microalgas se incubaron 36 horas en la oscuridad y después se colocaron en la luz (TO). Las muestras se
recogieron a T3, T6, T9, T12 y T15 horas y se cargaron en SDS-PAGE. El analisis por inmunodeteccion con un
anticuerpo anti-EPO mostré que la proteina recombinante de EPO se produce en las células de las microalgas
(Figura 7).

Como el peso molecular de la proteina EPO no glicosilada es de aproximadamente 18 kDa, la EPO recombinante
detectada por transferencia de Western muestra una migracion electroforética (aproximadamente 25 kDa)
consistente con la presencia de estructuras de glicano (Figura 7). La EPO recombinante producida en células CHO
(columna EPO en la Figura 7) muestra una migracion electroforética de aproximadamente 30,1 kDa debido a la
presencia de glicanos complejos.
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Como demostramos que las células de Phaeodactylum introdujeron Mans a Mang en sus proteinas, postulamos que
dichas estructuras de glicanos estan unidas a la EPO recombinante y son responsables de la disminucion de la
movilidad electroforética observada en SDS-PAGE.

Para verificar esta hipotesis, digerimos la EPO recombinante mediante la PNGasa F que escinde especificamente
los N-glicanos que carecen del nucleo de fucosa con enlaces alfa-(1,3). Cargamos las muestras en SDS-PAGE y las
EPO murinas recombinantes producidas en CHO, antes y después de la digestion por PNGasa. Después de la
inmunodeteccién con anticuerpos anti-EPO, podemos comparar los perfiles electroforéticos. Todas las muestras
digeridas tienen alrededor de 18-19 kDa, lo que concuerda con la digestion efectiva de la N-glicosilaciones que dan
una proteina no glicosilada de aproximadamente 18 kDa. Este experimento muestra que algo de N-glicosilacion
esta presente en la EPO murina recombinante producida por Phaeodactylum tricornutum y confirma que dicha EPO
no contiene el nucleo de fucosa con enlaces alfa-(1,3).

Para caracterizar aun mas las estructuras de N-glicano, estamos analizando los perfiles de N-glicosilacion de esta
EPO murina recombinante producida por Phaeodactylum tricornutum por espectrometria de masas. Se estan
realizando ensayos de actividad sobre la EPO recombinante.

Bioensayos de EPO

Los ensayos preliminares del experimento en curso revelaron la produccion de hemoglobina cuando las células TF-1
se incubaron con EPO murina de Phaeodactylum tricornutum que lleva el plasmido pZEPO en comparacioén con las
células incubadas con extracto de P. Tricornutum que lleva el plasmido pPHA-T1. La viabilidad celular se mantuvo
similar a lo largo del experimento.

Estos resultados revelaron que la EPO murina recombinante producida por Phaeodactylum tricornutum retuvo su
actividad bioldgica medida como la capacidad para inducir la diferenciacién de células TF-1.

Inmunogenicidad de EPO

La actividad y la inmunogenicidad de la EPO producida por P. tricornutum se ensayé in vivo en ratones: después de
la inyeccion de la EPO recombinante, la cantidad de eritrocitos se analizd para determinar la actividad de EPO.
Ademas, la respuesta inmune se analizd para determinar que dicha EPO recombinante no presenta ninguna
incompatibilidad con un uso terapéutico.

Transformacion de las vias de N-glicosilacion de P. tricornutum:

Dos cepas de P. tricornutum se transformaron con varios genes humanos: algas de tipo nativo y recombinantes que
expresan EPO de ratén.

Estas microalgas se transformaron en dos tiempos.

Primero, las células de Phaeodactylum tricornutum se co-transformaron mediante dos vectores: PG1GNTI que
confiere resistencia al cloranfenicol (y con el gen GNTI humano) y con el vector pG3Manll (con el gen manosidasa I
humano). Después de la seleccion de los transformantes con cloranfenicol, se analizaron las vias de glicosilacion de
las algas: EPO recombinante se purificd y la N-glicosilacion se analizé6 mediante espectrometria de masas. Las algas
que presentan una actividad de GNTI y Manll se aislaron y co-transformaron otra vez, pero con: pG2GNTIlI que
confiere resistencia a la Nourseotricina (con el gen GNTII humano) y con el vector pG3Fuctransf (con Alfa 1,6 fucosil
transferasa humana). Se seleccionaron las microalgas transformadas con nourseotricina, y se analizé la N-
glicosilacion de EPO recombinante por espectrometria de masas.

Actualmente estamos terminando estos experimentos antes de introducir otros genes para ir mas alla en la
“humanizacion” de los N-glicanos de P. tricornutum.

Expresion de PTX3 humana recombinante en P. tricornutum:

La cepa CCAP 1052/1 A de P. tricornutum se transformé por bombardeo de particulas con el plasmido pZPTX3.
Entre los transformantes resistentes a zeocina, se ensayaron 50 clones para la presencia del gen de interés, PTX3.

La presencia del gen PTX3 se verifico mediante PCR con los siguientes cebadores: un par de cebadores especificos
del transgén, y un par de cebadores FpZ y RpZ que se hibridan antes y después del transgén dentro del vector
pPHA-TI.

32



10

15

20

ES 2734276 T3

FpZ TCAgTTCTgCACAAATTTETCTgCCg |SEQ ID N°14
RpZ CACgTCCCTggTTgAgTTCgATAgCA |SEQ ID N°I5
FPTX3 ATGCATCTCCTTGCGATTCT SEQ ID N°16
RPTX3 TGA AAC ATA CTG AGC TCC TC  |SEQ ID N°17

Entre todos los clones resistentes a zeocina de P. tricornutum, aproximadamente el 90% integro el transgén PTX3
en su genoma.

El analisis de la presencia de transcriptos y proteina de PTX3 en clones resistentes a zeocina de P. tricornutum esta
actualmente bajo investigacion.

Transformacion de la Prasinofita Tetraselmis suecica:

El Tetraselmis suecica ccmp904 se transformé por bombardeo de particulas con el constructo p35SshbleNos.
Obtuvimos clones resistentes a zeocina, lo que indica que la proteina Sh Ble se expresa en las microalgas. A pesar
de que Sh Ble no es una proteina glicosilada, este experimento muestra la viabilidad de producir proteinas
recombinantes en Tetraselmis suecica. Como Tetraselmis suecica es capaz de proteinas endogenas N-glicosiladas
(véase pagina 45), podemos asumir que un polipéptido que presenta sitios de N-glicosilacion, cuando se expresa en
estas microalgas, presentara estructuras de N-glicanos.

Transformacion de la Clorofita Chlorella sorokiniana:

La Chlorella sorokiniana UTEX 1330 se transformé por bombardeo de particulas con los constructos p35SshbleTnos
y pUbilbarTNos. Se obtuvieron clones resistentes a zeocina, lo que indica que la proteina Sh ble se expresa en las
microalgas, y clones resistentes a glufosinato lo que indica que el gen bar se expresa en las microalgas. Esto resalta
el hecho de que tenemos herramientas para transformar la clorofita Chlorella sorokiniana, especialmente los
vectores con promotores funcionales.

A pesar de que Sh ble no es una proteina glicosilada, este experimento muestra la factibilidad de producir proteinas
recombinantes en Chlorella sorokiniana. Como esta alga es capaz de proteinas N-glicosiladas enddgenas (datos no
mostrados), podemos suponer que un polipéptido que presenta sitios de N-glicosilacion, cuando se expresa en estas
microalgas, presentara estructura de N-glicanos.
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<210> 1
<211> 579
<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 1
atgggggtgc

ggccteecag
tacatcttag
ctgagtgaaa
gaggtggaag
ctgcaggecc
atagacaaag
cagaaggaat
gtggatactt
ctgtacacgg
<210> 2

<211> 28
<212> DNA

ccgaacgtec
tcectetgtge
aggccaagga
atattacagt
aacaggccat
aggccctget
ccatcagtgg
tgatgtcgee
tctgcaagcet

gagaggtctg

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cebador FE1epo

<400> 2

catgaattca tgggggtgcc cgaacgtc

<210> 3
<211> 28
<212> DNA

<213> secuencia artificial

caccctgetg
tcececcacge
ggcagaaaat
cccagatacc
agaagtttgg
agccaattcc
tctacgtage
tccagatacc
cttcegggtce

caggagaggg

28

cttttactct
ctcatctgeg
gtcacgatgg
aaagtcaact
caaggcctgt
tcccagecac
ctcacttcac
accccacctg
tacgccaact

gacaggtga

ccttgctact
acagtcgagt
gttgtgcaga
tctatgettg
ccctgetete
cagagaccct
tgcttegggt
ctccactccg

tccteeggag

34

gattcctetg
tctggagagg
aggtcccaga
gaaaagaatg
agaagccatc
tcagcttcat
actgggagct
aacactcaca

gaaactgaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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<220>

<223> cebador RH3epo

<400> 3

cataagcttt cacctgtccc ctctectg 28

<210> 4
<211> 50
<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cebador RH3His6epo

<400> 4

ES 2734276 T3

cataagcttt cagtggtggt ggtggtggtg cctgtcccct ctcctgcaga

<210> 5
<211>980
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 5

atgcatctcc
gatgattatg
actgaggacc
atcatgctgg
ctgcggggeg
aggccgtgeg
ctgcaggcga
cgcccagagg
gccgacctge
acagctattt
ccaatgaggc
aaaaccatcc
agctaccaat
atggtttcce
acatccttgt

attgttecctg

ggtggctttg

<210> 6
<211> 29
<212> DNA

ttgcgattet
atctcatgta
ccacgecegtg
agaactcgca
agctgcagag
cgcegggggce
ccegegacge
aggcggggcg
acgcggtgcea
tattcccaat
ttgagtcttt
tgttttccta
ccatagtgtt
tgggaaggtg
gggtaaatgg
agggaggaat

atgaaacatt

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cebador FE5PTX3

<400> 6

catgatatca tgcatctcct tgcgattct

gttttgtget
tgtgaatttyg
cgectgeggt
gatgagagag
gctgcgggag
tcecegcagag
gggccgcagg
cgecctggee
gggctgggcet
gcgttccaag
tagtgcctge
tggcacaaag
tgtggtgggt
gacccacctg
tgaactggcg

cctgcagatt

29

ctctggtctg
gacaacgaaa
caggagcact
cgcatgetge
gagctgggcc
gccaggctga
ctggegegta
gcggtgctag
gcccggaget
aagatttttg
atttgggtca
aggaatccat
ggagaggaga
tgcggcacct
gctaccactg

ggccaagaaa

50

cagtgttgge
tagacaatgg
cggaatggga
tgcaagccac
ggctcgcgga
ccagtgctct
tggagggcegce
aggagctgcg
ggctgecgge
gaagcgtgca
aagccacaga
atgaaatcca
acaaactggt
ggaattcaga
ttgagatggce

agaatggctg

35

cgagaactcg
actccatccc
caagctcette
ggacgacgtc
aagcctggeg
ggacgagctg
ggaggcgceag
gcagacgcga
aggttgtgaa
tccagtgaga
tgtattaaac
gctgtatcte
tgctgaagcc
ggaagggctc

cacaggtcac

ctgtgtggot

60

120

240

300

360

420

480

540

660

720

780

840
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<210>7

<211> 30

<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador RH3PTX3

<400> 7
cctaagcttt tatgaaacat actgagctcc

<210> 8

<211> 24

<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador FRTepo

<400> 8
tcttagaggc caaggaggca gaaa

<210>9

<211> 24

<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador Rrtepo

<400> 9
acccggaaga gcttgcagaa agta

<210> 10

<211>19

<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador FrtPTX3

<400> 10
ctagaggagc tgcggcaga 19

<210> 11

<211> 23

<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador RrtPTX3

<400> 11
cacccaccac aaacactatg gat

<210> 12

<211>19

<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador Fepo

<400> 12

24

24

23

30
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atgggggtgc ccgaacgtc 19

<210> 13

<211>19

<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador Repo

<400> 13
tcacctgtcc cctctectg 19

<210> 14

<211> 26

<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador FpZ

<400> 14
tcagttctge acaaatttgt ctgccg 26

<210> 15

<211> 26

<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador RpZ

<400> 15
cacgtccctg gttgagttcg atagca 26

<210> 16

<211> 20

<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador FPTX3

<400> 16
atgcatctcc ttgcgattct 20

<210> 17

<211> 20

<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador RPTX3

<400> 17
tgaaacatac tgagctcctc 20

<210> 18

<211> 447

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 18
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Met

Phe

Ala

Ser

Leu

65

Leu

Pro

Leu

Val

Pro

Leu

50

Glu

Trp

Arg

Lys

Gly

Gly

35

Thr

Arg

Arg

Val

Lys

Trp

20

Arg

Arg

Gln

Gln

Pro
100

Gln

Asn

Leu

Glu

Arg

Arg

85

Val

Thr

Ala

Pro

val

Gly

70

Trp

Thr

Ala

Leu

Ser

Ile

55

Leu

Arg

Pro

Gly

Leu

Asp

40

His

Leu

Val

Ser
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Leu

Leu

25

Ser

Leu

Gln

Pro

Pro
105

Val

10

Leu

Ala

Ala

Gln

Thr

90

Val

Leu

Phe

Leu

Glu

Ile

75

Val

Gln

Trp

Phe

Gly

Asp

Lys

Ala

Ile

38

Gly

Trp

Asp

45

Ala

Glu

Pro

Pro

Ala

Thr

30

Asp

Glu

His

Pro

Ile
110

Ile

15

Arg

Pro

Ala

Tyr

Ala

95

Leu

Ile

Pro

Ala

Glu

Ala

80

Trp

Val



Ile

His

Cys

145

Val

Asp

Trp

Val

Gln

225

Ser

Pro

Leu

Phe

Cys

305

vVal

Asn

Ala

Tyr

130

Gly

Thr

His

Ala

Val

210

Ala

Ala

Glu

Leu

Trp

290

Ile

Ser

Gln

Cys

115

Arg

His

His

Arg

Leu

195

Glu

Thr

Trp

Leu

Ala

275

Asp

Arg

His

Gln

Asp

Pro

Glu

Ile

Lys

180

Gly

Asp

Tyr

Asn

Leu

260

Asp

Asp

Pro

Gly

Phe
340

Arg

Ser

Glu

Arg

165

Phe

Gln

Asp

Pro

Asp

245

Tyr

Leu

Trp

Glu

Gln

325

Val

Ser

Ala

Thr

150

Gln

Gln

Ile

Leu

Leu

230

Asn

Arg

Trp

Met

Ile

310

Phe

Pro

Thr

Glu

135

Ala

Pro

Gly

Phe

Glu

215

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

295

Ser

Phe

Phe

Val

120

Arg

Gln

Asp

Tyr

Asn

200

Val

Arg

Lys

Asp

Glu

280

Arg

Arg

Asp

Thr

ES 2734276 T3

Arg

Phe

Val

Leu

Tyr

185

Lys

Ala

Thr

Glu

Phe

265

Leu

Pro

Thr

Gln

Gln
345

Arg

Pro

Ile

Ser

170

Lys

Phe

Pro

Asp

Gln

250

Phe

Glu

Glu

Met

His

330

Leu

Cys

Ile

Ala

155

Asn

Ile

Lys

Asp

Pro

235

Met

Pro

Pro

Gln

Thr

315

Leu

Asp

Leu

Ile

140

Ser

Ile

Ala

Phe

Phe

220

Ser

Val

Gly

Lys

Arg

300

Phe

Lys

Leu

39

Asp

125

Val

Tyr

Ala

Arg

Pro

205

Phe

Leu

Asp

Leu

Trp

285

Lys

Gly

Phe

Ser

Lys

Ser

Gly

Val

His

190

Ala

Glu

Trp

Ser

Gly

270

Pro

Gly

Arg

Ile

Tyr
350

Leu

Gln

Thr

Gln

175

Tyr

Ala

Tyr

Cys

Ser

255

Trp

Lys

Arg

Lys

Lys

335

Leu

Leu

Asp

Ala

160

Pro

Arg

Val

Phe

Val

240

Lys

Leu

Ala

Ala

Gly

320

Leu

Gln
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Gln

Gln

Glu

385

Lys

Gly

Leu

Glu

Leu

370

Val

Ala

Tyr

Ala

<210> 19

<211> 445
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 19

Met

1

Phe

Ala

Ser

Leu

65

Ser

Val

Cys

Leu

Val

Pro

Leu

50

Glu

Gln

Pro

Asp

Ala

355

Gln

Arg

Leu

Arg

Pro
435

Lys

Ala

Gly

Thr

Arg

Arg

Val

Arg
115

Tyr

Val

Val

Gly

Gly

420

Pro

Lys

Trp

20

Arg

Arg

Gln

Gly

Thr

100

Ser

Asp

Glu

Gln

Val

405

Ile

Gln

Gln

5

Asn

Pro

Glu

Arg

Arg

85

Pro

Thr

Arg

Lys

Tyr

390

Met

Val

Thr

Ser

Ala

Pro

Val

Gly

70

val

Ala

Val

Asp

Val

375

Thr

Asp

Thr

Trp

Ala

Leu

Ser

Ile

55

Leu

Pro

Pro

Arg

Phe
360

Arg

Asp

Phe

Thr
440

Gly

Leu

vVal

40

Arg

Leu

Thr

Ala

Arg
120

ES 2734276 T3

Leu

Thr

Arg

Leu

Gln

425

Gly

Leu

Leu

25

Ser

Leu

Gln

Ala

Val

105

Cys

Ala

Asn

Asp

Lys

410

Phe

Tyr

Val

10

Leu

Ala

Ala

Gln

Ala

90

Ile

Leu

Gln

Asp

Ser

395

Ser

Arg

Leu

Phe

Leu

Gln

Ile

75

Pro

Pro

Asp

Val

Gln

380

Phe

Gly

Gly

Pro

Trp

Phe

Asp

Asp

60

Gly

Pro

Ile

Lys

40

Tyr

365

Lys

Lys

Val

Arg

Ser
445

Gly

Trp

Gly

45

Ala

Asp

Ala

Leu

Leu
125

Gly

Glu

Ala

Pro

Arg

430

Trp

Ala

Thr

30

Asp

Glu

Ala

Gln

Val

110

Leu

Ala

Leu

Phe

Arg

415

Val

Asn

Ile

15

Arg

Pro

Val

Leu

Pro

95

Ile

His

Pro

Gly

Ala

400

Ala

His

Leu

Pro

Ala

Glu

Ser

80

Arg

Ala

Tyr



Arg

His

145

His

Arg

Leu

Glu

Thr

225

Trp

Leu

Ala

Asp

Arg

305

His

Gln

Ala

Pro

130

Glu

Ile

Lys

Gly

Asp

210

Tyr

Asn

Leu

Glu

Asp

290

Pro

Gly

Phe

Tyr

Ser

Glu

Arg

Phe

Gln

195

Asp

Pro

Asp

Tyr

Leu

275

Trp

Glu

Gln

Val

Asp
355

Ala

Thr

Gln

Gln

180

Val

Leu

Leu

Asn

Arg

260

Trp

Met

Phe

His
340

Arg

Glu

Ala

Pro

165

Gly

Phe

Glu

Leu

Gly

245

Thr

Ala

Arg

Ser

Phe

325

Phe

Asp

Leu

Gln

150

Asp

Tyr

Arg

Val

Lys

230

Lys

Asp

Glu

Arg

Arg

310

Asp

Thr

Phe

Phe

135

Ala

Leu

Tyr

Gln

Ala

215

Ala

Glu

Phe

Leu

Pro

295

Thr

Gln

Gln

Leu

Pro

Ile

Ser

Lys

Phe

200

Pro

Asp

Gln

Phe

Glu

280

Glu

Met

His

Leu

Ala
360

ES 2734276 T3

Ile

Ala

Ser

Ile

185

Arg

Asp

Pro

Met

Pro

265

Pro

Gln

Thr

Leu

Asp

345

Arg

Ile

Ser

Ile

170

Ala

Phe

Phe

Ser

Val

250

Gly

Lys

Arg

Phe

Lys

330

Leu

Val

vVal

Tyr

155

Ala

Arg

Pro

Phe

Leu

235

Asp

Leu

Trp

Gln

Gly

315

Phe

Ser

Tyr

Ser

140

Gly

Val

His

Ala

Glu

220

Trp

Ala

Gly

Pro

Gly

300

Arg

Ile

Tyr

Gly

41

Gln

Ser

Pro

Tyr

Ala

205

Tyr

Cys

Ser

Trp

Lys

285

Arg

Lys

Lys

Leu

Ala
365

Asp

Ala

Pro

Arg

190

Val

Phe

Val

Arg

Leu

270

Ala

Ala

Gly

Leu

Gln

350

Pro

Cys

Val

Asp

175

Trp

Val

Arg

Ser

Pro

255

Leu

Phe

Cys

Val

Asn

335

Arg

Gln

Gly

Thr

160

His

Ala

Val

Ala

Ala

240

Glu

Leu

Trp

Ile

Ser

320

Gln

Glu

Leu
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Gln Vval Glu Lys Val
370

Arg Val Gln Tyr Thr
385

Leu Gly Val Met Asp
405

Arg Gly Ile Val Thr
420

Pro Pro Leu Thr Trp
435

<210> 20

<211> 442

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 20

Met Arg Phe Arg Ile
1 5

Val Ala Ala Cys Gly
20

Lys Ser Asp Ala Leu
35

Gly Ala Gly His Leu
50

Glu Ser Ala Ala Pro
65

Asn Leu Thr Leu Arg
85

Gln Met Leu Arg Asn
100

Leu Val Leu Val Val
115

Leu Ile Asp Ser Leu

Arg

Gly

390

Asp

Phe

Glu

Tyr

Phe

Gly

Ala

Leu

70

Tyr

Val

Gln

Arg

Thr

375

Arg

Leu

Gln

Gly

Lys

Val

Pro

Val

55

Val

Arg

Gly

Val

Lys

Asn

Asp

Lys

Phe

Tyr
440

Arg

Leu

Pro

40

Ser

Pro

Ser

Asn

His

120

Ala

ES 2734276 T3

Asp

Ser

Ser

Arg

425

Asp

Lys

Trp

25

Leu

Val

Ala

Leu

Asp

105

Asn

Gln

Arg

Phe

Gly

410

Pro

Val

10

Ser

Leu

Gly

Val

Val

90

Gly

Arg

Gly

Lys

Lys

395

Val

Arg

Ser

Leu

Ser

Asp

Ile

Pro

75

Tyr

Thr

Pro

Ile

Glu

380

Ala

Pro

Arg

Trp

Ile

Asn

Ala

Arg

60

Arg

Gln

Trp

Glu

Gln

42

Leu

Phe

Arg

Val

Asn
445

Leu

Gly

Glu

45

Arg

Pro

Leu

Ser

Tyr

125

Glu

Gly

Ala

Ala

His
430

Thr

Arg

30

Pro

Val

Glu

Asn

Pro

110

Leu

val

Glu

Lys

Gly

415

Leu

Leu

15

Gln

Val

Ser

Val

Phe

95

Gly

Arg

Leu

val

Ala

400

Tyr

Ala

Val

Arg

Arg

Asn

Asp

Asp

Glu

Leu

Val



Ile

145

Arg

Gln

Arg

Glu

Thr

225

Lys

His

Leu

Tyr

Lys

305

Asp

Asp

Leu

His

Phe

vVal

Leu

Asp

Tyr

210

Lys

val

Tyr

Lys

Thr

290

Thr

Ala

Asp

Pro

Ala
370

Ser

Asp

Tyr

Leu

195

Pro

His

Leu

Leu

Gln

275

Thr

Trp

Tyr

Tyr

Lys

355

Gly

His

Phe

Pro

180

Lys

Asp

His

Gln

Ala

260

Gln

Ile

Lys

Gln

Asn

340

Ile

Asp

Asp

Cys

165

Asn

Lys

Ser

Trp

Asp

245

Pro

Glu

Arg

Ser

Lys

325

Trp

Trp

Cys

Phe

150

Pro

Glu

Asn

Phe

Trp

230

Tyr

Asp

Cys

Ser

Thr

310

Leu

Asp

Lys

Gly

135

Trp

val

Phe

Ala

Gly

215

Trp

Thr

Phe

Pro

Phe

295

Glu

Ile

Trp

Val

Met
375

Ser

Leu

Pro

Ala

200

His

Lys

Gly

Tyr

Gly

280

Tyr

His

Glu

Thr

Leu

360

His

Ala

Gln

Gly

185

Leu

Tyr

Leu

Leu

His

265

Cys

Gly

Asn

Cys

Leu

345

Val

His

ES 2734276 T3

Glu

Val

170

Ser

Lys

Arg

His

Ile

250

Val

Asp

Ile

Met

Thr

330

Gln

Pro

Lys

Ile

155

Phe

Asp

Leu

Glu

Phe

235

Leu

Phe

Val

Ala

Gly

315

Asp

Tyr

Gln

Lys

140

Asn

Phe

Pro

Gly

Ala

220

Val

Phe

Lys

Leu

Asp

300

Leu

Thr

Leu

Ala

Thr
380

43

Ser

Pro

Arg

Cys

205

Lys

Trp

Leu

Lys

Ser

285

Lys

Ala

Phe

Thr

Pro

365

Cys

Leu

Phe

Asp

190

Ile

Phe

Glu

Glu

Met

270

Leu

Val

Leu

Cys

Leu

350

Arg

Arg

Ile

Ser

175

Cys

Asn

Ser

Arg

Glu

255

Trp

Gly

Asp

Thr

Thr

335

Ala

Ile

Pro

Ser

160

Ile

Pro

Ala

Gln

vVal

240

Asp

Lys

Thr

Val

Arg

320

Tyr

Cys

Phe

Ser
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Thr

385

Leu

Ile

Glu

Gln

Phe

Ser

Leu

<210> 21

<211> 447

Ser

Pro

Pro

Cys
435

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 21

Met

1

Val

Lys

Gly

Arg

65

Gln

Gln

Trp

Glu

Arg

Ala

Asn

Ala

50

Arg

Pro

Leu

Ala

Tyr
130

Phe

Ala

Glu

35

Gly

Val

Glu

Asn

Pro

115

Leu

Ala

Glu

Pro

420

Lys

Arg

Cys

20

Ala

Gly

Ser

Ala

Phe

100

Arg

Arg

Gln

Thr

405

Arg

Ser

Ile

5

Gly

Leu

Arg

Asn

Asp

85

Asp

Glu

Leu

Ile

390

Leu

Lys

Tyr

Tyr

Phe

Ala

Gly

Val

70

Asn

Gln

Leu

Leu

Glu

Val

Asn

Arg

Lys

vVal

Pro

Gly

Ser

Leu

Thr

vVal

Leu
135

Ser

Ile

Gly

Arg
440

Arg

Leu

Pro

40

Asp

Ala

Thr

Leu

Leu

120

Asp

ES 2734276 T3

Leu

Gly

Gly

425

Leu

Lys

Trp

25

Leu

His

Ala

Leu

Arg

105

Val

Ser

Leu

Glu

410

Trp

Gln

Val

10

Ser

Leu

Pro

Ser

Arg

90

Asn

Val

Leu

Asn
395

Lys

Gly

Leu

Ser

Asp

Ser

Leu

75

Tyr

val

Gln

Arg

Ser Asn Lys

Phe Pro Met

Asp Ile Arg

Ile

Asn

Ala

Val

60

Val

Arg

Asp

val

Lys
140

44

Leu

Gly

Glu

45

Ala

Pro

Ser

Lys

His

125

Ala

430

Thr

Arg

30

Pro

Val

Ala

Leu

Ala

110

AsSn

Gln

Gln

Ala

415

Asp

Leu

15

Gln

Ala

Gly

Val

Val

95

Gly

Arg

Gly

Tyr
400

Ala

His

Val

Arg

Arg

Ile

Pro

80

Tyr

Thr

Pro

Ile



Asp

145

Asn

Phe

Pro

Gly

Ala

225

Val

Phe

Leu

Asp

305

Leu

Thr

Leu

Ile

Thr

Asn

Gln

Pro

Arg

Cys

210

Lys

Trp

Leu

Ser

290

Ala

Phe

Thr

Pro

370

Cys

Val

Leu

Phe

Asp

195

Ile

Phe

Glu

Glu

Met

275

Leu

Val

Leu

Cys

Val

355

Arg

Arg

Leu

Ile

Ser

180

Cys

Asn

Ser

Arg

Glu

260

Trp

Gly

Thr

Thr

340

Ser

Ile

Pro

Val

Ala

165

Ile

Pro

Ala

Gln

Val

245

Asp

Thr

Val

Arg

325

Tyr

Phe

Ser

Ile

150

Gly

Gln

Arg

Glu

Thr

230

His

Leu

Asp

Leu

His

Thr

Phe

Val

Leu

Asp

Tyr

215

Lys

Ile

Tyr

Ser

295

Thr

Ala

Asp

Pro

Ala

375

Gln

Ser

Asn

Tyr

Leu

200

Pro

His

Leu

Leu

Gln

280

Ala

Trp

Tyr

Tyr

Lys

360

Gly

Ser

ES 2734276 T3

His

Phe

Pro

185

Pro

Asp

His

Arg

Ala

265

Gln

Ser

Gln

Asn

345

Phe

Asp

Ala

Asp

Cys

170

Asn

Lys

Ser

Trp

Asp

250

Pro

Glu

Arg

Ser

Lys

330

Trp

Trp

Cys

Gln

Phe

155

Pro

Glu

Asn

Phe

Trp

235

Tyr

Asp

Ser

Thr

315

Leu

Asp

Gly

Ile

45

Trp

Val

Ala

Gly

220

Trp

Ala

Pro

Phe

300

Glu

Ile

Trp

Val

Met

380

Glu

Ser

Leu

Pro

Ala

205

His

Lys

Gly

Tyr

Glu

285

Tyr

His

Glu

Thr

Leu

365

His

Ser

Thr

Gln

Gly

190

Leu

Tyr

Leu

Leu

His

270

Gly

Leu

350

val

His

Leu

Glu

Val

175

Ser

Lys

Arg

His

Ile

255

Val

Met

Met

Thr

335

Gln

Pro

Lys

Leu

Ile

160

Phe

Asp

Leu

Glu

Phe

240

Leu

Phe

vVal

Ala

Gly

320

Asp

Tyr

Gln

Lys

Asn
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385

Asn Asn Lys Gln

Phe Thr Val Val
420

Asp Ile Arg Asp
435

<210> 22

<211> 538

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 22

Met Lys Met Arg
1

Leu Cys Leu Ile
20

Thr Phe Pro Arg
35

Phe Phe Trp Asn
50

Gly Gly Pro Asp
65

Leu Gln Pro Leu

Asp Phe Val Leu
100

Ala Gly Gly Val
115

Ser Pro Gly Arg
130

Ala Arg Gly Pro
145

Tyr
405

Ala

His

Arg

Ser

Glu

Asn

Leu

Ser

85

Pro

Cys

Thr

Ala

390

Met

Ile

Glu

Tyr

Phe

Leu

Ala

Leu

70

Pro

Glu

Phe

Glu

Arg
150

ES 2734276 T3

Phe Pro

Ser Pro

Leu

Lys

Leu

Ala

Pro

55

Arg

Ser

Asp

Lys

Glu

135

Arg

Cys

440

Leu

His

Ser

40

Val

Thr

Lys

Thr

Pro

120

Lys

Pro

395

Glu Thr Leu

410

Pro Arg Lys

425

Lys Ser Tyr

Phe

Phe

25

Leu

Thr

Pro

Ala

Thr

105

Gly

Pro

Met

Leu

10

Phe

Ser

Pro

Leu

Thr

90

Glu

Thr

Glu

Arg

46

Met

Lys

Pro

Gln

Tyr

75

Glu

Tyr

Arg

Val

His
155

Thr Ile Ser

Asn Gly Gly

430

Arg Arg Leu

Phe

Thr

Asn

Ala

60

Ser

Glu

Phe

Met

Ser

140

vVal

445

Cys

Leu

Leu

45

Ser

His

Leu

Val

Leu

125

Glu

Leu

Met

Ser

30

val

Pro

Ser

His

Arg

110

Glu

Gly

Ser

400

Glu Lys

415

Trp Gly

Gln

Ala

15

Tyr

Ser

Glu

Pro

Arg

95

Thr

Lys

Ser

Thr

Gly

Val

Ser

Pro

Leu

80

Val

Lys

Pro

Ser

Arg
160



Glu

Cys

Gln

Pro

Leu

225

val

Phe

Val

Gly

Val

305

Asp

Tyr

Tyr

Cys

Leu
385

Arg

Leu

Tyr

Arg

210

Asp

Cys

Arg

Leu

Trp

290

Ser

Ala

Asp

Gly

Thr

370

Arg

Leu

Pro

Ser

195

Arg

Val

Glu

Glu

Tyr

275

Ile

Arg

Asp

Gly

Phe

355

Met

Arg

Gly

Gly

180

Asn

vVal

Arg

Ser

Met

260

vVal

Ala

Leu

Glu

Trp

340

Phe

Asp

Arg

Ser

165

Trp

Leu

Ile

Phe

Asn

245

Leu

Phe

Asp

Arg

Ile

325

Thr

Trp

Met

Gln

Arg

His

Pro

Asn

His

230

Phe

Thr

Leu

Asp

Asn

310

Pro

Glu

Lys

Leu

Tyr
390

Gly

Gly

Thr

Ala

215

Glu

Thr

Asn

Asp

Tyr

295

Leu

Ala

Pro

Gln

Gln

375

Tyr

ES 2734276 T3

Thr

Pro

Lys

200

Ile

Leu

Ala

Gly

His

280

Leu

Arg

Arg

Phe

Pro

360

Ala

Thr

Arg

Ser

185

Glu

Asn

Gly

Tyr

Thr

265

Phe

Arg

Pro

Asp

Ala

345

Gly

Val

Met

Arg

170

Cys

Arg

Ile

Asp

Gly

250

Phe

Pro

Thr

Asp

Gly

330

Phe

Thr

Tyr

Pro

Lys

Gly

Leu

Asn

val

235

Glu

Glu

Pro

Phe

Asp

315

Val

His

Leu

Gly

Asn
395

47

Trp

Val

vVal

His

220

vVal

Pro

Tyr

Gly

Leu

300

Val

Leu

Met

Glu

Leu

380

Phe

Val

Pro

Pro

205

Glu

Asp

Arg

Ile

Gly

285

Thr

Phe

Phe

Arg

Val

365

Asp

Arg

Glu

Thr

190

Arg

Phe

Ala

Pro

Arg

270

Arg

Gln

Ile

Leu

Lys

350

Val

Gly

Gln

Cys

175

Val

Glu

Asp

Phe

Leu

255

His

Gln

Asp

Ile

Lys

335

Ser

Ser

Ile

Tyr

Val

Val

Val

Leu

Val

240

Lys

Lys

Asp

Gly

Asp

320

Leu

Leu

Gly

Arg

Glu
400
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Asn

His

Tyr

Asp

Thr

465

Pro

Gln

Glu

Val

Arg

Phe

Phe

Tyr

450

Gly

Ser

Phe

Glu

Arg
530

<210> 23

<211> 533

Thr

Ala

Lys

435

Glu

Gly

Glu

Arg

Gly

515

Gly

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 23

Met

1

Leu

Thr

Phe

Gly

Lys

Cys

Phe

Phe

50

Gly

Met

Leu

Pro
35

Gly

Gly

420

Leu

Asp

Trp

His

Tyr

500

Gly

Lys

His

405

Trp

Val

Lys

Phe

Met

485

Leu

Arg

Leu

Arg Arg

Ile
20

Arg

5

Ser

Glu

Trp Asn Asn

Pro

Asp

Leu

Ile

His

Ser

Arg

AsSp

470

Tyr

Leu

Arg

Asp

Tyr

Phe

Leu

Ala

Leu
70

Leu

Cys

Ala

Asp

455

Gly

Ala

Glu

Asn

Thr
535

Lys

Leu

Ala

Pro

55

Arg

vVal

Ser

Gln

440

Leu

Thr

Pro

Asn

Gln

520

Val

Leu

His

Ser

40

Val

Thr
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Gln

Trp

425

Asn

Asn

Gln

Lys

Pro

505

Gly

Glu

Phe

Phe

25

Leu

Thr

Pro

Trp

410

Cys

Gly

Tyr

Gln

Tyr

490

Tyr

Ser

Gly

Leu

10

Phe

Ser

Pro

Leu

Ser

Phe

Asp

Ile

Glu

475

Leu

Arg

Asp

Met

Lys

Pro

Gln

Tyr
75

Leu

Thr

Phe

Arg

460

Tyr

Leu

Glu

Gly

Phe

Thr

Asn

Ala

60

Ser

48

Gly

Pro

Pro

445

Ser

Pro

Lys

Pro

Arg
525

Cys

Leu

Leu

45

Ser

His

Ser

Glu

430

Arg

Leu

Pro

AsSn

Lys

510

Pro

Met

Ser

30

Val

Pro

Ser

Pro

415

Gly

Trp

Ile

Ala

Tyr

495

Ser

Ser

Ala

15

Tyr

Ser

Glu

Pro

Leu

Ile

Gly

Arg

Asp

480

Asp

Thr

Ala

Gly

Val

Ser

Pro

Leu
80



Leu

Asp

Ala

Pro

Ala

145

Gly

Trp

Leu

Ile

Phe

225

Asn

Leu

Phe

Asp

Arg
305

Gln

Leu

Gly

Pro

130

Arg

Arg

His

Pro

Asn

210

His

Phe

Thr

Leu

Asp
290

Pro

Val

Gly

115

Gly

Arg

Gly

Thr

195

Ala

Glu

Thr

Asn

Asp

275

Tyr

Leu

Leu

Leu

100

Val

Arg

Pro

Ala

Pro

180

Lys

Ile

Leu

Ala

Gly

260

His

Leu

Arg

Pro

85

Pro

Cys

Pro

Pro

Arg

165

Ser

Glu

Asn

Gly

Tyr

245

Thr

Phe

Arg

Pro

Pro

Glu

Phe

Glu

Arg

150

Arg

Cys

Arg

Val

AsSp

230

Gly

Phe

Pro

Thr

Asp
310

Ser

Asp

Lys

Glu
135

Tyr

Lys

Gly

Leu

Asn
215

val

Glu

Glu

Pro

Phe
295

A

p

Lys

Thr

Pro

120

Lys

Leu

Trp

val

Val

200

His

vVal

Pro

Tyr

Gly

280

Leu

Val
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Ala

Thr

105

Gly

Pro

Leu

Val

Pro

185

Pro

Glu

Asp

Arg

Ile

265

Gly

Thr

Phe

Ala

%0

Glu

Thr

Glu

Ser

Glu

170

Thr

Arg

Phe

Ala

Pro

250

Arg

Arg

Gln

Ile

Glu

Tyr

Lys

Gly

Ala

155

Cys

vVal

Glu

Asp

Phe

235

Leu

His

Gln

Asp

Ile
315

Glu

Phe

Met

Ala

140

Arg

Val

val

Val

Leu

220

val

Lys

Lys

Asp

Gly
300

49

Leu

Val

Leu

125

Asn

Glu

Cys

Gln

Pro

205

Leu

val

Phe

Val

Gly

285

vVal

His

Arg

110

Glu

Gly

Arg

Leu

Tyr

190

Arg

Asp

Cys

Arg

Leu

270

Trp

Ser

Ala

Arg

95

Thr

Arg

Ser

Thr

Pro

175

Ser

Arg

Val

Glu

Glu

255

Tyr

Ile

Arg

Asp

Val

Lys

Pro

Ser

Gly

160

Gly

Asn

Val

Arg

Ser

240

Met

Val

Ala

Leu

Glu
320



Ile

Thr

Trp

Met

Gln

385

His

Trp

Val

Lys

Phe

465

Met

Leu

Trp

Pro

Glu

Lys

Leu

370

Tyr

Ile

His

Ser

Arg

450

Asp

Tyr

Leu

Arg

Glu
530

<210> 24

<211> 535

Ala

Pro

Gln

355

Gln

Tyr

Leu

Cys

Ala

435

Asp

Gly

Ala

Asp

His

515

Ala

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 24

Arg

Phe

340

Pro

Ala

Thr

vVal

Ser

420

Gln

Leu

Thr

Pro

Asn

500

Arg

Glu

Asp

325

Ala

Gly

Val

Met

Gln

405

Trp

Asn

Asn

Gln

Lys

485

Pro

Gly

Val

Gly

Phe

Thr

Tyr

Pro

390

Trp

Cys

Gly

Tyr

Gln

470

Tyr

Tyr

Pro

vVal

His

Leu

Gly

375

Asn

Ser

Phe

Asp

Ile

455

Glu

Leu

Gln

Glu

Leu

Met

Glu

360

Leu

Phe

Leu

Thr

Phe

440

Arg

Tyr

Leu

Glu

Gly
520
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Phe

Arg

345

Val

Asp

Arg

Gly

Pro

425

Pro

Gly

Pro

Lys

Pro

505

Arg

Leu

330

Lys

Val

Gly

Gln

Ser

410

Glu

Arg

Leu

Pro

Asn

490

Arg

Pro

Lys

Ser

Ser

Ile

Tyr

395

Pro

Gly

Trp

Ile

Ala

475

Tyr

Ser

Pro

Leu

Leu

Gly

Arg

380

Glu

Leu

Ile

Gly

Arg

460

Asp

Asp

Thr

Ala

50

Tyr

Tyr

Cys

365

Leu

Asn

His

Tyr

Asp

445

Thr

Pro

Arg

Ala

Arg
525

Asp

Gly

350

Thr

Arg

Arg

Phe

Phe

430

Tyr

Gly

Ser

Phe

Ala

510

Gly

Gly

335

Phe

Val

Arg

Thr

Ala

415

Lys

Glu

Gly

Glu

His

495

Gly

Lys

Trp

Phe

Asp

Arg

Gly

400

Gly

Leu

Asp

Trp

His

480

Tyr

Gly

Leu



Met

Ser

Lys

Arg

Ile

65

Thr

Leu

Pro

Gly

Lys

145

Asp

Ile

Glu

Ser

Phe
225

Arg

Phe

Leu

Val

50

Val

Ala

Thr

His

Ser

130

Arg

Asn

Gly

Lys

Pro

210

Gly

Leu

Leu

Ile

35

Ala

Gln

Leu

Ser

Leu

115

Gly

Glu

Leu

Glu

Glu

195

Pro

Asp

Arg

Thr

20

Ala

Glu

Gln

Ser

Lys

100

Leu

Arg

Val

Tyr

Thr

180

Phe

Glu

Ser

Asn

Leu

Tyr

His

Phe

Thr

85

Lys

Gln

Thr

Lys

Pro

165

Asp

Ser

Ser

Lys

Gly

Ser

Gln

Arg

Arg

70

Ile

Ser

Asn

Gly

Ser

150

Glu

Leu

Arg

Tyr

Glu
230

Thr

Trp

Arg

Ile

55

Arg

Ser

Leu

Glu

vVal

135

Tyr

Glu

Asp

Glu

Tyr

215

Arg

Val

Tyr

Glu

40

Ser

Ala

Asp

Arg

Arg

120

Ser

Leu

Lys

Tyr

Ile

200

Pro

Val

ES 2734276 T3

Ala

Thr

25

Phe

Gln

Gly

Asn

Val

105

Ser

Ile

Val

Leu

Val

185

Ser

Asp

Arg

Thr

10

Thr

Leu

Arg

Ala

Thr

90

Pro

Leu

Val

Glu

Asp

170

His

Ser

Leu

Trp

Ala

Trp

Ala

Ser

Glu

75

Ile

Ser

Gln

Met

Thr

155

Cys

Ser

Gly

Thr

Arg
235

Leu

Gln

Leu

Ser

60

Thr

Lys

Ile

Pro

Gly

140

Leu

Val

Val

Leu

Asn

220

Thr

51

val

Asn

Lys

45

Glu

Asn

Leu

Tyr

Ala

125

Ile

His

Ile

Val

Leu

205

Leu

Lys

Phe

Gly

Glu

Leu

Gly

Leu

Tyr

110

val

Pro

Ser

vVal

Ala

190

Glu

Lys

Gln

val

15

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

95

His

Gln

Thr

Leu

vVal

175

Asn

Ile

Glu

Asn

Thr

Glu

Leu

Thr

Lys

80

Glu

Leu

Ile

Val

Ile

160

Phe

Leu

Ile

Thr

Leu
240



Asp

Ile

Ile

Glu

Leu

305

Ile

Glu

Arg

Ser

Leu

385

Lys

Phe

Phe

Gln

Pro
465

Tyr

Gln

Lys

Phe

290

Ala

Asp

Lys

Phe

Gly

370

Leu

vVal

Phe

Asp

Glu

450

Leu

Cys

Leu

Asn

275

Ser

Leu

Trp

Asp

Arg

355

Lys

Lys

Tyr

Trp

Lys

435

His

Lys

Phe

Glu

260

Phe

Gln

Val

Leu

Ala

340

Pro

Ile

Val

Gln

Ala

420

Pro

Pro

Ser

Leu

245

Asp

Ala

Leu

Val

Leu

325

Lys

Ser

Gln

His

Gly

405

Ile

Val

Gly

Asp

Met

Asp

Leu

Gly

Glu

310

Asp

His

Leu

Lys

Val

390

His

Thr

Asn

Asp

Ser
470

Met

Ile

Gln

Phe

295

Phe

His

Cys

Phe

Leu

375

Asn

Thr

Pro

Val

Ile

455

Leu

Tyr

Ile

Leu

280

Ile

Ile

Ile

Asp

Gln

360

Thr

Pro

Leu

Thr

Glu

440

Leu

Glu
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Ala

Val

265

Ser

Gly

Leu

Leu

Arg

345

His

Asp

Pro

Glu

Ala

425

Ser

Leu

Ile

Gln

250

Lys

Ser

Lys

Met

Trp

330

Gln

Val

Lys

Ala

Lys

410

Gly

Tyr

Asn

Ser

Glu

Gln

Glu

Met

Phe

315

Val

Lys

Gly

Asp

Glu

395

Thr

Asp

Leu

Thr

Lys
475

Lys

Asn

Glu

Phe

300

Tyr

Lys

Ala

Leu

Tyr

380

Val

Tyr

Tyr

Phe

Thr

460

Glu

52

Gly

Tyr

Trp

285

Gln

Lys

Val

Asn

His

365

Met

Ser

Met

Ile

His

445

Vval

Thr

Ile

Phe

270

Met

Ala

Glu

Cys

Leu

350

Ser

Lys

Thr

Gly

Leu

430

Ser

Asp

Lys

Tyr

255

Asn

Ile

Pro

Lys

Asn

335

Arg

Ser

Pro

Ser

Glu

415

Phe

Gly

Val

Asp

Tyr

Thr

Leu

Asp

Pro

320

Pro

Ile

Leu

Leu

Leu

400

Asp

Lys

Asn

Leu

Lys
480
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Arg Leu Glu Asp Gly
485

Ala Glu Gly Ile Val
500

Leu Ser Val Ile Gln
515

His Ile Lys Lys Val
530

<210> 25

<211> 548

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 25

Met Arg Leu Arg Asn
1 5

Cys Ala Phe Leu Ser
20

Gly Asp Val Val Asp
35

Arg Leu His Ala Ala
50

Asn Leu Val Leu Glu
65

Leu Arg Asp Gly Glu
85

Pro Arg Leu Lys Pro
100

Pro Thr Val Phe His
115

Leu Gln Pro Ala Val
130

Val Met Gly Ile Pro

Tyr

Asp

Asn

Thr

Gly

Leu

Ile

Glu

Glu

70

Gly

Trp

His

Arg

Ser

Phe

Pro

Ser

Ser
535

Thr

Ser

Tyr

Gln

55

Ile

Asn

Asn

Leu

Val

135

Val
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Arg Ile Gly Lys Phe Glu Tyr Gly Val

Gly

Ala
520

Phe

Trp

Gln

40

Glu

Lys

Arg

Val

Pro

120

Gly

Arg

Leu
505

Val

Leu

Tyr

25

Arg

Ser

Arg

Thr

Ser

105

His

Gln

Arg

490

Asn Pro Ile Ser Ala

510

495

Phe

Arg

Trp Ala Ile Leu Asn Glu Ile

Thr

10

Ala

Glu

Leu

Ala

Trp

His

Leu

Gly

Glu

Leu

Ala

Phe

Lys

Val

75

Gly

Arg

Leu

Arg

Val

Leu

Leu

Leu

Arg

Ser

Arg

His

Ala

Thr

140

His

53

525

Leu

Ser

Ala

45

Ser

Glu

Leu

Val

Lys

125

Gly

Ser

Phe

Gly

Leu

Lys

Arg

Thr

Leu

110

Glu

Val

Tyr

Cys

15

Gln

Arg

Glu

Gln

Glu

95

His

Ser

Ser

Leu

Leu

Lys

Asp

Leu

Ala

80

Asp

Leu

Ser

vVal

Thr
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145 150 155 160

Asp Thr Leu His Ser Leu Ile Ser Glu Leu Ser Pro Gln Glu Lys Glu
165 170 175

Asp Ser Val Ile Val Val Leu Ile Ala Glu Thr Asp Pro Gln Tyr Thr
180 185 190

Ser Ala Val Thr Glu Asn Ile Lys Ala Leu Phe Pro Thr Glu Ile His
195 200 205

Ser Gly Leu Leu Glu Val Ile Ser Pro Ser Pro His Phe TIyr Pro Asp
210 215 220

Phe Ser Arg Leu Arg Glu Ser Phe Gly Asp Pro Lys Glu Arg Val Arg
225 230 235 240

Trp Arg Thr Lys Gln Asn Leu Asp Tyr Cys Phe Leu Met Met Tyr Ala
245 250 255

Gln Ser Lys Gly Ile Tyr Tyr Val Gln Leu Glu Asp Asp Ile Val Ala
260 265 270

Lys Pro Asn Tyr Leu Ser Thr Met Lys Asn Phe Ala Leu Gln Gln Pro
275 280 285

Ser Glu Asp Trp Met Ile Leu Glu Phe Ser Gln Leu Gly Phe Ile Gly
290 295 300

Lys Met Phe Lys Ser Leu Asp Leu Ser Leu Ile Val Glu Phe Ile Leu
305 310 315 320

Met Phe Tyr Arg Asp Lys Pro Ile Asp Trp Leu Leu Asp His Ile Leu
325 330 335

Trp Val Lys Val Cys Asn Pro Glu Lys Asp Ala Lys His Cys Asp Arg
340 345 350

Gln Lys Ala Asn Leu Arg Ile Arg Phe Lys Pro Ser Leu Phe Gln His
355 360 365

Val Gly Thr His Ser Ser Leu Ala Gly Lys Ile Gln Lys Leu Lys Asp
370 375 380

Lys Asp Phe Gly Lys His Ala Leu Arg Lys Ser Tyr Val Asn Pro Pro
385 390 395 400

54
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Ala

Lys

Gly

Phe

Asn

465

Glu

Pro

Gly

Ile

Lys
545

Glu

Ala

Asp

Phe

450

Thr

Ala

Asp

Glu

Gln

530

Lys

<210> 26

<211> 478

vVal

Tyr

Phe

435

Phe

Ser

Leu

Gly

Val

515

Thr

Ala

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 26
Met Leu Lys Phe Tyr Gln Met Lys

1

Ser

Leu

420

Ile

Arg

vVal

Gln

Tyr

500

Asp

Asp

Asp

Thr

405

Arg

Arg

Ser

Glu

Glu

485

Leu

Pro

Ser

5

Ser

Glu

Phe

Gly

Val

470

Gly

Gln

Ala

Pro

Leu

Asp

Arg

Asn

455

Leu

Arg

Ile

Phe

vVal
535

Met Arg Cys Leu Arg Lys Arg

20

Val Val Phe Leu Leu Phe Met

35

Lys

Phe

Phe

440

Ile

Pro

Ser

Gly

Gly

520

Trp

Ser

Asn
40
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Thr

Phe

425

Phe

Glu

Phe

Ala

Ser

505

Pro

Val

Tyr

Thr
25

Leu

Tyr

410

Trp

Gln

His

Asp

Thr

490

Phe

Leu

Gln

Ala

Pro

Pro

Asn

475

Leu

Tyr

Glu

Leu

His

Phe

Leu

Glu

460

Pro

Arg

Lys

Ala

Ser
540

Ile Phe Gln

10

Phe

Thr

Arg

445

Asp

Gln

Tyr

Gly

Leu

525

Glu

Thr

Pro

430

Leu

Lys

Ser

Pro

vVal

510

Arg

Ile

Leu

415

Ala

Glu

Leu

Glu

Arg

495

Ala

Leu

Phe

Glu

Ala

Arg

Phe

Lys

480

Ser

Glu

Ser

Leu

Ile Leu Asp Lys

15

Val Ser Phe Leu Gly Val Leu

30

Tyr Ile Glu Asp Ser Tyr Val

55

45



Leu

Asn

65

Arg

Asn

145

Ala

Glu

Glu

Leu

Asp

225

Ile

Leu

Ala

Leu

Glu

50

Ser

Thr

Lys

Asn

Glu

130

Ser

His

Tyr

Leu

210

Ala

Gly

His

Thr

Gly

Glu

Ile

Arg

Tyr

115

Glu

Ser

His

Tyr

Arg

195

vVal

Ser

Tyr

Phe

275

His

Asp

Arg

Asn

Tyr

100

Leu

Leu

Trp

Ile

Pro

180

Val

Phe

Arg

Leu

Ile

260

Leu

Phe

Lys

Tyr

Val

85

Leu

Leu

Arg

Ile

165

Val

Arg

Cys

Glu

245

Gly

Leu

Arg

Gln

Val

70

Thr

Thr

Asp

Glu

Asp

150

Ala

Leu

Phe

Ala

Ser

230

Gly

Met

Gly

Leu

55

His

Tyr

Ile

Thr

Ile

135

Ala

Gly

Arg

Asn

215

Arg

Thr

Leu

Phe

Leu

Ile

Thr

Arg

Gly

Ile

120

Ser

Met

Arg

Gly

Ser

200

Thr

Tyr

Tyr

Tyr

280

Leu

Arg

Phe

Tyr

Leu

105

Lys

Val

Val

Leu

Leu

185

Ser

Phe

Trp

His

265

Gln

Ala
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Glu

Lys

Leu

Ser

Ser

Val

Gln

Met

170

Lys

Gln

Leu

Val

250

Ser

Glu

Gln

Thr

Asp

75

Ala

Ser

Ile

Val

Asp

155

Val

Arg

Tyr

Thr

235

Thr

Met

Lys

Ser

Leu

Ala

Val

Phe

His

140

Ile

Ile

Val

Tyr

220

Ala

Leu

Pro

Asn

56

Thr

Ser

Thr

Lys

Glu

125

Leu

Thr

His

Tyr

Asp

205

Val

Ile

Glu

Leu

Cys

285

val

His

Asn

Pro

Arg

110

Gln

Ala

Gln

Ala

Asn

190

Tyr

Met

Phe

Pro

270

Asp

Ile

Gln

Phe

Leu

Lys

Ser

Lys

Pro

175

Ala

Leu

Lys

Ser

255

Arg

Trp

Arg

Leu

Ser

Gln

Lys

Ser

Phe

Phe

160

Glu

Pro

Phe

Glu

Val

240

Lys

Leu

Leu

Phe
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Lys

305

Thr

Ile

Glu

Trp

Asn

385

Arg

Leu

Gly

Ile

Lys
465

290

Pro

Glu

Pro

Asn

Gly

370

Pro

Gln

Ile

Glu

Pro

450

Glu

<210> 27

<211> 535

Ser

Asn

Asp

Tyr

355

Lys

Ile

Asn

Phe

Phe

435

Phe

Trp

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 27
Met Arg Leu Arg Asn

1

Leu

Lys

Asn

340

Glu

Ser

Thr

Asp

Ser

420

Lys

Asp

Leu

Phe

Leu

325

Pro

Ala

Pro

Ile

Ile

405

Lys

Asn

Ile

Ile

5

Ser Phe Leu Thr Leu

20

Gln

310

Lys

Pro

Ser

Ser

Lys

390

Leu

Gln

Gly

His

Ile
470

Gly

Ser

295

His

Asp

Ala

Lys

Met

375

Lys

Gln

Ile

Tyr

Cys

455

Arg
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Met Gly

Asp Asp

Ser Phe
345

Ala Tyr
360

Gly Asp

Ile Lys

His Gly

Arg Gln

425

Phe Glu
440

Met Arg
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His

Thr

290

Pro

Glu

Pro

Asn

Gly

370

Pro

Gln

Met

Glu

Pro
450

Glu

<210> 31

<211> 740

Val

Ser

Tyr

Phe

275

His

Ser

Asn

Asp

Tyr

355

Lys

Ile

Asn

Pro

Phe

435

Phe

Trp

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 31

Arg

Leu

Ile

260

Leu

Phe

Leu

Lys

Asn

340

Glu

Pro

Ile

Asp

Ser

420

Lys

Asp

Leu

Cys

Glu

245

Gly

Leu

Arg

Phe

Leu

325

Pro

Ala

Pro

Ile

Ile

405

Lys

Asn

Ile

Ile

Ser

230

Gly

Lys

Met

Gly

Gln

310

Lys

Pro

Ser

Ser

Lys

390

Leu

Gln

Gly

His

Ile
470

Lys

Thr

Leu

Phe

Leu

295

His

Asp

Ala

Lys

Thr

375

Lys

His

Arg

Asn

Cys
455

Arg

Asn

Tyr

Tyr

Tyr

280

Leu

Met

Asp

Ser

Ala

360

Gly

Ile

His

Arg

Phe

440

Met

Ser

ES 2734276 T3

Phe

Trp

His

265

Gln

Ala

Gly

Asp

Leu

345

Tyr

Asp

Lys

Gly

Gln

425

Glu

Arg

Ile

Leu

Val

250

Ser

Glu

Gln

Tyr

Phe

330

Tyr

Ser

Val

Val

Ala

410

Cys

Met

Ile

Ser

Thr

235

Thr

His

Met

Lys

Tyr

315

Glu

Thr

Ser

Phe

Asn

395

Leu

Ser

Ser

Tyr

Ile
475

Ala

Leu

Asp

Pro

Asn

300

Ser

Glu

Asn

Val

Val

380

Thr

Asp

Thr

Gly

Val
460

Trp

66

Ile

Glu

Leu

Cys

285

Val

Ser

Glu

Met

Asp

365

Ile

Gly

Val

Tyr

Vval

445

Thr

Thr

Lys

Phe

Pro

270

Asp

Ile

Tyr

Ser

Asn

350

Glu

Val

Thr

Gly

Leu

430

Asn

Lys

Ser

Lys

Ser

255

Arg

Trp

Arg

Lys

Phe

335

vVal

Tyr

Phe

Glu

Glu

415

Arg

Gln

Thr

vVal

240

Lys

Leu

Leu

Phe

Gly

320

Asp

Phe

Phe

Glu

Asp

400

Asn

Leu

Lys

Gln



Met

Phe

Thr

Gln

Asn

65

Asp

Ile

Ala

Glu

Val

145

Trp

Val

Asn

Ala

Leu

Ile

Ile

50

Arg

Leu

Gly

Lys

130

Leu

Met

Asp

Trp

Phe

Val

Gln

35

Leu

Asp

Lys

Lys

Ser

115

Ile

Pro

Lys

Gly

Cys

Phe

Thr

20

Gln

Asp

val

Lys

Leu

100

Thr

AsSn

Pro

Asp

Thr

180

Pro

Ser

Phe

Arg

Leu

Val

Thr

85

Glu

Asn

Val

Met

Met

165

Ser

Arg

Pro

Gly

Thr

Ser

Asp

70

Leu

Ser

Ala

Asp

150

Trp

Cys

Leu

Trp

Phe

Gln

Lys

55

Gly

Ala

Lys

Thr

Asp

135

Gly

Arg

Ser

Pro

Lys

Ile

Pro

40

Arg

Pro

Val

Val

Thr

120

Ile

Tyr

Ser

Phe

Trp

ES 2734276 T3

Leu

Trp

Glu

Tyr

Tyr

Leu

Asp

105

Ala

Ile

Pro

Asp

Phe

185

Arg

Ser

10

Gly

Ser

Ile

Ala

Leu

90

Asn

Val

Asn

His

Pro

170

Ile

Ala

Ser

Met

Ser

Lys

Gly

75

Asp

Leu

Pro

Gly

Cys

155

Cys

Tyr

Lys

Gln

Met

Ser

Ala

60

val

Asn

Val

Ser

val

140

Glu

Tyr

Leu

Asn

67

Lys

Leu

Met

45

Leu

Met

Ile

Asn

Leu

125

Gln

Gly

Ala

Pro

Leu

Leu

30

Leu

Ala

Thr

Leu

Gly

110

Val

Glu

Lys

Asp

Glu

190

Tyr

Gly

15

His

Arg

Glu

Ala

Gln

95

Thr

Ser

Lys

Ile

Tyr

175

Val

Glu

Phe

Phe

Glu

Glu

Tyr

80

Arg

Gly

Leu

Cys

Lys

160

Gly

Glu

Glu



Ala

Tyr

225

Ile

Glu

Leu

Phe

Thr

305

Ala

Cys

Val

Tyr

Phe

385

Gly

Thr

Ser

ASp

210

Gly

Arg

Lys

Gly

Ser

290

Ser

Glu

Pro

Gly

Gln

370

Asn

Lys

Pro

Ser

His

Met

Arg

Gln

Leu

275

Gly

Leu

Leu

Thr

Leu

355

Cys

His

Trp

Asp

Asp
435

Asn

Met

Met

Asn

260

Leu

Gly

Tyr

Lys

Val

340

Ala

Met

Ala

Asn

Asn

420

Ile

Ser

Ala

245

Leu

Thr

Pro

Leu

Glu

325

Gly

Gln

Leu

Ser

Leu

405

Ser

His

Leu

Lys

230

Asp

Glu

Lys

Leu

Leu

310

Ile

Asp

Phe

Arg

Tyr

390

Asn

Phe

His

Ala

215

His

Ala

Lys

Glu

Gly

295

Met

Arg

Lys

Val

375

Ala

Pro

Leu

Ile

Glu

Glu

Trp

Arg

Ser

280

Glu

His

Lys

Ile

Lys

360

Leu

Gln

Gln

Gly

Asn
440

Ile

Glu

Ile

Lys

265

Gly

Leu

Asp

Lys

Val

345

Thr

Asp

Ser

Gln

Phe

425

Glu

ES 2734276 T3

Arg

Phe

Gln

250

Arg

Phe

Val

Ile

Val

330

Glu

Leu

Ser

Lys

Phe

410

Val

Ile

Thr

Arg

235

Ala

Lys

Lys

Gln

Arg

315

val

Leu

Gly

Phe

Gly

395

Tyr

Val

Lys

Asp
220

Trp

Ile

Ile

Trp

300

Ile

Gly

Ile

Pro

Gly

380

His

Thr

Glu

Arg

68

Phe

Met

Lys

Ile

Ala

285

Ser

Ser

Asn

Tyr

Ser

365

Thr

Lys

Met

Gln

Gln
445

Asn

Arg

Ser

Leu

270

Glu

AsSp

Ala

Arg

Ile

350

Trp

Glu

Thr

Phe

His

430

Asn

Ile

Leu

Leu

255

val

Thr

Leu

Ser

Ser

335

Asp

Val

Pro

Pro

Pro

415

Leu

Gln

Leu

Arg

240

Ala

His

Ala

Ile

Leu

320

Gly

Ile

His

Glu

Trp

400

His

Asn

Ser



Leu

Leu

465

Ser

Ser

Gly

Asn

Lys

545

Ser

Thr

Ile

Glu

Cys

625

Leu

Leu

Leu

vVal

450

Asp

Ser

Gly

Leu

Gly

530

Asn

Gln

vVal

Leu

Gly

610

His

Ala

Ile

Leu

Tyr

Ile

Thr

Arg

Gly

515

Cys

Thr

His

Asp

Asn

595

Met

Gly

Glu

Cys

Lys
675

Gly

Lys

Asp

500

Phe

Ala

Asp

Pro

Leu

580

Gln

Leu

Gln

Pro

Glu

660

Tyr

Lys

His

Asn

485

Leu

Pro

Phe

Phe

Tyr

565

Asn

Lys

Gln

Val

Gly

645

Pro

Lys

Val

Thr

470

Ile

Gln

Tyr

Leu

Phe

550

Ala

Asn

Ile

Arg

Met

630

Gln

Ser

Val

Asp

455

Tyr

Pro

Phe

Glu

Asn

535

Ile

Glu

Arg

Glu

Ile

615

Trp

Ser

Phe

Thr

Ser

Met

Ser

Leu

Gly

520

Pro

Gly

Val

Glu

Pro

600

Asn

Pro

Cys

Phe

Cys
680

ES 2734276 T3

Phe

Glu

Tyr

Leu

505

Pro

Lys

Lys

Phe

Glu

585

Tyr

Ala

Pro

Lys

Gln

665

Gln

Trp

Val

Val

490

Arg

Ala

Phe

Pro

Ile

570

Val

Met

Phe

Leu

Gln

650

His

Ser

Lys

His

475

Lys

Glu

Pro

Asn

Thr

555

Gly

Glu

Pro

Ile

Ser

635

Val

Leu

Ser

Asn

460

Ala

Asn

Thr

Leu

Pro

540

Leu

Arg

Asp

Tyr

Glu

620

Ala

Cys

Asn

Glu

69

Lys

Thr

His

Lys

Glu

525

Pro

Arg

Pro

Ala

Glu

605

Lys

Leu

Gln

Lys

Leu
685

Lys

Val

Gly

Leu

510

Ala

Lys

Glu

His

Val

590

Phe

Gln

Gln

Glu

Glu

670

Tyr

Ile

Tyr

Ile

495

Phe

Ile

Ser

Leu

vVal

575

Lys

Thr

Asp

Val

Ser

655

Lys

Lys

Tyr

Gly

480

Leu

Val

Ala

Ser

Thr

560

Trp

Ala

Cys

Phe

Lys

640

Gln

Asp

Asp
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Ile Leu Val Pro Ser
690

Gly Asp Leu Leu Leu
705

Arg Ile Cys Pro Cys
725

Lys Asp Cys Leu
740

<210> 32

<211>792

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 32

Met Ile Thr Val Asn
1 5

Val Thr Leu Arg Pro
20

Thr Leu Cys Phe Leu
35

Arg Leu Gly Asp Ser
50

Pro Glu Ser Arg Gly
65

Met Val Lys Arg Met
85

Leu His Arg Thr Ala
100

Pro Gly Ala Ser Leu
115

Ser Asp Ile Ala Val
130

Leu His Ser Lys Val

Phe

Phe

710

Arg

Pro

Phe

Met

Pro

Ala

70

Asp

Ser

Ile

Ser

ES 2734276 T3

Tyr Pro Lys

695

Ser Cys Ala

Asp Phe Ile

Asp

Arg

Thr

Phe

55

Leu

Met

vVal

Glu

Val

135

Glu

Gly Lys

Leu Phe
25

Ser Leu
40

Thr Ile

Arg Lys

Leu Ala

Ala His

105

Arg Ile
120

Asp Gln

Gly Arg

Ser

Gly

Lys
730

Ile

10

Val

Gly

Arg

Met

Arg

Leu

Gln

Ile

Arg

Lys

Ala

715

Gly

Met

Leu

Gly

Thr

Ser

75

Leu

Ala

Ala

Leu

Asp

His Cys Val Phe

700

His

Gln

val

Gly

Gln

Glu

60

Asp

Glu

Ala

Ile

Arg

140

Gln

70

Pro Thr His

Val Ala Leu

Arg

Ile

Phe

45

Val

Leu

Asn

Asp

Ala

125

His

Cys

Arg

Gly

Ser

Pro

Leu

Ser

Arg

110

Gln

Ser

Glu

735

Cys

15

Phe

Ala

Gly

Glu

Ser

95

Leu

Asn

Leu

Ala

Gln

Gln

720

Cys

Leu

Phe

Arg

Ser

Leu

80

Glu

Thr

Val

Ile

Pro



145

Ser

Ala

Thr

Pro

Ser

225

Leu

Arg

Ala

His

Val

305

Leu

Leu

Cys

His

Tyr
385

ASp

Arg

Glu

Pro

210

Leu

Glu

Thr

Gln

Ile

290

Leu

Ala

Lys

Pro

Gly

370

Arg

Pro

Trp

Cys

195

Leu

Pro

Leu

Arg

Lys

275

Gly

Lys

Ala

Glu

Leu

355

Leu

Cys

Lys

Thr

180

Ser

Pro

Arg

Met

Arg

260

Leu

Phe

Gly

Leu

Leu

340

Thr

Gln

Arg

Phe

165

Phe

Trp

Val

Gly

245

Phe

Gly

Leu

Gly

Tyr

325

Gln

Val

Gln

Ile

150

Pro

Asp

Leu

Arg

Gln

230

Ser

Thr

Asp

Thr

Pro

310

Val

Ser

Pro

Met

Arg
390

Asp

Pro

Tle

Asn

215

Ala

Gly

Ala

Ile

Glu

295

Leu

Leu

Asn

Leu

Lys

375

Val

Cys

Cys

Tyr

200

Gln

Val

Lys

Gln

Arg

280

Glu

Gly

Gly

Leu

Pro

360

Gln

Ile

Ser

Tyr

185

Leu

Thr

Phe

Glu

Trp

265

Arg

Glu

His

Gly

345

Phe

His

Asp

ES 2734276 T3

Gly

170

Ala

Ser

Ala

Arg

Ser

250

Thr

Asp

Gly

Met

Ser

330

Val

Asp

Met

Thr

155

Lys

Phe

Glu

Ala

Ser

235

Leu

Lys

Gln

Asp

vVal

315

Leu

Pro

Leu

Gly

Phe
395

Val

Phe

Val

Arg

220

Asn

Ile

Ala

Val

300

Gln

Arg

Pro

Ile

Leu

380

Gly

71

Glu

Gly

Glu

205

Thr

Leu

Phe

Ala

Gln

285

Phe

Trp

Ile

Gly

Tyr

365

Ser

Thr

Trp

val

190

Trp

Ala

Ser

Met

Lys

270

Ile

Ala

Thr

Arg

350

Thr

Phe

Glu

Met

175

Asp

Phe

Pro

His

Lys

255

Tyr

Leu

Pro

Asp

Val

335

Gly

Lys

Pro

160

Arg

Gly

Cys

Lys

Leu

240

Lys

Leu

val

Arg

Ile

320

Ser

Asn

Tyr

Lys

Ala
400



Tyr

Gly

Thr

Thr

val

465

Phe

Tyr

Gly

Leu

Ala

545

His

Glu

His

Ile

Tyr
625

Asn

Tyr

Pro

Glu

450

Tyr

Leu

Glu

Leu

Phe

530

Ile

Ser

Val

Val

Lys

610

Thr

His

Trp

Asp

435

Lys

Gly

Ala

Ser

Leu

515

Ile

Ala

Ser

Phe

Trp

595

Ala

Cys

Glu

Asn

420

Asn

Gln

Lys

Val

Gln

500

Pro

Gly

AsSn

Leu

Ser

580

Thr

Ile

Ala

Glu

405

Leu

Ser

Leu

Glu

Leu

485

Arg

Gln

Phe

Gly

Asn

565

Gln

Val

Met

Gly

Tyr

Asn

Phe

Ile

Ala

470

Asn

Pro

Pro

Gly

Cys

550

His

His

AsSp

Asn

Met
630

Ala

Pro

Met

Lys

455

Ser

Lys

Pro

Glu

Phe

535

Ile

Glu

Pro

Tyr

Thr

615

Leu

Thr

Lys

Gly

440

Asp

Ile

Tyr

Glu

Phe

520

Pro

Phe

Phe

Tyr

Asn

600

Gln

Glu

ES 2734276 T3

Leu

Gln

425

Phe

Gly

Trp

Met

Val

505

Gln

Tyr

Leu

Phe

Ala

585

Asn

Val

Arg

His

410

Phe

Val

Lys

Lys

Glu

490

Pro

Gln

Glu

Gln

Arg

570

Glu

Ser

Asp

Ile

Gly

Met

Ser

Ala

Leu

475

Ile

Ala

Leu

Gly

Ser

555

Gly

Asn

Asp

Pro

Asn
635

Tyr

Thr

Glu

Ser

460

Gln

His

Phe

Leu

Pro

540

Arg

Lys

Phe

Glu

Tyr

620

Ala

72

Arg

Met

Glu

445

Asn

Gly

Gly

val

Arg

525

Ala

Phe

Pro

Ile

Phe

605

Leu

Tyr

Thr

Phe

430

Leu

Met

Lys

Thr

Lys

510

Lys

Pro

Ser

Thr

Gly

590

Glu

Pro

Ile

Asn

415

Pro

Asn

Ala

Glu

Val

495

Asn

Ala

Leu

Pro

Ser

575

Lys

Thr

Tyr

Gln

Trp

His

Glu

Val

Lys

480

Tyr

His

Lys

Glu

Pro

560

Arg

Pro

Ala

Glu

His
640
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Gln

Ala

Ala

Leu

Leu

705

Ser

Trp

Cys

Thr

Val
785

Asp

Gln

Gln

Arg

690

Asp

Gln

Glu

Tyr

Lys

770

Ala

<210> 33

<211> 741

Phe

Ser

Asn

675

Ala

His

Asn

Met

Leu

755

Tyr

Leu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 33

Met

1

Phe

Thr

Gln

Ala

Leu

Ile

Ile

Leu

Val

Gln

35

Leu

Cys

Pro

660

Ile

Trp

Gly

Ser

His

740

Gln

Gln

Cys

Phe

Thr

20

Gln

Asp

val

645

Phe

Ser

Leu

Leu

Phe

725

His

Lys

Arg

Gln

Thr

Phe

Arg

Leu

Gly

Val

Ser

Ala

Ile

710

Leu

Leu

Glu

Leu

Gly
790

Pro

Gly

Thr

Ser

Pro

Leu

Val

Ala

695

Cys

Lys

Tyr

Pro

Cys

775

Cys

Trp

Phe

Gln

Lys

Ser

Ala

Pro

680

Pro

Glu

Leu

Pro

Leu

760

Pro

Leu

Lys

Ile

Pro

40

Arg

ES 2734276 T3

Pro

Pro

665

Gly

Gly

Pro

Gln

Ala

745

Leu

Cys

Leu

Trp

25

Glu

Tyr

Leu

650

Asn

Ala

Arg

Ser

Val

730

Phe

Phe

Arg

Ser

10

Gly

Ser

Ile

Pro

Ala

Trp

Ala

Phe

715

Pro

Ala

Ser

Asp

Ser

Met

Ser

Lys

Pro

Thr

Pro

Cys

700

Phe

Cys

Gln

Cys

Phe
780

Gln

Met

Ser

Ala

73

Gly

His

Pro

685

Thr

Pro

Asp

Pro

Ala

765

Arg

Lys

Leu

Met

45

Leu

Ala

Leu

670

Thr

Asp

Phe

Ser

Gly

750

Gly

Lys

Leu

Leu

30

Leu

Ala

Ser

655

Glu

His

Ala

Leu

Thr

735

Gln

Ala

Gly

Gly

15

His

Arg

Glu

Thr

Trp

Ser

Cys

Asn

720

Glu

Glu

Ser

Gln

Phe

Phe

Glu

Glu



Asn

65

Asp

Ile

Gly

Leu

Cys

145

Lys

Gly

Glu

Glu

Leu

225

Arg

Ala

His

Ala

50

Arg

Leu

Gly

Thr

Glu

130

val

Trp

val

Asn

Ala

210

Tyr

Ile

Glu

Leu

Phe
290

Asn

Lys

Lys

Asn

115

Lys

Leu

Met

Asp

Trp

195

Asp

Ser

Arg

Lys

Gly

275

Ser

Val

Lys

Leu

100

Ser

Ile

Pro

Lys

Gly

180

Cys

His

Met

Arg

Gln

260

Leu

Gly

Val

Thr

85

Glu

Thr

Asn

Pro

Asp

165

Ser

Pro

Asn

Met

Met

245

Asn

Leu

Gly

Asp

70

Leu

Ser

Asn

Val

Met

150

Met

Thr

His

Ser

Lys

230

Ala

Leu

Thr

Pro

55

Ala

Lys

Ser

Ala

135

AsSp

Trp

Cys

Leu

Leu

215

Lys

Asp

Glu

Lys

Leu
295

Pro

Val

Val

Thr

120

Asp

Gly

Arg

Pro

200

Ala

His

Ala

Lys

Glu

280

Gly

Tyr

Leu

Asp

105

Thr

Ile

Tyr

Ser

Phe

185

Trp

Glu
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Arg

Leu

Phe

Gln

His

Glu

680

His

Thr

Leu

Thr

Gln

760

Ser

Gly

Ser

Leu

Arg
40
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Gln
650

His Asp Phe

Ala
665

Pro Gln Ser

Trp Ala Arg Asn

Ala Ala

700

Leu Arg

Cys Leu Asp His

715

Ser Gln

730

Asn Asp

Glu
745

Ser Glu Met

Glu Cys Tyr Leu

Asn Thr Lys Tyr

780

Gln Val Ala

795

Leu

Thr Ala Val
10

Leu

Leu Leu His Arg

25

Asp Leu Pro Ser

83

Cys

Pro

Thr

685

Trp

Gly

Ala

Asn

Gln

765

Arg

Cys

Ile

Gly

Asp
45

Arg

Phe

670

Ser

Leu

Leu

Phe

His

750

Lys

Arg

Gln

Ala

Ser
30

Ala

Ala

655

Val

Leu

Ala

Ile

Leu

735

Leu

Glu

Leu

Gly

Ala
15

Trp

val

Pro

Leu

Ala

Val

Cys

720

Lys

Tyr

Pro

Cys

Cys
800

Ser

Gln

Leu



Lys

Leu

65

Leu

Pro

Ser

Asp

Arg

145

Pro

Asp

Ala

Ile

Lys

225

Ser

Arg

Trp

Ile

50

Cys

Pro

Arg

Ser

Ala

130

Phe

His

Pro

Phe

Glu

210

Ala

Lys

Leu

Leu

Leu

Ala

His

Gly

Glu

115

Ala

Glu

Glu

Leu

195

Asp

vVal

Leu

Ala

Leu
275

Lys

Leu

Lys

Tyr

100

Glu

Pro

His

Phe

Glu

180

Phe

Asp

Ala

Gly

Arg

260

Thr

Gln

His

Lys

85

Tyr

Glu

Ile

His

Tyr

165

Arg

Thr

Val

Ser

Tyr

245

Phe

Gly

Asn

70

Phe

Leu

Leu

Trp

Ile

150

Pro

Val

Phe

Trp

Gln

230

Ile

Leu

Phe

Ser

55

Ile

Leu

Pro

Gln

Asn

135

Leu

Thr

Lys

Ala

Ser

215

Glu

Gly

Leu

Arg

Leu

Ser

Ala

Asp

Glu

120

Ala

Leu

Leu

Phe

Ala

200

Ala

Gly

Lys

Leu

Leu
280
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His

Tyr

Val

Thr

105

Met

Gln

Gly

Glu

Arg

185

Asn

Lys

Ser

Leu

Phe

265

Leu

His

Gly

90

Leu

Val

Val

Arg

Gly

170

Ser

Leu

Ser

Asn

Tyr

250

Tyr

Leu

Leu

Leu

75

Leu

Gln

val

Ala

Leu

155

Leu

Lys

Ser

Phe

Trp

235

Arg

Gln

Thr

Gln

60

Leu

Ser

Ser

Val

Ala

140

val

Lys

Gln

Ser

Phe

220

Ala

Ser

Glu

Gln

84

Asp

Ala

Ser

Leu

Val

125

Asp

Leu

Arg

Asn

Tyr

205

Thr

Thr

Ser

Met

Lys
285

Thr

Gly

Val

Phe

110

His

Ile

Ile

Asn

Val

190

Tyr

Ala

Leu

Asp

Pro
270

Asp

Ser

Arg

95

Lys

Leu

Ser

His

Tyr

175

Asp

Leu

Ile

Glu

Leu

255

Cys

Val

Asn

Pro

80

Arg

Gln

Ala

His

Thr

160

Asn

Tyr

Met

Arg

Phe

240

Pro

Asp

Ile
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Arg

Gln

305

Met

Val

Tyr

Phe

Ser

385

Arg

Gly

Met

Ser

Phe

290

Gly

Asp

Phe

Phe

His

370

Glu

Gly

Thr

Pro

Glu
450

<210> 37
<211> 1150
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 37
Met Lys Leu Ser Arg Gln

1

Lys

Thr

Leu

Glu

Trp

355

Gln

Arg

Arg

Phe

Asn

435

Trp

Pro

Val

Pro

Asn

340

Gly

Pro

Pro

Arg

Glu

420

Pro

Leu

Ser

Asn

Asp

325

Tyr

Lys

Ala

Gly

Ala

405

Lys

Val

Ile

5

Leu

Arg

310

Asn

Glu

Asn

Arg

Asp

390

Asp

Gly

Glu

Ile

Phe

295

Leu

Pro
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Val

375

Phe

Gly

Asn

Cys

Gln
455

Phe

Val vVal Ile Phe Ser Leu Tyr
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Gln His Met Gly

Glu Asp Asp Glu
315

Pro Ala Ala Leu
330

Ser Lys Ala Tyr
345

Ala Val Gly Ser
360

Thr Arg Val Arg

Leu His Ala Gly
395

Arg Asp Cys Ser
410

Leu Glu Trp Arg
425

Val Arg Ile Arg
440

Ser Ile Gly Ile

Thr Val Phe Gly
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Leu Met Leu Asp
25

Glu Gly Ser Phe

Leu

300

Phe

Phe

Ser

Ile

Val

380
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Gly
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Trp
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Tyr
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Thr

Thr
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Leu
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350
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Cys
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Leu
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Asn
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Met
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Gly
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Leu
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Glu
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Leu

Glu
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Ile
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Leu

Trp

Glu

Trp
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Met

Ile

Glu

Tyr

Lys
275

Gln

Ile

Glu
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Leu

Asp
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Pro

Leu
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Asn

Trp

Pro

Ile

Phe

260

Asn

Glu
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Leu
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Gln

Leu
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Ser
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Leu

Lys
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Gly
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Tyr
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Gln

Thr

Met
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230

Thr

Leu
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Ile
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Asn

Pro

Ser
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Val

Ile
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Glu
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Val
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120
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Gly

Asp
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Trp

Gln
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Pro
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Pro

Ala

Ser

Phe
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Leu
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Trp
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Trp
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Phe
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Leu
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Asp
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Pro
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Thr
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Leu
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Trp
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Leu
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Leu
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Thr
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Asn
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Thr
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Ile

Pro

655

Ala

Val

Glu

Lys

Leu

735

Asn

Ala

Asn

Arg

560

Lys

Asn

Lys

Met
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Thr
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Trp Phe Asp Arg Ser Gly Leu Met Glu Lys Val Arg Arg Lys Glu Asp
770 775 780

Ser Arg Gln His Glu Leu Lys Val Gln Phe Leu Trp Tyr Gly Thr Thr
785 790 795 800

Asn Lys Arg Asp Lys Ser Gly Ala Tyr Leu Phe Leu Pro Asp Gly Gln
805 810 815

Gly Gln Pro Tyr Val Ser Leu Arg Pro Pro Phe Val Arg Val Thr Arg
820 825 830

Gly Arg Ile Tyr Ser Asp Val Thr Cys Phe Leu Glu His Val Thr His
835 840 845

Lys Val Arg Leu Tyr Asn Ile Gln Gly Ile Glu Gly Gln Ser Met Glu
850 855 860

Val Ser Asn Ile Val Asn Ile Arg Asn Val His Asn Arg Glu Ile Val
865 870 875 880

Met Arg Ile Ser Ser Lys Ile Asn Asn Gln Asn Arg Tyr Tyr Thr Asp
885 890 895

Leu Asn Gly Tyr Gln Ile Gln Pro Arg Arg Thr Met Ser Lys Leu Pro
900 905 910

Leu Gln Ala Asn Val Tyr Pro Met Cys Thr Met Ala Tyr Ile Gln Asp
915 920 925

Ala Glu His Arg Leu Thr Leu Leu Ser Ala Gln Ser Leu Gly Ala Ser
930 935 940

Ser Met Ala Ser Gly Gln Ile Glu Val Phe Met Asp Arg Arg Leu Met
945 950 955 960

Gln Asp Asp Asn Arg Gly Leu Gly Gln Gly Val His Asp Asn Lys Ile
965 970 975

Thr Ala Asn Leu Phe Arg Ile Leu Leu Glu Lys Arg Ser Ala Val Asn

980 985 990

Met Glu Glu Glu Lys Lys Ser Pro Val Ser Tyr Pro Ser Leu Leu Ser
995 1000 1005

His Met Thr Ser Ser Phe Leu Asn His Pro Phe Leu Pro Met Val

89



10

ES 2734276 T3

1010 1015 1020

Leu Ser Gly Gln Leu Pro Ser Pro Ala Phe Glu Leu
1025 1030 1035

Phe Pro Leu Leu Gln Ser Ser Leu Pro Cys Asp Ile
1040 1045 1050

Asn Leu Arg Thr Ile Gln Ser Lys Met Gly Lys Gly
1055 1060 1065

Glu Ala Ala Leu Ile Leu His Arg Lys Gly Phe Asp
1070 1075 1080

Ser Ser Arg Gly Ile Gly Leu Pro Cys Ser Thr Thr
1085 1090 1095

Met Ser Val Leu Lys Leu Phe Asn Lys Phe Ala Val
1100 1105 1110

Val Pro Ser Ser Leu Ser Leu Met His Ser Pro Pro
1115 1120 1125

Asn Met Ser Glu Val Ser Leu Ser Pro Met Glu Ile
1130 1135 1140

Arg Ile Arg Leu Arg Trp Thr
1145 1150

<210> 38

<211> 1144

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Met Lys Leu Ser Arg Gln Phe Thr Val Phe Gly Ser Ala

1 5 10

Val Val Ile Phe Ser Leu Tyr Leu Met Leu Asp Arg Gly

20 25
Tyr Pro Arg Asn Pro Arg Arg Glu Gly Ser Phe Pro Gln
35 40 45

Ser Met Leu Gln Glu Lys Ile Asp His Leu Glu Arg Leu

50 55 60

90

Leu

His

Tyr

Cys

Gln

Glu

Asp

Ser

Ile

His

30

Gly

Leu

Ser

Leu

Ser

Gln

Gly

Ser

Ala

Thr

Phe

15

Leu

Gln

Ala

Glu

Val

Asp

Phe

Lys

Leu

Gln

Phe

Cys

Asp

Leu

Glu



Asn

65

Glu

Gly

Thr

val

Gly

145

Trp

Asp

Gln

Arg

Ile

225

Gly

Thr

Trp

Asp

Asn

Ser

Ala

Ala

Gln

130

Gly

Asp

Pro

Tyr

Lys

210

Ile

Gln

Pro

Leu

Pro
290

Glu

Val

Gly

Asp

115

Met

Val

Thr

Gly

Ile

195

Phe

Asp

Leu

His

Glu

275

Phe

Ile

Glu

Ser

100

Cys

Leu

Trp

Glu

Trp

180

Phe

Ile

Ile

Glu

Tyr

260

Asn

Gly

Ile

Asp

His

Leu

Asp

Lys

Pro

165

Leu

Asn

Trp

Gln

Ile

245

Phe

Asn

His

Ser

70

Gly

Leu

Phe

val

Gln

150

Leu

Lys

Asn

Ser

Lys

230

Val

Ala

Ile

Ser

AsSn

Pro

Leu

Ala

Tyr

135

Gly

Gln

Thr

Met

Glu

215

Lys

Thr

Leu

Gly

Pro
295

Ile

Lys

Pro

Ser

120

Ser

Phe

Val

Phe

Val

200

Ile

Asp

Gly

Ile

Val

280

Thr
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Arg

Ser

Ser

105

Gln

Leu

Asp

Phe

Asn

185

Leu

Ser

Ala

Gly

Asp

265

Lys

Met

Asp

Ser

90

Gln

Ser

Ile

Ile

Val

170

Asp

Lys

Tyr

Val

Trp

250

Gln

Pro

Ala

Ser

75

Gln

Leu

Gly

Ser

Thr

155

Val

Tyr

Leu

Leu

Lys

235

Val

Leu

Arg

Tyr

val

Ser

Ser

Ser

Phe

140

Tyr

Pro

Phe

Lys

Ser

220

Ser

Met

Ile

Ser

Leu
300

91

Ile

Asn

Leu

His

125

Asp

Glu

His

Arg

Glu

205

Lys

Leu

Pro

Glu

Gly

285

Leu

AsSn

Phe

Ser

110

Asn

Asn

Ser

Ser

Asp

190

Asp

Trp

Ile

Asp

Gly

270

Trp

Asn

Leu

Ser

95

Val

Ser

Pro

Asn

His

175

Lys

Ser

Trp

Glu

Glu

255

His

Ala

Arg

Ser

80

Gln

Asp

Asp

Asp

Glu

160

Asn

Thr

Arg

Asp

Asn

240

Ala

Gln

Ile

Ala



Gly

305

His

Asp

Ser

Gln

Gly

385

Arg

Lys

Thr

Met

Ser

465

Lys

Ala

Phe

Glu

Asn

Leu

Phe

Leu

Tyr

Phe

370

val

Met

Val

Glu

Asn

450

Gly

Asp

Tyr

Ile

530

Lys

Ser

Ala

Gly

Asp

355

Asp

Pro

Leu

Leu

Trp

435

Ser

Phe

Gln

Arg

Lys

515

Leu

Phe

His

Leu

Ser

340

Ile

Phe

Pro

Leu

Leu

420

Asp

Gln

Phe

Ser

Asp

500

Arg

Tyr

Leu

Met

His

325

Val

Pro

Glu

Asp

405

Ala

Leu

Ser

Met

Leu

310

Lys

Thr

His

Arg

Thr

390

Gln

Pro

Gln

Ala
470

Phe

His

Phe

Ile

Thr

Asp

Thr

Leu

375

Ile

Tyr

Leu

Phe

Phe

455

Leu

Pro

Tyr

Arg

Ala
535

Gln

Leu

Ile

Cys

360

Pro

Arg

Gly

Lys
440

Val

Trp

Ile

520

Leu

Leu

Arg

Glu

Leu

345

Gly

Gly

Pro

Asp
425

Val

Leu

Ser

505

Met

Arg

Tyr
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Val

Phe

330

Cys

Pro

Gly

Gly

Lys

410

Tyr

Lys

Ala

Ser

490

Gly

Glu

Gln

Thr

His

315

Phe

His

Asp

Arg

Asn

395

Ser

Phe

Gln

Ile

Asp

475

Gly

Tyr

Ser

Ala

Ala

Trp

Met

Pro

Phe

380

Val

Arg

Gln

Gln

460

Glu

Phe

His
540

Leu

92

Ala

Arg

Met

Lys

365

Gly

Gln

Leu

Tyr

Leu

445

Phe

Thr

Phe

Thr

Leu

525

Lys

Thr

Val

Gln

Pro

350

Ile

Cys

Ser

Phe

Cys

430

Phe

Gly

Gln

Phe

Ser

510

Arg

Tyr

Glu

Lys

Asn

335

Phe

Cys

Pro

Arg

Arg

415

Glu

Thr

Arg

Thr

495

Arg

Ala

Lys

Ala

Lys

320

Trp

Tyr

Cys

Trp

Ala

400

Thr

Tyr

Tyr

Leu
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480

Tyr

Pro

Ala
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Arg



545

Arg

Lys

Met

Lys

Met

625

Ile

Glu

Val

Ala

Ser

705

Leu

Lys

Asn

Phe

Lys
785

Asn

Asp

Val

Asp

610

Asp

Arg

Gln

Gln

Val

690

Phe

Glu

Asn

Thr

Asp

770

His

Leu

Trp

Leu

595

Lys

Leu

Leu

Asp

val

675

Trp

Arg

Ser

Lys

Glu

755

Gln

His

Gly

Val

580

Glu

Leu

Lys

Ser

Arg

660

Phe

Asp

Ala

Ala

Val

740

Glu

Thr

Glu

Leu

565

Val

Lys

Thr

Gln

Ala

645

Ile

Ser

Thr

His

Ser

725

Glu

Gly

Gly

Val

550

Phe

Val

Ile

Tyr

Lys

630

Glu

Ser

Ala

Ala

Ile

710

Ser

Asp

Ile

Leu

Asn
790

Gln

Asp

Tle

Asp

615

Ser

Pro

Leu

Ser

Asn

695

Pro

Asn

Ser

Thr

Met

775

Val

His

Tyr

Gly

600

Ser

Gln

Arg

Val

Gly
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Thr

Pro

Ser

Gly

Leu
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Lys
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Gly
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Tyr
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Ser
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Lys

Ile

Leu
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Ile

745

Glu

Gln

Phe
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Thr
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Ser

Leu
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Val
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Leu

730

Phe

Asn

Met
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555

Ala

Arg
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Pro

Leu

635

Val

Tyr
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Leu

715
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Thr
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Met
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Ile

Leu
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520

Pro

Val
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Glu

Thr

700

Asp
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Phe

Thr
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Thr

Phe

Leu
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Thr

Gln

Tyr

Ser

val
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Ala

Val

Tyr
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Val
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Lys
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Leu

Phe

Lys

Asn

Ser
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Gln

Tyr
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Asn

750

Leu

Glu

Thr

Thr
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Ile

Leu

Asn

Pro
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Pro

Val

Glu

Lys

Leu
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Met
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Asp
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Ile
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Ile
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Tyr
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Lys Arg Asp Lys Ser Gly Ala Tyr Leu Phe Leu Pro Asp Gly Asn Ala
805 810 815

Lys Pro Tyr Val Tyr Thr Thr Pro Pro Phe Val Arg Val Thr His Gly
820 825 830

Arg Ile Tyr Ser Glu Val Thr Cys Phe Phe Asp His Val Thr His Arg
835 840 845

Val Arg Leu Tyr His Ile Gln Gly Ile Glu Gly Gln Ser Val Glu Val
850 855 860

Ser Asn Ile Val Asp Ile Arg Lys Val Tyr Asn Arg Glu Ile Ala Met
865 870 875 880

Lys Ile Ser Ser Asp Ile Lys Ser Gln Asn Arg Phe Tyr Thr Asp Leu
885 890 895

Asn Gly Tyr Gln Ile Gln Pro Arg Met Thr Leu Ser Lys Leu Pro Leu
900 905 910

Gln Ala Asn Val Tyr Pro Met Thr Thr Met Ala Tyr Ile Gln Asp Ala
915 920 925

Lys His Arg Leu Thr Leu Leu Ser Ala Gln Ser Leu Gly Val Ser Ser
930 935 940

Leu Asn Ser Gly Gln Ile Glu Val Ile Met Asp Arg Arg Leu Met Gln
945 950 955 960

Asp Asp Asn Arg Gly Leu Glu Gln Gly Ile Gln Asp Asn Lys Ile Thr
965 970 975

Ala Asn Leu Phe Arg Ile Leu Leu Glu Lys Arg Ser Ala Val Asn Thr
980 985 990

Glu Glu Glu Lys Lys Ser Val Ser Tyr Pro Ser Leu Leu Ser His Ile
995 1000 1005

Thr Ser Ser Leu Met Asn His Pro Val Ile Pro Met Ala Asn Lys
1010 1015 1020

Phe Ser Ser Pro Thr Leu Glu Leu Gln Gly Glu Phe Ser Pro Leu
1025 1030 1035

94
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Gln Ser Ser Leu Pro
1040

Ile Gln Ser Lys Val
1055

Ile Leu His Arg Lys
1070

Thr Gly Leu Phe Cys
1085

Lys Leu Leu Asn Lys
1100

Leu Ser Leu Met His
1115

Ile Asn Leu Ser Pro
1130

Arg

<210> 39

<211> 575

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 39

Met Arg Ala Trp Thr

1 5

Ala Trp Gly Thr Leu

20
Asn Asp His Pro Asp
35

Lys Leu Glu Arg Leu
50

Glu Ser Leu Arg Ile

65

Gly Arg Val Arg Vval

Cys

Gly

Gly

Ser

Phe

Ser

Met

Gly

Leu

His

Lys

Pro

70

Leu

Asp
1045

Asn
1060

Phe
1075

Thr
1090

Ile
1105

Pro
1120

Glu
1135

Ser Tr

Phe Ty

Ser Se
40

Gln G1
55

Glu Gl

Glu G1

Ile

Gly

Asp

Thr

Val

Pro

Ile

p Arg

r I1
25
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His

His

Cys

Gln

Glu

Gly

Ser

10

e Gl

r Arg Gl

n As

n Gl

y Pro I1

u Gl

n Le

Trp

Leu

Ser

Arg

Gly

Ser

Thr

Thr

Ile

vVal

Asn

Phe

Lys

Leu

Gln

Phe

y Gly Hi

u Leu

u Asp

60

e Asp Gl

75

u Vval

95

Asn
1050

Glu
1065

Ser
1080

Ile
1095

Thr
1110

Asn
1125

Arg
1140

Met Leu

s Leu

Ser Lys

45

Leu Arg

n Gly

Lys Ala

Leu

Ala

Ser

Leu

Pro

Ile

Ile

Ile

Val

30

Ile

Arg

Thr

Lys

Arg

Ala

Lys

Val

Ser

Ser

Gln

Leu

15

Arg

Leu

Met

Ala

Glu

Thr

Leu

Gly

Gln

Ser

Glu

Leu

Phe

Asp

Ala

Ala

Thr

80

Gln



Ile

Glu

Phe

Leu

145

Arg

Gly

Arg

Lys

His

225

Leu

Thr

Ser

Val

Pro

305

Gly

Glu

Ile

Leu

130

Gln

Ser

AsSp

Arg

Leu

210

His

Ile

Val

Thr

Glu

290

Leu

ASD

Asn

Leu

115

Gln

Arg

Ile

Trp

Ile

195

val

Val

Leu

Phe

Gly

275

Leu

Ala

Pro

Tyr

100

Arg

Ser

His

Met

Arg

180

Thr

Cys

Val

Glu

Arg

260

His

Pro

Val

Ala

85

Arg

Glu

Ala

Thr

165

Glu

Tyr

Asn

Tyr

Ser

245

Pro

Trp

Ile

Pro

Val
325

Lys

Arg

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Leu

Ile

Cys

230

Gln

Val

Ser

Val

Glu

310

Trp

Gln

Ile

Lys

135

Glu

Leu

Glu

Gln

Asn

215

Phe

Asn

Ser

Asp
295

Asp

Trp

Ala

Glu

120

Lys

Ile

Tyr

Ala

Asn

200

Lys

Met

Trp

Glu

Glu

280

Ser

Leu

Val

Arg

105

Asn

Leu

Leu

Tyr

Lys

185

Pro

Gly

Ile

Arg

Thr

265

Val

Leu

Ala

Ser
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920

Asn

Gly

Lys

Leu

Leu

170

Asp

Lys

Cys

Ala

Tyr

250

Cys

Asn

His

Asp

Gln
330

Gly

Ala

His

Asp

155

Ser

Leu

Asp

Gly

Tyr

235

Ala

Thr

Asp

Pro

Arg

315

Phe

Leu

Leu

140

Leu

Gln

Thr

Tyr

220

Gly

Thr

Asp

Arg
300

Leu

Val

96

Gly

Glu

125

Glu

Gly

Thr

Glu

Ser

205

Gly

Thr

Gly

Arg

Asn

285

Pro

Leu

Lys

Lys

110

Leu

Gly

His

Asp

Leu

190

Lys

Cys

Gln

Gly

Ser

270

Ile

Pro

Arg

Tyr

95

Trp

Asn

His

Gly

175

Val

Ala

Gln

Arg

Trp

255

Gly

Gln

Tyr

Val

Leu
335

His

Phe

Glu

Glu

160

Ala

Gln

Arg

Leu

Thr

240

Glu

Leu

Val

Leu

His

320

Ile



Arg

Leu

Lys

His

385

Lys

Ala

Ser

Gly

Cys

465

Thr

Tyr

His

Ile

Arg

545

Lys

Pro

Gly

Val

370

Val

Lys

Lys

Trp

Val

450

Thr

Leu

Tyr

Lys

Gly

530

Lys

Ile

<210> 40

<211> 575

Gln

Phe

355

Gly

Glu

Arg

Thr

Ser

435

Ile

Phe

His

Phe

Pro

515

Val

Leu

Glu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 40

Pro

340

Lys

Thr

Glu

vVal

Lys

420

Ala

Leu

Ser

Pro

Gly

500

Arg

Ala

Gly

Thr

Trp

His

Glu

His

Tyr

405

Tyr

Gly

Asp

Ser

Asp

485

Gly

Thr

Gly

Lys

Val
565

Leu

Pro

Ala

Phe

390

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

470

Ala

Gln

Glu

Asn

Thr

550

Lys

Glu

Val

Ala

375

Gln

Ala

Asn

His

His

455

Val

Ser

Asn

Glu

His

535

Gly

Tyr

Lys

Ile

360

Phe

Leu

Thr

Tyr

Asn

440

Phe

Cys

Ala

Ala

Glu

520

Trp

Leu

Pro
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Glu

345

Gly

His

Leu

Asp

Glu

425

Arg

Leu

Arg

Asn

His

505

Ile

Asp

Tyr

Thr

Ile

Val

Pro

Ala

Asp

410

Phe

Tyr

Ser

Val

Phe

490

Asn

Pro

Gly

Pro

Tyr
570

Glu

His

Ile

Arg

395

Pro

Ile

Thr

Gln

Ala

475

His

Gln

Met

Tyr

Ser

555

Pro

Glu

Val

Glu

380

Arg

Thr

Ser

Glu

Ala

460

Tyr

Ser

Ile

Glu

Ser

540

Tyr

Glu

97

Ala

Arg

365

Glu

Met

Leu

Asp

Asn

445

Asp

Glu

Leu

Ala

Pro

525

Lys

Lys

Ala

Thr

350

Arg

Tyr

Gln

Leu

Asn

430

Ser

Phe

Ile

Asp

Val

510

Gly

Gly

Val

Glu

Lys

Thr

Met

Val

Lys

415

Ser

Leu

Leu

Met

Asp

495

Tyr

Asp

Ile

Arg

Lys
575

Lys

Asp

Val

Asp

400

Glu

Ile

Arg

Val

Gln

480

Ile

Pro

Ile

Asn

Glu
560
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Ala

Asn

Lys

Glu

65

Gly

Ile

Glu

Phe

Leu

145

Arg

Gly

Arg

Lys

Arg

Trp

Asp

Leu

50

Ser

Arg

Glu

Ile

Leu

130

Gln

Ser

Asp

Arg

Leu

Pro

Gly

His

35

Glu

Leu

Val

Asn

Leu

115

Gln

Arg

Ile

Trp

Ile

195

Val

Trp

Thr

20

Pro

Arg

Arg

Arg

Tyr

100

Arg

Ser

His

Met

Arg

180

Thr

Cys

Thr

Leu

Asp

Leu

Ile

Val

85

Lys

Arg

Glu

Ala

Thr

165

Glu

Tyr

Asn

Gly

Leu

His

Lys

Pro

70

Leu

Lys

Arg

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Leu

Ile

Ser Trp

Phe Tyr

Ser Ser
40

Gln Gln
55

Glu Gly

Glu Glu

Gln Thr

Ile Glu
120

Lys Lys
135

Glu Phe

Leu Tyr

Glu Ala

Gln Asn

200

Asn Lys
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Arg

Ile

25

Arg

Asn

Pro

Gln

Arg
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Asn

Leu

Leu

Tyr

Lys

185

Pro

Gly

Trp
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Gly

Glu
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Ile

Leu
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Asn

Gly
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Leu
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Asp

Lys
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Ile

Gly

Leu

Asp
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Asn

Asp
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Ser

Leu

Asp
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Met
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Ser

Leu
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Gln

Lys

Leu

Lys

Leu
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Leu

Gln

Thr

Cys

Tyr
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Leu
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Lys

45

Arg

Gly

Ala
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Glu
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Gly

Thr

Glu

Ser
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Gly

Ile

Val

30
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Arg

Pro

Lys
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110

Leu
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Leu
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Lys

Cys

Leu
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Arg
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Glu
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Trp
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Gly
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Gln

Phe
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His
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Glu
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Gln
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225

Leu

Thr

Ser

Val

Pro

305

Gly

Arg

Leu

Lys

His

385

Lys
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Gly

His

Ile

Val

Thr

Glu

290

Leu
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Pro

Gly
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370

Val

Lys

Lys

Trp

Val
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Val

Leu

Phe

Gly

275

Leu

Ala

Pro

Gln

Phe

355

Gly

Glu

Arg

Thr

Ser

435

Ile

Val

Glu

Arg

260

His

Pro

Val

Ala

Pro

340

Lys

Thr

Glu

Val

Lys

420

Ala

Leu

Tyr

Ser

245

Pro

Trp

Ile

Pro

Val

325

Trp

His

Glu
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Tyr

405

Gly

Asp
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230

Gln

Val

Ser
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Glu

310

Trp

Leu

Pro

Ala

Phe

390

Leu

Pro
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Ile

Phe

Asn
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Asp
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AsSp

Trp

Glu

Val

Ala

375
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Met

Trp
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Leu

Val
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Ile

360

Phe
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440

Phe

Ile

Arg
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Gly

Arg

Asn

285

Pro
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Cys Thr Phe Ser Ser
465

Thr Leu His Pro Asp
485

Tyr Tyr Phe Gly Gly
500

His Gln Pro Arg Thr
515

Ile Gly Val Ala Gly
530

Arg Lys Leu Gly Arg
545

Lys Ile Glu Thr Val
565

<210> 41

<211> 438

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 41
Met Lys Pro His Leu
1 5

Phe Val Trp Gly Leu
20

Ser Asn Pro Ala Ala
35

Arg Gly Leu Leu Pro
50

Leu Gln Glu Pro Ser
65
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85

Gln

470
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Trp
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Arg
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Val

Arg
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Glu
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Arg
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Arg
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Arg

Lys
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Asp
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Leu
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Gly
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Ile

Trp
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Gly
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Ala
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Asn
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Gly

Leu
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Glu

Thr
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100
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Val
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Phe
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Pro

Ala

Glu

Arg
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Val
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Glu

Leu

Arg
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Leu

Arg
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310
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Arg
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Leu
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Glu
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Ala
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Leu

Ala
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Pro
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Leu
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Leu
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Leu
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Lys

His

101

Asp

110

Tyr

Tyr

Ser

Arg

Ala

190

Ser

Met

Glu

Val

Gly

270

Arg

Asn

Phe

Thr

His

Glu

Pro

His

Trp
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340

Asp Ser Ala Leu Tyr
355

Pro Tyr Ser Ala Asn
370

Leu Phe Thr Pro Tyr
385

Phe Tyr Ile Leu His
405

Gln Glu Asn Thr Arg
420

Phe Ile Gly Thr Cys
435

<210> 42

<211> 406

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

Met Ile His Thr Asn
1 5

Phe Leu Leu Phe Ala
20

Ser Tyr Tyr Asp Ser

Lys Ser Leu Gly Lys
50

Ser Ser Ser Thr Gln
65

Leu Arg Gly Leu Ala
85

Asn Lys Asp Ser Ser
100

Lys

Leu

Ile

390

Pro

Glu

Val

Leu

Val

Phe

Leu

Asp

70

Lys

Ser

Asp

Asn

375

Gln

Lys

Lys

Lys

Ile

Lys

Ala

55

Pro

Ala

Lys

Val

360

Leu

His

Phe

Ile

Lys

Cys

Leu

40

Met

His

Lys

Asn

ES 2734276 T3

345

Ile

Trp

Arg

Ile

Gln
425

Lys

Val

25

Gln

Gly

Arg

Pro

Leu
105

Leu

Tyr

Arg

Trp

410

Pro

Phe

10

Trp

Thr

Ser

Gly

Glu
90

Val

Lys

Lys

395

Gln

Asn

Ser

Lys

Asp

Arg

75

Ala

Pro

Ala

Lys

380

Tyr

Leu

Pro

Cys

Glu

Glu

Ser

60

Gln

Ser

Arg

102

Trp

365

Pro

Pro

Trp

Pro

Cys

Lys

Phe

45

Gln

Thr

Phe

Leu

350

Asp

Asp

Thr

Asp

Ser
430

Val

Lys

30

Gln

Ser

Leu

Gln

Gln
110

Pro

Tyr

Gln

Ile

415

Ser

Leu

15

Lys

Val

Val

Gly

Val

95

Lys

Ala

Asn

Pro

400

Ile

Gly

Val

Gly

Leu

Ser

Ser

80

Trp

Ile



Trp

Pro

Arg

145

Asn

Lys

Leu

Leu

Thr

225

Lys

Trp

Pro

Pro

Trp

305

Pro

Gln

Lys

Gly

130

Asp

Thr

Ala

Lys

Arg

210

Lys

Arg

Asp

Asp

Asn

290

Asp

Ser

Val

Asn

115

Pro

His

Ser

Gly

Ser

195

Phe

Thr

Phe

Pro

Tyr

275

Gln

Ile

Ser

Asp

Tyr

Gly

Val

Glu

Pro

180

Ser

Asn

Thr

Leu

Ser

260

Asn

Pro

Leu

Gly

Ile
340

Leu

Ile

Asn

Trp

165

Trp

Gln

Gly

Ile

Lys

245

Val

Phe

Phe

Gln

Met

325

Tyr

Ser

Lys

Val

150

Glu

Gly

Leu

Ala

Arg

230

Asp

Tyr

Phe

Tyr

Glu

310

Leu

Glu

Met

Phe

135

Ser

Gly

Arg

Gly

Pro

215

Leu

Ser

His

Asn

Ile

295

Ile

Gly

Phe

Asn

120

Ser

Met

Tyr

Cys

Arg

200

Thr

Met

Leu

Ser

Asn

280

Leu

Ser

Ile

Leu

ES 2734276 T3

Lys

Ala

Val

Leu

Ala

185

Glu

Ala

Asn

Tyr

Asp

265

Tyr

Lys

Pro

Ile

Pro
345

Tyr

Glu

Glu

Pro

170

val

Ile

Asn

Ser

Asn

250

Ile

Lys

Pro

Glu

Ile

330

Ser

Lys

Ala

Val

155

Lys

val

Asp

Phe

Gln

235

Glu

Pro

Thr

Gln

Glu

315

Met

Lys

vVal

Leu

140

Thr

Glu

Ser

Asp

Gln

220

Leu

Gly

Lys

Tyr

Met

300

Ile

Met

Arg

103

Ser

125

Arg

Asp

Ser

Ser

His

205

Gln

Val

Ile

Trp

Arg

285

Pro

Gln

Thr

Lys

Tyr

Cys

Phe

Ile

Ala

190

Asp

Asp

Thr

Leu

Tyr

270

Lys

Trp

Pro

Leu

Thr
350

Lys

His

Pro

Arg

175

Gly

Ala

Val

Thr

Ile

255

Gln

Leu

Glu

Asn

Cys

335

Asp

Gly

Leu

Phe

160

Thr

Ser

Val

Gly

Glu

240

Val

Asn

His

Leu

Pro

320

Asp

Val
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15

Cys Tyr Tyr Tyr Gln
355

Tyr His Pro Leu Leu
370

Gly Thr Asp Glu Asp
385

Phe Arg Thr Ile His
405

<210> 43

<211> 175

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43
Met Asn Ser Gln Leu
1 5

Leu Tyr Asn Glu Gly
20

Ser Asp Ile Pro Lys
35

Asn Tyr Lys Thr Tyr
50

Leu Lys Pro Gln Met
65

Ser Pro Glu Glu Ile
85

Ile Ile Ile Met Met
100

Leu Pro Ser Lys Arg
115

Phe Asp Ser Ala Cys
130

Lys Asn Leu Val Lys
145

Leu Leu Gly Lys Ala
165

<210> 44

<211> 337

<212> PRT

<213> Mus musculus

Lys

Tyr

Ile

390

Cys

val

Ile

Trp

Arg

Pro

70

Gln

Thr

Lys

Thr

His
150

Thr

Phe

Glu

375

Tyr

Thr

Leu

Tyr

Lys

55

Trp

Pro

Leu

Thr

Met

135

Leu

Leu

ES 2734276 T3

Phe Asp Ser Ala

360

Lys

Leu

Thr

Ile

Gln

40

Leu

Glu

Asn

Cys

Asp

120

Gly

Asn

Pro

Asn Leu Val

Leu Gly Lys

Glu

Val

25

Asn

His

Leu

Pro

Asp

105

Val

Ala

Gln

Gly

Lys

10

Trp

Pro

Pro

Trp

Pro

90

Gln

Cys

Tyr

Gly

Phe
170

395

Arg

Asp

Asp

Asn

Asp

75

Ser

Val

Tyr

His

Thr
155

Arg

Cys

Lys

380

Ala

Phe

Pro

Tyr

Gln

60

Ile

Ser

Asp

Tyr

Pro

140

Asp

Thr

104

Thr Met Gly

365

His

Thr

Leu

Ser

Asn

45

Pro

Leu

Gly

Ile

Tyr

125

Leu

Glu

Ile

Leu

Leu

Lys

Val

30

Phe

Phe

Gln

Met

Tyr

110

Gln

Leu

Asp

His

Asn

Pro

Asp

15

Tyr

Phe

Tyr

Glu

Leu

95

Glu

Lys

Tyr

Ile

Cys
175

Ala

Gln

Gly
400

Ser

His

Asn

Ile

Ile

80

Gly

Phe

Phe

Glu

Tyr
160



<400> 44

Met

1

Phe

Ala

Arg

Asp

Pro

Trp

Thr

Leu

Ser

145

Asp

Asp

Arg

Leu

Trp

Phe

50

Lys

Leu

Trp

Val

Asn

130

Gly

Phe

Val

Arg

Thr

Phe

35

Ile

vVal

Leu

Leu

Lys

115

Lys

Asn

Val

Gly

Lys

Ser

20

Pro

Lys

Ser

Thr

Arg

100

Glu

Arg

Leu

Leu

Ser
180

Thr

Phe

Lys

Ser

Tyr

Val

85

Leu

Leu

Leu

Lys

Arg

165

Arg

Leu

Val

Gln

Gln

Trp

70

His

Gln

Phe

Val

Asp

150

Met

Thr

Lys

Leu

Met

Pro

55

Phe

Asn

Arg

Arg

Gly

135

Ser

Asn

Thr

Tyr

Asn

Leu

40

Cys

Asp

Ala

Glu

Leu

120

Cys

Ser

Lys

His

ES 2734276 T3

Leu

Tyr

25

Leu

Thr

Gln

Leu

Arg

105

Val

Arg

Tyr

Ala

His
185

Thr

10

Ser

Glu

Cys

Arg

Met

90

Lys

Pro

Arg

Gly

Pro

170

Leu

Phe

Asn

Leu

Arg

Phe

75

Glu

Pro

Gly

Cys

Pro

155

Thr

vVal

Phe

Thr

Ser

His

60

Asn

Glu

Asn

Asn

Ala

140

Glu

Val

Tyr

105

Leu

Gly

Glu

45

Cys

Lys

Asp

Asn

Val

125

Val

Ile

Gly

Pro

Leu

Val

30

AsSn

Ile

Thr

Thr

Leu

110

Asp

Val

Asp

Phe

Glu
190

Phe

15

Pro

Phe

Ser

Met

Tyr

95

Ser

Pro

Gly

Ser

Glu

175

Ser

Ile

Ser

Arg

Gln

Gln

80

Arg

Asp

Met

Asn

His

160

Ala

Phe
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Arg

Thr

His

225

Ile

Leu

Phe

Asp

Gly

305

Ile

Arg

Glu

Asp

210

Thr

Leu

Gln

Ser

Ser

290

Ala

Thr

<210> 45

<211> 340

Leu

195

Leu

Tyr

Ile

Gly

Ile

275

Lys

Phe

Thr

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 45

Met

1

Leu

Val

Asn

val

Phe

Ala

Leu
50

Thr

Ile

Thr

35

Lys

Gly

Gln

Val

Tyr

His

260

His

Gly

Arg

Thr

Leu

Phe

20

Thr

Arg

Glu

Trp

Pro

His

245

Gly

Ile

Asn

Lys

Leu
325

Arg

5

Leu

Trp

Leu

Asn

Val

Val

230

Pro

Arg

Cys

Trp

Thr

310

Ala

Lys

Thr

Phe

Ile

vVal

Ile

215

Pro

Ala

Tyr

His
295

Gly

Ala

Arg

Ser

Pro

Lys
55

Asn

200

Ser

Pro

Phe

Pro

Glu

280

His

Val

Ile

Thr

Phe

Lys

40

His

ES 2734276 T3

Met

Ala

Lys

Ile

Ser

265

Val

Tyr

His

Asn

Leu

Phe

25

Gln

Arg

Val

Thr

Ile

Lys

250

Thr

Asp

Trp

Asp

Lys
330

Lys

10

Leu

Met

Pro

Leu

Thr

Lys

235

Tyr

Gly

Leu

Glu

Gly

315

Ile

Val

Asn

Val

Cys

vVal

Thr

220

Val

Val

Ile

Tyr

Asn

300

Asp

Arg

Leu

Tyr

Leu

Thr
60

106

Pro

205

Gly

Lys

Phe

Leu

Gly

285

Asn

Phe

Ile

Thr

Ser

Glu

45

Cys

Phe

Thr

Gln

Asp

Ser

270

Phe

Pro

Glu

Phe

Phe

His

30

Leu

Thr

Lys

Ile

Glu

Asn

255

Ile

Gly

Ser

Tyr

Lys
335

Leu

15

Thr

Ser

His

Thr

Thr

Lys

240

Trp

Ile

Ala

Ala

Asn

320

Gly

vVal

Met

Glu

Cys



Ile

65

Thr

Thr

Leu

Asp

Val

145

Asp

Phe

Glu

Phe

Thr

225

Gln

Asp

Ser

Phe

Pro

305

Glu

Phe

Gly

Met

Tyr

Asn

Pro

130

Gly

Ser

Glu

Ser

Lys

210

Ile

Asp

Asn

vVal

Gly
290

Ser

Ser

Lys

Gln

Gln

Arg

Asp

115

Met

Asn

His

Ala

Phe

195

Thr

Ser

Lys

Trp

Ile

275

Ala

Ala

Asn

Gly

Arg

Pro

Trp

100

Thr

Leu

Ser

Asp

Asp

180

Arg

Ile

His

Leu
260

Phe

Asp

Gly

vVal

Arg
340

Lys

Leu

85

Trp

Ile

Glu

Gly

Phe

165

Val

Glu

Asp

Thr

Leu

245

Gln

Ser

Ser

Ala

Thr
325

Leu

70

Leu

Leu

Lys

Lys

Asn

150

Val

Gly

Leu

Leu

Tyr

230

Ile

Gly

Met

Lys

Phe
310

Ala

Ser

Thr

Arg

Glu

Arg

135

Leu

Leu

Thr

Gly

Glu

215

Ile

Tyr

His

His

Gly
295

Arg

Thr

Ala

Ala

Leu

Leu

120

Ser

Arg

Arg

Lys

Asp

200

Trp

Pro

His

Gly

Val

280

Asn

Lys

Leu

ES 2734276 T3

Trp

Gln

Gln

105

Phe

Val

Glu

Met

Thr

185

Asn

Val

Val

Pro

Arg

265

Cys

Trp

Thr

Ala

Phe

Asn

90

Arg

Arg

Gly

Ser

Asn

170

Thr

Val

Val

Pro

Ala

250

Tyr

Asp

His

Gly

Ser
330

Asp

75

Ala

Glu

Val

Cys

Ser

155

Lys

His

Ser

Ser

Ala

235

Phe

Pro

Glu

His

Val
315

Ile

Glu

Leu

Lys

Val

Arg

140

Tyr

Ala

His

Met

Ala

220

Lys

Ile

Ser

Val

Tyr
300

His

Asn

107

Arg

Leu

Lys

Pro

125

Arg

Gly

Pro

Leu

Ile

205

Ile

Ile

Lys

Thr

Asp

285

Trp

Asp

Lys

Phe

Glu

Pro

110

Gly

Cys

Pro

Thr

vVal

190

Leu

Thr

Arg

Tyr

Gly

270

Leu

Glu

Ala

Ile

AsSn

Asp

Asn

Asn

Ala

Glu

Ala

175

Tyr

Val

Thr

vVal

Val

255

Ile

Tyr

Asn

Asp

Arg
335

Gln

80

Asp

Asn

Val

Val

Ile

160

Gly

Pro

Pro

Gly

Lys

240

Phe

Leu

Gly

Asn

Phe
320

Ile



<210> 46

<211> 350

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 46

Met

1

Val

Thr

Lys

Leu

65

Ala

Trp

Met

Glu

Asp

145

Leu

Lys

Phe

Leu

Leu

50

Ser

Ser

Thr

Met

Lys

130

Pro

Arg

Cys

Ile

Pro

35

Vval

Gly

Asp

Arg

Leu

115

Leu

His

Gly

Ser

Met

20

Tyr

Pro

Lys

Trp

Glu

100

Gln

Phe

Gln

Ser

Leu

Ser

Leu

Gly

Ser

Phe

85

Asn

Pro

Gln

Cys

Gly

Arg

Leu

Asp

Tyr

Cys

70

Asp

Met

Gln

Ile

Arg

150

Tyr

val

Leu

Ser

Ala

55

Ala

Ser

Asp

Phe

vVal

135

Arg

Gly

Trp

Phe

Gly

40

Gly

Cys

His

Leu

Lys

120

Pro

Cys

Gln

ES 2734276 T3

Phe

Thr

25

Ala

Leu

Arg

Phe

Pro

105

Ser

Gly

Ala

Asp

Leu

10

Tyr

Leu

Gln

Arg

Asp

90

Pro

His

Glu

Val

Val

Ser

Ser

Asp

Arg

Cys

75

Gly

Asp

Asn

Asn

Val

155

Asp

val

His

Gly

Leu

60

Met

Asn

val

Thr

Pro

140

Gly

Gly

108

Ala

His

Thr

45

Ser

Gly

Ile

Gln

Asn

125

Tyr

Asn

His

Phe

Ser

30

His

Lys

Asp

Ser

Arg

110

Glu

Arg

Ser

AsSn

Leu

15

Met

Arg

Glu

Ala

Pro

95

Trp

Val

Phe

Gly

Phe

Leu

Ala

Val

Arg

Gly

Val

Trp

Leu

Arg

Asn

160

Ile
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Met

Ser

Pro

Leu

225

Ala

Tyr

His

His

Gly

305

Arg

Met

Arg

Arg

Ala

210

Trp

Pro

Asn

Gly

Val

290

Asn

Lys

Leu

<210> 47

<211> 444

Met

Thr

195

Asn

Ile

Val

Pro

Arg

275

Cys

Trp

Thr

Ala

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 47
Met Gly Leu Leu Val Phe Val Arg Asn Leu Leu Leu Ala Leu

1

AsSn

180

Thr

vVal

Ala

Lys

Ala

260

Tyr

Asp

His

Gly

Lys
340

165

Gln

His

Ser

Ser

Ser

245

Phe

Pro

Glu

His

Val

325

Ala

5

Ala

His

Phe

Ala

230

Phe

Phe

Ser

val

Tyr

310

Ser

Pro

Phe

Val

215

Leu

Leu

Lys

Thr

Asn

295

Trp

Asp

Lys

Thr

Met

200

Leu

Ser

Arg

Tyr

Gly

280

vVal

Glu

Ala

Ile

ES 2734276 T3

Val

185

Tyr

Val

Thr

Val

Ile

265

Met

Tyr

Asn

Glu
345

Gly

Pro

Pro

Gly

Asp

250

His

Leu

Gly

Asn

Phe

330

Val

10

Phe

Glu

Phe

Gln

235

Lys

Asp

Val

Phe

Arg

315

Glu

Tyr

Glu

Ser

Lys

220

Ile

Glu

Arg

Leu

Gly

300

Tyr

Ala

Arg

Gln

Ala

205

vVal

Arg

Lys

Trp

Phe

285

Ala

Ala

His

Gly

Asp

190

Lys

Leu

Phe

Val

Thr

270

Phe

Asp

Gly

Ile

Asn
350

Phe Leu Val Leu Gly Phe Leu Tyr Tyr Ser Ala Trp Lys Leu

20

25

109

30

175

Val

Asn

Asp

Thr

Gln

255

Glu

Ala

Ser

Glu

Ile
335

Gly

Leu

Leu

Tyr

240

Ile

His

Leu

Arg

Phe

320

Asp

Cys Leu

15

His Leu



Leu

Gln

Gly

65

Leu

Leu

Pro

Ala

Thr

145

Ser

Met

Val

Leu

Arg

225

Lys

Asn

Gln

Glu

50

Gln

Asp

Asp

Ala

Phe

130

Lys

Ala

Phe

Pro

Ser

210

Cys

Ser

Ser

Trp

Lys

Thr

Ser

Cys

Ser

115

Ala

Tyr

Leu

Leu

Pro

195

Val

Arg

Leu

Ala

Glu

Pro

Leu

Lys

Ile

100

His

Leu

Ala

Met

Asp

180

Phe

Thr

Arg

Gly

Pro
260

Glu

Val

Gly

Leu

85

Leu

Pro

Gly

Asn

Thr

165

Asp

Gly

Lys

Cys

Ser

245

Val

Asp

Ala

Ser

70

Ser

Glu

Leu

Phe

Phe

150

Ala

Ser

Ile

Glu

Ile

230

Arg

Lys

Ser

Asp

55

Glu

Pro

Ser

Glu

Leu

135

Ser

Ile

Phe

Lys

Tyr

215

Ile

Ile

Gly

Ser

40

Ser

Tyr

Arg

Pro

Ile

120

Lys

Glu

Phe

Arg

Gly

200

Arg

Val

Asp

Phe

ES 2734276 T3

Lys

Val

Asp

Thr

Gly

105

Leu

Leu

Gly

Pro

Lys

185

Gln

Leu

Gly

Asp

Glu
265

Tyr

Val

Arg

Leu

90

Glu

Lys

Pro

Ala

Arg

170

Trp

Asp

Thr

Asn

Tyr

250

Lys

Ser

Leu

Leu

75

Cys

Pro

Ser

Arg

Cys

155

Phe

Ala

Asn

Pro

Gly

235

Asp

Asp

His

Ser

60

Gly

Thr

Lys

Leu

Pro

140

Lys

Ser

Arg

Leu

Ala

220

Gly

Ile

Val

110

Ser

45

Phe

Phe

Vval

Lys

Ser

125

Ala

Pro

Lys

Ile

Ile

205

Leu

val

Val

Gly

Ser

Asp

Leu

vVal

Leu

110

Glu

Glu

Gly

Pro

Arg

190

Lys

Asp

Leu

Val

Ser
270

Ser

Ser

Leu

Phe

95

Leu

Leu

Tyr

Ala

175

Glu

Ala

Ser

Ala

Arg

255

Lys

Pro

Ala

Asn

80

Gly

Met

Ala

Ala

Ala

160

Pro

Phe

Ile

Leu

Asn

240

Leu

Thr
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Thr

Tyr

Phe

305

Asp

Glu

Leu

Pro

Glu

385

Pro

Trp

Lys

Leu

Glu

290

Lys

Gly

Ile

Ile

Thr

370

vVal

Leu

Thr

Ala

<210> 48

<211> 390

Arg

275

Arg

Trp

Phe

Arg

Gly

355

Leu

Ala

His

His

Arg
435

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 48
Met Gly Leu Leu Val Phe Val

1

Ile

Asp

Leu

Trp

Ile

340

Leu

Gly

val

Tyr

Asn

420

Val

Thr

Ser

Lys

Lys

325

Leu

Pro

Ser

Ala

Tyr

405

Ile

Ile

5

Tyr

Leu

Tyr

310

Ser

Asn

Phe

Val

Gly

390

Glu

Gln

Thr

Pro

Phe

295

Ile

Vval

Pro

Asn

Ala

375

Phe

Thr

Arg

Asp

Phe Leu Val Leu Gly Phe Leu

20

Leu Gln Trp Glu Glu Asp Ser

35

Glu

280

Val

Val

Ala

Tyr

Asn

360

Val

Gly

Val

Glu

Leu
440

Arg

Tyr

Ser
40

ES 2734276 T3

Gly

Leu

Tyr

Thr

Phe

345

Gly

Thr

Tyr

Arg

Lys

425

Ser

Asn

Ala

Ala

Lys

Arg

330

Ile

Leu

Met

Asp

Met

410

Glu

Ser

Met

Gly

Glu

315

Val

Gln

Met

Ala

Met

395

Ala

Phe

Gly

Gln

Phe

300

Arg

Pro

Glu

Gly

Leu

380

Ser

Ala

Leu

Ile

Leu Leu Leu

10

Tyr Ser Ala Trp

25

Lys Tyr Ser His

111

Arg

285

Lys

Val

Lys

Ala

Arg

365

His

Thr

Ile

Arg

Ala

Lys

Ser
45

Pro

Trp

Ser

Glu

Ala

350

Gly

Gly

Pro

Lys

Lys
430

Leu

Leu
30

Ser

Glu

Gln

Ala

Pro

335

Phe

Asn

Cys

Asn

Glu

415

Leu

Cys
15

His

Ser

Gln

Asp

Ser

320

Pro

Thr

Ile

Asp

Ala

400

Ser

Val

Leu

Leu

Pro



Gln

Gly

Leu

Ser

Ile

Phe

Lys

145

Tyr

Ile

Ile

Gly

Pro

225

Phe

Ile

Val

Glu

50

Gln

Asp

Glu

Phe

Arg

130

Gly

Arg

Val

Asp

Phe

210

Glu

Val

Val

Ala

Lys

Thr

Ser

Gly

Pro

115

Lys

Gln

Leu

Gly

Asp

195

Glu

Gly

Leu

Tyr

Thr
275

Pro

Leu

Lys

Ala

100

Arg

Trp

Asp

Thr

Asn

180

Tyr

Lys

Ala

Ala

Lys

260

Arg

Val

Gly

Leu

85

Cys

Phe

Ala

Asn

Pro

165

Gly

Asp

Asp

Met

Gly

245

Glu

Val

Ala

Ser

70

Pro

Lys

Ser

Arg

Leu

150

Ala

Gly

Ile

val

Gln

230

Phe

Arg

Pro

Asp

55

Glu

Ala

Pro

Lys

Ile

135

Ile

Leu

Val

Val

Gly

215

Arg

Lys

Val

Lys

Ser

Tyr

Glu

Gly

Pro

120

Arg

Lys

Asp

Leu

Val

200

Ser

Pro

Trp

Ser

Glu
280

ES 2734276 T3

Val

Asp

Leu

Tyr

105

Ala

Glu

Ala

Ser

Ala

185

Arg

Lys

Glu

Gln

Ala

265

Pro

Val

Arg

Ala

90

Ala

Pro

Phe

Ile

Leu

170

Asn

Leu

Thr

Gln

Asp

250

Ser

Pro

Leu

Leu

75

Thr

Ser

Met

Val

Leu

155

Arg

Lys

Asn

Thr

Tyr

235

Phe

Asp

Glu

Ser

60

Gly

Lys

Ala

Phe

Pro

140

Ser

Cys

Ser

Ser

Leu

220

Glu

Lys

Gly

Ile

112

Phe

Phe

Tyr

Leu

Leu

125

Pro

Val

Arg

Leu

Ala

205

Arg

Arg

Trp

Phe

Arg
285

Asp

Leu

Ala

Met

110

Asp

Phe

Thr

Arg

Gly

190

Pro

Ile

Asp

Leu

Trp

270

Ile

Ser

Leu

Asn

95

Thr

Asp

Gly

Lys

Cys

175

Ser

Val

Thr

Ser

Lys

255

Lys

Leu

Ala

Asn

80

Phe

Ala

Ser

Ile

Glu

160

Ile

Arg

Lys

Tyr

Leu

240

Tyr

Ser

Asn
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Pro Tyr Phe Ile Gln
290

Asn Asn Gly Leu Met
305

Ala Val Thr Met Ala
325

Phe Gly Tyr Asp Met
340

Thr Val Arg Met Ala
355

Arg Glu Lys Glu Phe
370

Asp Leu Ser Ser Gly
385

<210> 49

<211>170

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 49
Met Gly Leu Leu Val
1 5

Phe Leu Val Leu Gly
20

Leu Gln Trp Glu Glu

Gln Glu Lys Pro Val
50

Gly Gln Thr Leu Gly

Leu Asp Ser Lys Leu
85

Ser Glu Gly Ala Cys

Glu

Gly

310

Leu

Ser

Ala

Leu

Ile
390

Phe

Phe

Asp

Ala

Ser

70

Pro

Lys

Ala

295

Arg

His

Thr

Ile

Arg
375

Vval

Leu

Ser

Asp

55

Glu

Ala

Pro

Ala

Gly

Gly

Pro

Lys

360

Lys

Arg

Tyr

Ser

40

Ser

Tyr

Glu

Gly

ES 2734276 T3

Phe

Asn

Cys

Asn

345

Glu

Leu

Asn

Tyr

25

Lys

Val

Asp

Leu

Tyr

Thr

Ile

Asp

330

Ala

Ser

Val

Leu

10

Ser

Tyr

Val

Arg

Ala

90

Ala

Leu

Pro

315

Glu

Pro

Trp

Lys

Leu

Ala

Ser

Leu

Leu

75

Thr

Ser

Ile

300

Thr

Val

Leu

Thr

Ala
380

Leu

Trp

His

Ser

60

Gly

Lys

Ala

113

Gly

Leu

Ala

His

His

365

Arg

Ala

Lys

Ser

45

Phe

Phe

Tyr

Leu

Leu

Gly

Val

Tyr

350

Asn

Val

Leu

Leu

30

Ser

AsSp

Leu

Ala

Met

Pro

Ser

Ala

335

Tyr

Ile

Ile

Cys

15

His

Ser

Ser

Leu

Asn

95

Thr

Phe

Val

320

Gly

Glu

Gln

Thr

Leu

Leu

Pro

Ala

Asn

80

Phe

Ala
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Ile Phe Pro Arg Phe
115

Phe Arg Lys Trp Ala
130

Lys Gly Gln Val Leu
145

Ala Glu Ala Gly Glu
165

<210> 50

<211> 429

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50
Met Gly Leu Leu Val
1 5

Phe Leu Val Leu Gly
20

Leu Gln Trp Glu Glu
35

Ala Gly Gln Thr Leu
50

Asn Leu Asp Ser Lys
65

Gly Leu Asp Cys Ile
85

Met Pro Ala Ser His
100

Ala Ala Phe Ala Leu
115

Ala Thr Lys Tyr Ala
130

Ser

Arg

Asp

150

Ser

Phe

Phe

Asp

Gly

Leu

70

Leu

Pro

Gly

Asn

Lys

Ile

135

Ala

Ser

Vval

Leu

Ser

Ser

55

Ser

Glu

Leu

Phe

Phe
135

Pro

120

Arg

Gln

Arg

Arg

Tyr

Asn

40

Glu

Pro

Ser

Glu

Leu

120

Ser

ES 2734276 T3

105

Ala

Glu

Tyr

His

Asn

Tyr

25

Ser

Tyr

Arg

Pro

Ile

105

Lys

Glu

Pro

Phe

Pro

His
170

Leu

10

Ser

Val

Asp

Thr

Gly

90

Leu

Leu

Gly

Met

Val

Ala
155

Leu

Ala

Val

Arg

Leu

75

Glu

Lys

Pro

Ala

Phe

Pro

140

Arg

Leu

Trp

Leu

Leu

60

Cys

Pro

Ser

Arg

Cys
140

114

Leu
125

Pro

Glu

Ala

Lys

Ser

45

Gly

Thr

Lys

Leu

Pro

125

Lys

110

Asp

Phe

Arg

Leu

Leu

30

Phe

Phe

Val

Lys

Ser

110

Ala

Pro

Asp

Gly

Val

Cys

15

His

Asp

Leu

Val

Leu

95

Glu

Glu

Gly

Ser

Ile

Ser
160

Leu

Leu

Ser

Leu

Phe

80

Leu

Asp

Leu

Tyr



Ala

145

Pro

Phe

Ile

Leu

Asn

225

Leu

Thr

Gln

Asp

Ser

305

Pro

Thr

Ile

Asp

Ala
385

Ser

Val

Ser

Met

Val

Leu

Arg

210

Lys

Asn

Thr

Tyr

Phe

290

Asp

Glu

Leu

Pro

Glu
370

Pro

Trp

Lys

Ala

Phe

Pro

Ser

195

Cys

Ser

Ser

Leu

Glu

275

Lys

Gly

Ile

Ile

Thr

355

Val

Leu

Thr

Ala

Leu

Leu

Pro

180

val

Arg

Leu

Ala

Arg

260

Arg

Trp

Phe

Arg

Gly

340

Leu

Ala

His

His

Arg
420

Met

Asp

165

Phe

Thr

Arg

Gly

Pro

245

Ile

Asp

Leu

Trp

Ile

325

Leu

Gly

Val

Tyr

Asn
405

Val

Thr

150

Asp

Gly

Lys

Cys

Ser

230

Val

Thr

Ser

Lys

Lys

310

Leu

Pro

Ser

Ala

Tyr

390

Ile

Ile

Ala

Ser

Ile

Glu

Ile

215

Arg

Lys

Tyr

Leu

Tyr

295

Ser

Asn

Phe

Val

Gly
375

Glu

Gln

Thr

Ile

Phe

Lys

Tyr

200

Ile

Ile

Gly

Pro

Phe

280

Ile

Val

Pro

Asn

Ala

360

Phe

Thr

Arg

Asp

ES 2734276 T3

Phe

Arg

Gly

185

Arg

Val

Asp

Phe

Glu

265

Val

Val

Ala

Tyr

Asn

345

Val

Gly

Val

Glu

Leu
425

Pro

Lys

170

Gln

Leu

Gly

Asp

Glu

250

Gly

Leu

Tyr

Thr

Phe

330

Gly

Thr

Tyr

Arg

Lys
410

Ser

Arg

155

Trp

Asp

Thr

Asn

Tyr

235

Lys

Ala

Ala

Lys

Arg

315

Ile

Leu

Met

Asp

Met

395

Glu

Ser

Phe

Ala

Asn

Pro

Gly

220

Asp

Asp

Met

Gly

Glu

300

val

Gln

Met

Ala

Met
380

Ala

Phe

Gly

115

Ser

Arg

Leu

Ala

205

Gly

Ile

Val

Gln

Phe

285

Arg

Pro

Glu

Gly

Leu

365

Ser

Ala

Leu

Ile

Lys

Ile

Ile

190

Leu

val

Val

Gly

Arg

270

Lys

Val

Lys

Ala

Arg

350

His

Thr

Ile

Arg

Pro

Arg

175

Lys

Asp

Leu

Val

Ser

255

Pro

Trp

Ser

Glu

Ala

335

Gly

Gly

Pro

Lys

Lys
415

Ala

160

Glu

Ala

Ser

Ala

Arg

240

Lys

Glu

Gln

Ala

Pro

320

Phe

Asn

Cys

Asn

Glu
400

Leu



<210> 51

<211> 375

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 51

Met

1

Phe

Leu

Ala

Asn

65

Phe

Ala

Ser

Ile

Glu

145

Ile

Gly

Leu

Gln

Gly

50

Leu

Ser

Ile

Phe

Lys

130

Tyr

Ile

Leu

Val

Trp

35

Gln

Asp

Glu

Phe

Arg

115

Gly

Arg

Val

Leu

Leu

20

Glu

Thr

Ser

Gly

Pro

100

Lys

Gln

Leu

Gly

val

Gly

Glu

Leu

Lys

Ala

85

Arg

Trp

Asp

Thr

Asn
165

Phe

Phe

Asp

Gly

Leu

70

Cys

Phe

Ala

Asn

Pro

150

Gly

vVal

Leu

Ser

Ser

55

Pro

Lys

Ser

Arg

Leu

135

Ala

Gly

Arg

Tyr

Asn

40

Glu

Ala

Pro

Lys

Ile

120

Ile

Leu

Val

ES 2734276 T3

Asn

Tyr

25

Ser

Tyr

Glu

Gly

Pro

105

Arg

Lys

Asp

Leu

Leu

10

Ser

Val

Asp

Leu

Tyr

90

Ala

Glu

Ala

Ser

Ala
170

Leu

Ala

Val

Arg

Ala

75

Ala

Pro

Phe

Ile

Leu

155

Asn

Leu

Trp

Leu

Leu

60

Thr

Ser

Met

Val

Leu

140

Arg

Lys

116

Ala

Lys

Ser

45

Gly

Lys

Ala

Phe

Pro

125

Ser

Cys

Ser

Leu

Leu

30

Phe

Phe

Tyr

Leu

Leu

110

Pro

Val

Arg

Leu

Cys

15

His

Asp

Leu

Ala

Met

95

Asp

Phe

Thr

Arg

Gly
175

Leu

Leu

Ser

Leu

Asn

80

Thr

Asp

Gly

Lys

Cys

160

Ser



Arg

Lys

Tyr

Leu

225

Tyr

Asn

Phe

Val

305

Gly

Glu

Gln

Thr

Ile

Gly

Pro

210

Phe

Ile

Val

Pro

Asn

290

Ala

Phe

Thr

Arg

Asp
370

<210> 52

<211> 277

Asp

Phe

195

Glu

Val

Val

Ala

Tyr

275

Asn

Val

Gly

Val

Glu

355

Leu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 52

Asp

180

Glu

Gly

Leu

Tyr

Thr

260

Phe

Gly

Thr

Tyr

Arg

340

Lys

Ser

Tyr

Lys

Ala

Ala

Lys

245

Arg

Ile

Leu

Met

Asp

325

Met

Glu

Ser

Asp

Asp

Met

Gly

230

Glu

Val

Gln

Met

Ala

310

Met

Ala

Phe

Gly

Ile

Val

Gln

215

Phe

Arg

Pro

Glu

Gly

295

Leu

Ser

Ala

Leu

Ile
375

Val

Gly

200

Arg

Lys

Val

Lys

Ala

280

Arg

His

Thr

Ile

Arg
360

ES 2734276 T3

vVal

185

Ser

Pro

Trp

Ser

Glu

265

Ala

Gly

Gly

Pro

Lys

345

Lys

Arg

Lys

Glu

Gln

Ala

250

Pro

Phe

Asn

Cys

Asn

330

Glu

Leu

Leu

Thr

Gln

Asp

235

Ser

Pro

Thr

Ile

Asp

315

Ala

Ser

Val

Asn

Thr

Tyr

220

Phe

Asp

Glu

Leu

Pro

300

Glu

Pro

Trp

Lys

117

Ser

Leu

205

Glu

Lys

Gly

Ile

Ile

285

Thr

val

Leu

Thr

Ala
365

Ala

190

Arg

Arg

Trp

Phe

Arg

270

Gly

Leu

Ala

His

His

350

Arg

Pro

Ile

Asp

Leu

Trp

255

Ile

Leu

Gly

Val

Tyr

335

Asn

Val

Val

Thr

Ser

Lys

240

Lys

Leu

Pro

Ser

Ala

320

Tyr

Ile

Ile



ES 2734276 T3

Met Gly Leu Leu Val Phe Val Arg Asn Leu Leu Leu Ala Leu Cys Leu

Phe Leu Val Leu Gly Phe Leu Tyr Tyr Ser Ala Trp Lys Leu His Leu
20 25 30

Leu Gln Trp Glu Glu Asp Ser Asn Ser Val Val Leu Ser Phe Asp Ser
35 40 45

Ala Gly Gln Thr Leu Gly Ser Glu Tyr Asp Arg Leu Gly Phe Leu Leu

Asn Leu Asp Ser Lys Leu Pro Ala Glu Leu Ala Thr Lys Tyr Ala Asn
65 70 75 80

Phe Ser Glu Gly Ala Cys Lys Pro Gly Tyr Ala Ser Ala Leu Met Thr
85 90 95

Ala Ile Phe Pro Arg Phe Ser Lys Pro Ala Pro Met Phe Leu Asp Asp
100 105 110

Ser Phe Arg Lys Trp Ala Arg Ile Arg Glu Phe Val Pro Pro Phe Gly
115 120 125

Ile Lys Gly Gln Asp Asn Leu Ile Lys Ala Ile Leu Ser Val Thr Lys
130 135 140

Glu Tyr Arg Leu Thr Pro Ala Leu Asp Ser Leu Arg Cys Arg Arg Cys
145 150 155 160

Ile Ile Val Gly Asn Gly Gly Val Leu Ala Asn Lys Ser Leu Gly Ser
165 170 175

Arg Ile Asp Asp Tyr Asp Ile Val Val Arg Leu Asn Ser Ala Pro Val
180 185 190

Lys Gly Phe Glu Lys Asp Val Gly Ser Lys Thr Thr Leu Arg Ile Thr
195 200 205

Tyr Pro Glu Gly Ala Met Gln Arg Pro Glu Gln Tyr Glu Arg Asp Ser
210 215 220

Leu Phe Val Leu Ala Gly Phe Lys Trp Gln Asp Phe Lys Trp Leu Lys
225 230 235 240

Tyr Ile Val Tyr Lys Glu Arg Val Ser Trp Thr His Asn Ile Gln Arg

245 250 255

Glu Lys Glu Phe Leu Arg Lys Leu Val Lys Ala Arg Val Ile Thr Asp
260 265 270

Leu Ser Ser Gly Ile
275

118



10

<210> 53

<211> 155

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 53

Met

1

Phe

Leu

Ala

Asn

65

Phe

Ala

Ser

Ile

Ser
145

Gly

Leu

Gln

Gly

50

Leu

Ser

Ile

Phe

Lys

130

Ala

<210> 54

<211> 413

Leu

Val

Trp

Gln

Asp

Glu

Phe

Arg

115

Gly

Glu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 54

Leu

Leu

20

Glu

Thr

Gly

Pro

100

Lys

Gln

Ala

val

Gly

Glu

Leu

Lys

Ala

85

Arg

Trp

vVal

Gly

Phe

Phe

Asp

Gly

Leu

70

Cys

Phe

Ala

Leu

Glu
150

vVal

Leu

Ser

Ser

55

Pro

Lys

Ser

Arg

Asp

135

Ser

Arg

Tyr

Asn

40

Glu

Ala

Pro

Lys

Ile

120

Ala

Ser

ES 2734276 T3

Asn

Tyr

25

Ser

Tyr

Glu

Gly

Pro

105

Arg

Gln

Arg

Leu

10

Ser

Val

Asp

Leu

Tyr

90

Ala

Glu

Tyr

His

Leu

Ala

Val

Arg

Ala

75

Ala

Pro

Phe

Pro

His
155

Leu

Trp

Leu

Leu

60

Thr

Ser

Met

Val

Ala
140

119

Ala

Lys

Ser

45

Gly

Lys

Ala

Phe

Pro

125

Arg

Leu

Leu

30

Phe

Phe

Tyr

Leu

Leu

110

Pro

Glu

Cys

15

His

Asp

Leu

Ala

Met

95

Asp

Phe

Arg

Leu

Leu

Ser

Leu

Asn

80

Thr

Asp

Gly

val



Met

Phe

Leu

Asn

Gly

65

Met

Ala

Ala

Ala

Pro

145

Phe

Ile

Leu

Asn

Leu

Gly

Leu

Gln

Leu

50

Leu

Pro

Ala

Thr

Ser

130

Met

Val

Leu

Arg

Lys

210

Asn

Leu

Val

Trp

35

Asp

Asp

Ala

Phe

Lys

115

Ala

Phe

Pro

Ser

Cys

195

Ser

Ser

Leu

Leu

20

Glu

Ser

Cys

Ser

Ala

100

Tyr

Leu

Leu

Pro

Val

180

Arg

Leu

Ala

Val

Gly

Glu

Lys

Ile

His

85

Leu

Ala

Met

Asp

Phe

165

Thr

Arg

Gly

Pro

Phe

Phe

Asp

Leu

Leu

70

Pro

Gly

Asn

Thr

Asp

150

Gly

Lys

Cys

Ser

val

val

Leu

Ser

Ser

55

Glu

Leu

Phe

Phe

Ala

135

Ser

Ile

Glu

Ile

Arg

215

Lys

Arg

Tyr

Lys

40

Pro

Glu

Leu

Ser

120

Ile

Phe

Lys

Tyr

Ile

200

Ile

Gly

ES 2734276 T3

Asn

Tyr

25

Tyr

Arg

Pro

Ile

Lys

105

Glu

Phe

Arg

Gly

Arg

185

Val

Asp

Phe

Leu

10

Ser

Asp

Thr

Gly

Leu

90

Leu

Gly

Pro

Lys

Gln

170

Leu

Gly

Asp

Glu

Leu

Ala

Arg

Leu

Glu

75

Lys

Pro

Ala

Arg

Trp

155

Asp

Thr

Asn

Tyr

Lys

Leu

Trp

Leu

Cys

60

Pro

Ser

Arg

Cys

Phe

140

Ala

Asn

Pro

Gly

Asp

220

Asp

120

Ala

Lys

Gly

45

Thr

Lys

Leu

Pro

Lys

125

Ser

Arg

Leu

Ala

Gly

205

Ile

val

Leu

Leu

30

Phe

Val

Lys

Ser

Ala

110

Pro

Lys

Ile

Ile

Leu

190

val

Val

Gly

Cys

15

His

Leu

Val

Leu

Glu

95

Glu

Gly

Pro

Arg

Lys

175

Asp

Leu

Val

Ser

Leu

Leu

Leu

Phe

Leu

80

Asp

Leu

Tyr

Ala

Glu

160

Ala

Ser

Ala

Arg

Lys
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Thr

Gln
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Ser

Pro

305

Thr

Ile

Asp

Ala
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385
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Thr

Tyr

Phe

Asp

290

Glu

Leu

Pro
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Pro

370

Trp

Lys

<210> 55

<211> 359

Leu
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275

Gly

Ile
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Thr
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Leu

Thr
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<212> PRT
<213> Homo sapiens
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Met Gly Leu Leu Val

1

Arg

Arg

260

Trp

Phe

Arg

Gly

Leu

340

Ala

His

Arg

Ile

245

Asp

Leu

Trp

Ile

Leu

325

Gly

VvVal

Tyr

Asn

Val
405

5

Phe Leu Val Leu Gly

20

230

Thr

Ser

Lys

Lys

Leu

310

Pro

Ser

Ala

Tyr

Ile

390

Ile

Tyr

Leu

Tyr

Ser

295

Asn

Phe

Val
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Glu

375

Gln

Thr

Pro

Phe

Ile

280

Val

Pro

Asn

Ala

Phe

360

Thr

Arg
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Glu

Val

265

Val

Ala

Tyr

Asn

Val

345

Gly

Val

Glu

Leu

Phe Val Arg Asn

Gly

250

Leu

Tyr

Thr

Phe

Gly

330

Thr

Tyr

Arg

Lys

Ser
410

Leu
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235

Ala

Ala

Lys

Arg

Ile

315

Leu

Met

Asp

Met

Glu

395

Ser

Met

Gly

Glu

Val

300

Gln

Met

Ala

Met

Ala

380

Phe

Gly

Gln

Phe

Arg

285

Pro

Glu

Gly

Leu

Ser

365

Ala

Leu

Ile

Arg

Lys

270

Val

Lys

Ala

Arg

His

350

Thr

Ile

Arg

Pro

255

Trp

Ser

Glu

Ala

Gly

335

Gly

Pro

Lys

240

Glu

Gln

Ala

Pro

Phe

320

Asn

Cys

Asn

Glu

Leu
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Leu Leu Ala Leu Cys Leu

15

Phe Leu Tyr Tyr Ser Ala Trp Lys Leu His Leu

25
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Leu

Asn

Phe

65

Ala

Ser

Ile

Glu

Ile

145

Arg

Lys

Tyr

Leu

Tyr

225

Ser

Asn

Gln

Leu

50

Ser

Ile

Phe

Lys

Tyr

130

Ile

Ile

Gly

Pro

Phe

210

Ile

vVal

Pro

Trp

35

Asp

Glu

Phe

Arg

Gly

115

Arg

Val

Asp

Phe

Glu

195

Val

Val

Ala

Tyr

Glu

Ser

Gly

Pro

Lys

100

Gln

Leu

Gly

Asp

Glu

180

Gly

Leu

Tyr

Thr

Phe
260

Glu

Lys

Ala

Arg

85

Trp

Asp

Thr

Asn

Tyr

165

Lys

Ala

Ala

Lys

Arg

245

Ile

Asp

Leu

Cys

70

Phe

Ala

Asn

Pro

Gly

150

Asp

Asp

Met

Gly

Glu

230

Val

Gln

Ser

Pro

55

Lys

Ser

Arg

Leu

Ala

135

Gly

Ile

Val

Gln

Phe

215

Arg

Pro

Glu

Lys

40

Ala

Pro

Lys

Ile

Ile

120

Leu

Val

Val
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Arg

200

Lys

Val

Lys

Ala
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Tyr

Glu

Gly

Pro
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105

Lys
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Leu
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185

Pro

Trp
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Glu

Ala
265

Asp

Leu

Tyr

Ala

90

Glu

Ala

Ser

Ala

Arg

170

Lys

Glu

Gln

Ala

Pro

250

Phe

Arg

Ala

Ala

75

Pro

Phe

Ile

Leu

Asn

155

Leu

Thr

Gln

Asp

Ser

235

Pro

Thr

Leu

Thr

60

Ser

Met
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Leu

Arg

140

Lys

Asn

Thr

Tyr

Phe

220

Asp

Glu

Leu

122

Gly

45

Lys

Ala

Phe

Pro

Ser

125

Cys

Ser

Ser

Leu

Glu

205

Lys

Gly

Ile

Ile

Phe

Tyr

Leu

Leu

Pro

110

Val

Arg

Leu

Ala

Arg

190

Arg

Trp

Phe

Arg

Gly
270

Leu

Ala

Met

Asp

95

Phe

Thr

Arg

Gly

Pro

175

Ile

Asp

Leu

Trp

Ile

255

Leu

Leu

Asn

Thr
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Gly

Lys
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Ser

Lys
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Phe
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305

Glu

Gln

Thr

Asn
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Phe

Thr
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<212> PRT
<213> Homo sapiens
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Met

1

Phe

Leu

Asn

Phe
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Ala

Ser

Ile

Ser

Gly

Leu

Gln

Leu
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Ser

Ile

Phe

Lys
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<210> 57

<211> 331

Asn

275
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Gly

Val

Glu

Leu
355

Leu

Val

Trp
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Glu

Phe

Arg

Gly
115

Glu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

Gly

Thr

Tyr

Arg

Lys

340

Ser

Leu

Leu

20

Glu

Ser

Gly

Pro

Lys

100

Gln

Ala

Leu

Met

Asp

Met

325

Glu

Ser

val

Gly

Glu

Lys

Ala

Arg

85

Trp

Val

Gly

Met

Ala

Met

310

Ala

Phe

Gly

Phe

Phe

Asp

Leu

Cys

70

Phe

Ala

Leu

Glu

Gly

Leu

295

Ser

Ala

Leu

Ile

Val

Leu
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Pro

55

Lys
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Arg
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135
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280
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Thr

Ile

Arg
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Tyr

Lys
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Pro

Lys

Ile
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120

Ser
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Pro

Lys
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Asn

Tyr

25

Tyr

Glu

Gly

Pro

Arg

105

Gln

Arg

Asn

Cys

Asn

Glu

330

Leu

Leu

10

Ser

Asp

Leu

Tyr

Ala

90

Glu

Tyr
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Ile

Asp

Ala

315

Ser

Val

Leu

Ala

Arg

Ala

Ala

75

Pro

Phe

Pro

His

Pro

Glu

300

Pro

Trp

Leu

Trp

Leu

Thr

60

Ser

Met

Val

Ala

123

Thr

285

Val

Leu

Thr

Ala

Ala

Lys

Gly

45

Lys

Ala

Phe

Pro

Arg
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Leu

Ala

His

His

Arg
350

Leu

Leu

30

Phe

Tyr

Leu

Leu

Pro

110

Glu

Gly

Val

Tyr

Asn

335

Val

Cys

15

His

Leu

Ala

Met

Asp
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Arg
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Tyr
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Ile

Ile

Leu

Leu

Leu
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Met

1

Tyr

Pro

Pro

Cys

65

Phe

Ala

Ile

Asn

Met

145

Thr

His

Arg

Val

Val

Ala

50

Ala

Asp

Leu

Pro

Lys

130

Asn

Thr

Asn

Gly

Leu

Glu

35

Phe

Ala

Leu

Ser

Cys

115

Thr

Asn

Phe

Asp

Tyr

His

20

Met

Ala

Asp

Pro

Lys

100

Lys

Leu

Gly

Arg

Pro
180

Leu

Cys

Lys

Ser

Phe

Tyr

85

Leu

Lys

Gly

Pro

Leu

165

Asn

val

Ile

Arg

Leu

Arg

70

Gly

Gln

Cys

Glu

Val

150

Phe

Thr

Ala

Leu

Arg

Leu

55

Lys

Met

Ser

Val

Lys

135

Leu

Tyr

Thr

Ile

Trp

Asn

40

Arg

Ile

Arg

Cys

Val

120

Ile

Gly

Pro

vVal

ES 2734276 T3

Phe

Gly

25

Lys

Phe

Ala

Thr

Asp

105

Val

Asp

His

Glu

Ile
185

Leu

10

Thr

Ile

His

Ser

Ser

90

Leu

Gly

Ser

Glu

Ser

170

Leu

Ser

Asn

Gln

Gln

Leu

75

Ala

Phe

Asn

Tyr

Glu

155

Val

Thr

Ala

Val

Pro

Phe

60

Tyr

Glu

Asp

Gly

Asp

140

Glu

Phe

Ala

124

val

Tyr

Cys

45

His

Gly

Tyr

Glu

Gly

125

Val

vVal

Ser

Phe

Phe

Trp

30

Leu

Pro

Ser

Phe

Phe

110

Val

Ile

Gly

Asp

Lys
190

Leu

15

Val

Ser

Phe

Asp

Arg

Asp

Leu

Ile

Arg

Pro

175

Pro

Tyr

Ala

Lys

Leu

Lys

80

Leu

Asn

Lys

Arg

Arg

160

Ile

His
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Asp

Asn

Gln

225

Leu

Pro

Glu

Pro

Ala

305

Glu

Leu

Gly

210

Ile

Leu

Thr

Val

Leu

290

Tyr

Lys

<210> 58

<211>722

Arg

195

Phe

Arg

His

Thr

His

275

His

His

Asn

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 58

Met

1

Cys

Lys

His

Asp

Glu

Asn

Thr

Leu

50

Phe

Lys

Arg

Glu

35

Ile

Asp

Trp

Trp

Ile

Phe

Gly

260

Leu

Tyr

Asn

Leu

Asn

Ala

20

Pro

Asp

Ile

Leu

Lys

Leu

Pro

245

Ile

Ala

Tyr

vVal

Val
325

Gly

5

Asp

Ala

Asp

Asn

Leu

Lys

Asp

230

Lys

Ile

Gly

Gly

Thr

310

Ile

Asn

Tyr

Phe

Tyr

Thr
70

Glu

Pro

215

Pro

Val

Ala

Phe

Asn

295

Ala

Asn

Asn

Ser

Phe

Gly

Arg

Leu

200

Ala

Phe

Phe

Ile

Lys

280

Ala

Glu

Leu

Arg

Lys

Glu

40

Asn

Leu
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Leu

Leu

Ile

Pro

Thr

265

Tyr

Thr

Gln

Thr

Lys

Leu

25

Leu

Thr

His

Met

Asn

Ile

Lys

250

Leu

Asn

Met

Leu

Gln
330

Leu

10

Ala

Asp

Tyr

Thr

Gly

Leu

Arg

235

Asn

Ala

Phe

Ser

Phe

315

Asp

Arg

Pro

Val

Arg

Ile
75

Asp

Ile

220

Thr

Gln

Phe

Ser

Leu

300

Leu

Val

Ile

Val

Met

60

Val

125

Lys

205

Tyr

Ala

Lys

Tyr

Asp

285

Met

Lys

Cys

Met

val

45

Ile

Arg

Ile

Lys

Ala

Pro

Ile

270

Leu

Asn

Asp

Val

Phe

30

Leu

Glu

Gly

Asn

Pro

Tyr

Lys

255

Cys

Lys

Lys

Ile

Ala

15

Gly

Gly

Gln

Glu

Thr

Tyr

Glu

240

His

His

Ser

Asn

Ile
320

Thr

Ile

Ser

Asp

Asp



Glu

Asp

Arg

Arg

Ser

145

Thr

Arg

Lys

Val

Asp

225

Ile

Gly

His

Gln

Val
305

Ala

Val

Phe

Ile

130

Ile

Arg

Ile

Asn

Lys

210

Ile

Ser

Ser

Pro

Leu

290

Arg

Ala

Leu

Asp

115

Leu

Arg

Ser

Leu

Lys

195

Cys

Lys

Phe

Lys

Asn

275

Val

Glu

Met

Asn

100

Ala

His

His

Ala

Leu

180

Asp

Lys

His

Asn

Glu

260

Phe

Ala

Val

Val

85

Arg

Leu

Ile

Ala

Glu

165

Ala

Tyr

Asp

Ser

Lys

245

Met

Arg

His

Gly

Glu

Leu

Ala

Glu

Ile

150

Gln

Gly

Met

Tyr

Ile

230

Arg

Val

Ala

Ala

Ala
310

Ser

Lys

Leu

Gly

135

Thr

His

Cys

Ser

Ile

215

Lys

Thr

Arg

Val

Gly

295

Phe

Val

Pro

Ala

120

Gly

Lys

Leu

Pro

Ile

200

Val

Met

Leu

Val

Lys

280

Cys

Gly
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Gly

Asp

105

Thr

Glu

Leu

Ile

Ser

185

Ile

Ala

Phe

Val

Met

265

His

Met

Thr

Leu

90

Ile

Ser

Val

Ala

Ser

170

Tyr

Arg

Leu

Glu

Leu

250

Arg

Val

Ile

Pro

Ala

Met

Ala

Ser

His

155

Met

Asp

Met

Gln

Leu

235

Phe

Lys

Pro

Gly

Val
315

Leu

Ile

Ala

Gly

140

Tyr

Cys

Lys

Trp

His

220

Thr

Pro

Lys

Phe

Asn

300

Ile

126

val

Val

Leu

125

Thr

His

Glu

Leu

Leu

205

Pro

Leu

Asn

Gly

Asp

285

Ser

Asn

Lys

His

110

Met

Ile

Val

Asp

Leu

190

Gly

Val

Asp

Ile

Ile

270

Gln

Ser

Leu

Leu

95

Gly

Asn

Asp

Cys

His

175

Ser

Asp

Thr

Ala

Asp

255

Glu

Phe

Cys

Gly

Pro

Asp

Ile

Asp

Cys

160

Asp

Ala

Asp

Thr

Leu

240

Ala

His

Ile

Gly

Thr
320



Arg

Ala

Lys

Arg

Lys

385

Asp

Thr

Lys

Ile

Cys

465

Gln

Ser

Trp

Gly

Gly
545

Gln

Asp

Gln

Ile

370

Lys

His

Asn

Tyr

Leu

450

Arg

Glu

Val

Val

Gln

530

Ile

Ile

Thr

Tyr

355

Leu

Phe

Ile

Leu

Thr

435

Gln

Ile

Gly

Asp

Asp

515

Gly

Gly

Gly

Gln

340

Pro

Lys

Cys

Leu

Arg

420

Gln

Met

Leu

Val

Leu

500

Asn

Lys

Gly

Arg

325

Asp

Cys

Phe

Phe

Glu

405

Val

Phe

Cys

Gly

Val

485

Arg

Asp

Gly

Gly

Glu

Lys

Ser

Leu

Pro

390

Thr

Ala

Asn

Val

Val

470

Leu

Thr

Gly

Gln

Ile
550

Thr

Ile

Lys

Lys

375

Pro

Leu

Ile

Pro

Glu

455

Gly

His

Pro

Asn

Glu

535

Ile

Gly

Leu

Ile

360

Ser

Val

Ser

Val

Lys

440

Ala

Ile

Ser

Leu

Cys

520

Asn

His

ES 2734276 T3

Glu

Gln

345

Tyr

Ile

Lys

Ala

Ser

425

Thr

Ala

Ser

Thr

Ser

505

Ala

Phe

Gln

Asn

330

Ala

Gly

Asp

Glu

Leu

410

Met

Tyr

Ala

Thr

Lys

490

Asp

Ala

Val

His

vVal

Leu

Asp

Leu

Asn

395

Ala

Lys

Glu

Glu

Gly

475

Leu

Thr

Met

Thr

Glu
555

Leu

His

Gly

Gln

380

Ile

Val

Gly

Glu

Ala

460

Gly

Ile

Leu

Ala

Leu

540

Leu

127

His

Leu

Asn

365

Glu

Ser

Glu

Arg

445

Val

Arg

Gln

His

Glu

525

Ile

Ile

vVal

Gln

350

Ala

Pro

Gln

Leu

Ile

430

Ile

Lys

Val

Glu

Leu

510

Arg

Thr

His

Arg

335

Phe

Val

Leu

Asp

Gly

415

vVal

Ser

Leu

Asn

Trp

495

Pro

Lys

Gly

Gly

Asp

Gly

Pro

Gln

Ile

400

Gly

Lys

Leu

Asn

Pro

480

Asn

Val

Phe

Thr

Ser
560
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Leu

Leu
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Ile

Leu

Ser
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Ala

705

Ile
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Met

Leu

610

His

Leu

His
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Ser
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Leu
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Cys

Ala
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Val

Leu

Arg

Thr

Tyr

675

Val

Leu

<212> PRT
<213> Homo sapiens
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Met
1

Cys

Lys

Glu

Asn

Thr

Ala

Ser

580

Leu

Glu

Ile

Thr

Met

660

Ile

Gln

Gly

Ala

565

Cys

Gln

Gly

Gln

Ala

645

Asn

His

Asp

Ala

Glu

Gly

Arg

Met

Ala

630

Gly

Pro

Ile

Val

Ala
710

Leu

Ser

Glu

Ser

615

Ala

Thr

Ser

Val

Asp

695

Ser

Gly
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Ala

600

Val

Lys
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Leu

Lys

680

Val
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Lys Asn Gly Asn Asn Arg

5

Arg Ala Asp Tyr Ser
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Glu Pro Glu Phe Phe

35

Lys

Glu
40
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Gly
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Lys

Pro

Leu

Leu

Val

665

Asp

Val

Val
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Leu
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Leu

Leu

570

Cys

Lys

Lys

Gly

Gly

650

Ile

Val

Val

Leu

Leu Arg Val
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vVal

Ile

Leu

Asp

Asn

635

Leu

Leu

Ile

Ser

Asp
715

Val Ser

Glu Ala

His Asp
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Glu Ala
620

val Lys

Gly Val

Ser Gly

Arg Gln
685

Asp Leu
700

Tyr Thr

Leu

Tyr

590

Glu

Val

Ala
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vVal

670

Gln

Val

Thr

Asp

575

Ala

Asp

Gly

Gln

Asn

655

Leu

Ala
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Arg
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Gly

Ser

Leu

Ala
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640

Ile

Ala

Leu

Pro

Arg
720

Cys Val Ala Thr

Ala Pro Ile Met Phe Gly Ile

30

Asp Val Val val Leu Gly Ser

45
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His

Asp

65

Glu

Asp

Arg

Arg

Ser

145

Thr

Arg

Lys

Val

Asp

225

Ile

Gly

Leu

50

Phe

Ala

vVal

Phe

Ile

130

Ile

Arg

Ile

Asn

Lys

210

Ile

Ser

Ser

Pro

Ile

Asp

Ala

Leu

Asp

115

Leu

Arg

Ser

Leu

Lys

195

Ser

Lys

Phe

Lys

Asn
275

Asp

Ile

Met

Asn

100

Ala

His

His

Ala

Leu

180

Asp

Lys

His

Asn

Glu

260

Phe

Asp

Asn

Val

85

Arg

Leu

Ile

Ala

Glu

165

Ala

Tyr

Asp

Ser

Lys

245

Met

Arg

Tyr

Thr

70

Glu

Leu

Ala

Glu

Ile

150

Gln

Gly

Met

Tyr

Ile

230

Arg

Val

Ala

Gly

55

Arg

Ser

Lys

Leu

Gly

135

Thr

His

Cys

Ser

Ile

215

Lys

Thr

Arg

Val

Asn

Leu

Val

Pro

Ala

120

Gly

Lys

Leu

Pro

Ile
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Val

Met

Leu

Val

Lys
280
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Thr
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Thr

Glu

Leu

Ile

Ser

185

Ile

Ala

Phe

Val

Met

265

His

Tyr

Thr

Leu

90

Ile

Ser

Val

Ala

Ser

170

Tyr

Arg

Leu

Glu

Leu

250

Arg

Val

Arg

Ile

75

Ala

Met

Ala

Ser

His

155

Met

Asp

Met

Gln

Leu

235

Phe

Lys

Pro

Met

60

Val

Leu

Ile

Ala

Gly

140

Tyr

Cys

Lys

Trp

His

220

Thr

Pro

Lys

Phe

129

Ile

Arg

Val

Vval

Leu

125

Thr

His

Glu

Leu

Leu

205

Pro

Leu

Asn

Gly

Asp
285

Glu

Gly

Lys

His

110

Met

Ile

val

Asp

Leu

190

Gly

Val

Asp

Ile

Ile

270

Gln

Gln

Glu

Leu

95

Gly

Asn

Cys

His

175

Ser

Asp

Thr

Ala

Asp

255

Glu

Phe

Asp

Asp

80

Pro

Asp

Ile

Asp

Cys

160

Asp

Ala

Asp

Thr

Leu

240

Ala

His
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Val

305

Arg

Ala

Lys

Arg

Lys

385

Asp

Thr

Lys

Ile

Cys

465

Arg

Ser

Trp

Leu

290

Arg

Gln

Asp

Gln

Ile

370

Lys

His

Asn

Tyr

Leu

450

Arg

Glu

Val

Val

Val

Glu

Ile

Thr

Tyr

355

Leu

Phe

Ile

Leu

Thr

435

Gln

Ile

Gly

Asp

Asp
515

Ala

Val

Gly

Gln

340

Pro

Lys

Cys

Leu

Arg

420

Gln

Met

Leu

Ile

Leu

500

Asn

His

Gly

Arg

325

Asp

Cys

Phe

Phe

Glu

405

Val

Phe

Cys

Gly

Val

485

Arg

Asp

Ala

Ala

310

Glu

Lys

Ser

Leu

Pro

390

Thr

Ala

Asn

Val

Val

470

Leu

Thr

Gly

Gly

295

Phe

Thr

Ile

Lys

Lys

375

Pro

Leu

Ile

Pro

Glu

455

Gly

His

Pro

Asn

Cys
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Gly

Leu

Ile

360

Ser

Val

Ser

Val

Lys

440

Ala

Ile

Ser

Leu

Cys
520
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Met

Thr

Glu

Gln

345

Tyr

Ile

Lys

Ala

Ser

425

Thr

Ala

Ser

Thr

Ser

505

Ala

Ile

Pro

Asn

330

Ala

Gly

Glu

Leu

410

Met

Tyr

Ala

Thr

Lys

490

Asp

Ala

Gly

Val

315

Val

Leu

Asp

Leu

Asn

395

Ala

Lys

Glu

Glu

Gly

475

Leu

Thr

Leu

Asn

300

Ile

Leu

His

Gly

Gln

380

Ile

Val

Gly

Glu

Ala

460

Gly

Ile

Leu

Ala

130

Ser

Asn

His

Leu

Asn

365

Glu

Ser

Asp

Glu

Arg

445

Val

Arg

Gln

His

Glu
525

Ser

Leu

Val

Gln

350

Ala

Pro

Gln

Leu

Ile

430

Ile

Lys

Val

Glu

Leu

510

Arg

Cys

Gly

Arg

335

Phe

val

Leu

Asp

Gly

415

Val

Asn

Leu

Asn

Trp

495

Pro

Lys

Gly

Thr

320

Asp

Gly

Pro

Gln

Ile

400

Gly

Lys

Leu

Asn

Pro

480

Asn

Val

Phe
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Gly

Gly

545

Ser

Pro

Gly

Leu

Leu

625

Ile

Leu

Ser

Ser

Ala

705

Ile

Gln

530

Ile

Phe

Asp

Met

Leu

610

His

Leu

His

His

Ser

690

Leu

Tyr

<210> 60

<211> 427

Gly

Gly

Cys

Cys

Ala

595

Val

Leu

Arg

Thr

Tyr

675

Val

Leu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 60
Met Ser Lys Gly Leu Pro Ala Arg Gln Asp Met Glu Lys Glu Arg Glu

1

Lys

Gly

Ala

Ser

580

Leu

Glu

Ile

Thr

Met

660

Ile

Gln

Gly

Gly

Gly

Ala

565

Cys

Gln

Gly

Gln

Ala

645

Asn

His

Asp

Ala

5

Leu

Ile

550

Glu

Gly

Arg

Met

Ala

630

Gly

Pro

Ile

Val

Ala
710

Glu

535

Ile

Leu

Ser

Glu

Ser

615

Ala

Thr

Ser

Val

Asp
695

Asn

His

Gly

His

Ala

600

Val

Lys

Ala

Leu

Lys

680

Val

Met

ES 2734276 T3

Phe
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Gly

585

Lys

Pro

Leu

Leu

Val

665

Asp

Val

Val

Val

His

Leu

570

Cys

Lys

Lys

Gly

Gly

650

Ile

Val

Val

Leu

10

Thr

Glu

555

val

Ile

Leu

Asp

Asn

635

Leu

Leu

Ile

Ser

Asp
715

Leu

540

Leu

val

Glu

His

Glu

620

Ala

Gly

Ser

Arg

Asp

700

Tyr

131

Ile

Ile

Ser

Ala

Asp

605

Ala

Lys

Val

Gly

Gln

685

Leu

Thr

Thr

His

Leu

Tyr

590

Glu

Val

Ala

Val

val

670

Gln

Val

Thr

Gly

Gly

Asp

575

Ala

Asp

Gly

Gln

Asn

655

Leu

Ala

Asp

Arg

15

Thr

Ser

560

Gly

Ser

Leu

Ala

Ser

640

Ile

Ala

Leu

Pro

Arg
720



Thr

Val

Phe

Val

65

Thr

Gly

Lys

Arg

Trp

145

Met

Arg

Met

Leu

Leu

225

Glu

Leu

Ala

Thr

50

Trp

Phe

Gly

Cys

Thr

130

Arg

Asp

Pro

Met

Ala

210

Gln

Gly

Gln

Phe

35

Cys

Leu

Glu

Glu

Ala

115

Ile

Ala

Gln

Gln

Leu

195

Gly

His

Gly

Ala

20

Trp

Leu

Gln

Arg

Phe

100

Phe

Phe

Thr

Ile

Leu

180

Leu

Lys

vVal

Lys

Trp

Met

Gly

Gly

Phe

85

Leu

Val

Ser

Gly

Val

165

Gln

Asn

Tyr

Gln

Glu
245

Lys

Glu

Arg

Arg

70

Arg

Leu

Leu

Glu

Glu

150

His

Gly

Leu

Ala

Arg

230

Leu

Glu

His

Glu

55

Gln

His

Arg

Thr

Cys

135

Val

Trp

Ala

Val

Glu

215

Asp

Pro

Arg

Ser

40

Gly

Val

Ala

Tyr

Arg

120

Phe

Arg

Val

Pro

Glu

200

Leu

Gly

Gly
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Val

25

His

Arg

Trp

Gln

Ala

105

Asp

Tyr

Tyr

Gln

Ala

185

Gln

Gly

Gln

Cys

Gly

Asp

Val

Met

Leu

90

Arg

Gly

Thr

Gln

Glu

170

Ala

Leu

Asp

Ala

Leu
250

Gln

Gln

Tyr

Tyr

75

Leu

Val

Arg

Met

Thr

155

Asp

Glu

Gly

Trp

Val

235

Gly

Glu

Glu

Asp

Cys

Asp

Ala

Pro

Ala

140

Glu

Ala

Pro

Glu

Cys

220

Leu

Arg

132

Leu

His

45

Asp

Arg

Ala

Pro

Val

125

Met

Ala

Ser

Met

Ala

205

Ala

Glu

Gln

Asp

Gly

Leu

Leu

Ala

Pro

110

Lys

Asn

Val

Gly

Ala

190

Asp

Arg

Asn

Gln

Arg

Gly

Lys

Tyr

Lys

95

Gly

Val

Glu

Glu

Leu

175

Val

Glu

Arg

Val

Asn
255

Val

Phe

Tyr

Arg

80

Ala

Lys

Gln

Leu

Met

160

Gly

Pro

Glu

Ile

Ser

240

Pro
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Gly

Lys

Leu

Phe

305

Lys

Tyr

Ala

Phe

Gly

385

Glu

Pro

His

Gly

Pro

290

Gln

Leu

Ser

Glu

Gly

370

Pro

Glu

Ala

<210> 61

<211> 358

Thr

Asp

275

Phe

Asp

Trp

Asp

Tyr

355

Tyr

Phe

Met

Pro

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 61
Pro Leu Glu Leu Glu Leu Cys Pro

1

Leu

260

Pro

His

Ala

Trp

Ser

340

Thr

Leu

Lys

Leu

Thr
420

Glu

Glu

Ser

Asp

Pro

325

Gly

Phe

Ser

Gly

Gly

405

Pro

5

Ala

Leu

Gly

Asn

310

His

Asp

Arg

Arg

Cys

390

Ala

Ala

Gly Trp

Arg Ala
280

Trp ASp
295

Phe Cys

Ser Glu

Pro Val

Gln Phe

360

Glu Gly

375

Phe His

Leu Leu

Cys Arg

Pro Cys Phe Ile Ile Ala Glu Ile

20

Asp Val Ala Lys Arg Met Ile Arg
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Phe

265

His

Pro

Pro

Ala

Leu

345

Arg

Lys

Val

Ser

Gly
425

Gly

Gly
25

Met

Leu

Val

Asp

Thr

Met

330

Leu

Asp

Val

Pro

Arg

410

Ala

Leu

Ile

His

Gln

315

Ile

Arg

Pro

Ala

Arg

395

Pro

Glu

Arg

Asp

Gly

300

Leu

Ala

Leu

Glu

Leu

380

Cys

Ala

His

Lys

285

Gly

Glu

Phe

Phe

Tyr

365

Ser

Leu

Pro

Cys

270

Phe

Leu

Trp

Leu

Tyr

350

Gly

Ile

Ala

Ala

Ile

Leu

Phe

Ala

Met

335

Gln

Glu

Lys

Met

Pro
415

Arg

Leu

Tyr

Met

320

Gly

Val

Trp

Gly

Cys

400

Ser

Arg Trp Val Gly Gly Gln His

10

15

Gln Asn His Gln Gly Asp Leu

30

Ala Lys Glu Cys Gly Ala Asp

133



Cys

Ala
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Gly

Leu

Met

Phe

Thr

145

Met

Asn

Asp

Ile

Ala

225

Asp

Glu

Gly

Ala

50

Leu

Glu

Gln

Asp

Lys

130

Ala

Asp

Phe

val

Pro

210

Ala

Lys

Leu

Ser

35

Lys

Glu

His

Arg

Glu

115

Val

Lys

Thr

Cys

Asn

195

Ile

Val

Thr

Ala

Pro
275

Phe

Arg

Lys

Tyr

100

Met

Gly

Lys

Met

Phe

180

Leu

Gly

Ala

Trp

Glu

260

Thr

Gln

Pro

Arg

85

Ala

Ala

Ser

Gly

Lys

165

Leu

Arg

Tyr

Leu

Lys

245

Leu

Lys

Lys

Tyr

70

His

Glu

Val

Gly

Arg

150

Gln

Gln

Val

Ser

Gly

230

Gly

Val

Gln

Ser

55

Thr

Leu

Glu

Glu

Asp

135

Pro

vVal

Cys

Ile

Gly

215

Ala

Ser

Arg

Leu

40

Glu

Glu

val

Phe

120

Thr

Tyr

Thr

Ser

200

His

Lys

Asp

Leu
280

Leu

Lys

Phe

Gly

105

Leu

Asn

val

Gln

Ser

185

Glu

Glu

Val

His

vVal

265

Pro
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Glu

His

Ser

90

Ile

His

Asn

Ile

Ile

170

Ala

Tyr

Thr

Leu

Ser

250

Arg

Cys

Phe

Ser

His

Phe

Glu

Phe

Ser

155

val

Tyr

Gln

Gly

Glu

235

Ala

Leu

Glu

Lys

60

Trp

Asp

Phe

Leu

Pro

140

Ser

Lys

Pro

Lys

Ile

220

Arg

Ser

Val

Met

45

Phe

Gly

Gln

Thr

Asn

125

Tyr

Gly

Pro

Leu

Leu

205

Ala

His

Leu

Glu

Ala
285

134

Asn

Lys

Tyr

Ala

110

Val

Leu

Met

Leu

Gln

190

Phe

Ile

Ile

Arg

Thr

Arg

95

Ser

Pro

Glu

Gln

Asn

175

Pro

Pro

Ser

Thr

Glu Pro

Arg
270

Cys

Ala

Asn

Lys

Tyr

80

Glu

Gly

Phe

Lys

Ser

160

Pro

Glu

Asp

Val

Leu

240

Gly

Leu

Glu
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Lys

Ile

305

Tyr

Thr

Gly

Leu

290

Leu

Pro

Val

Lys

<210> 62

<211> 432

Gly

Thr

Pro

Glu

Lys
355

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 62

Met

1

Gly

Ala

Ala

Ala

65

Gly

Asn

Thr

Asp

Arg

Gly

Arg

Gly

Val

Val

Ser

Ala

Pro

Arg

Gly

vVal

Phe

Ala

Lys
115

Lys

Met

Glu

Glu

340

Ile

Leu

Ser

20

Gly

Gly

Pro

Gln

Lys

100

Asp

Ser

Asp

Asp

325

Asp

Lys

Glu

Arg

Leu

Ser

Leu

Ser

85

Gln

Ser

val

Met

310

Ile

Asp

Ser

Lys

Gly

Glu

Lys

Ile

70

val

Phe

Ser

val

295

Leu

Phe

Thr

Gly

Arg

Lys

Gly

Gly

Trp

Gly

Thr

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Pro

Pro

40

Ile

Trp

Val

Ala

Ser
120
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Lys

vVal

Leu

Met
345

Val

Pro

25

Pro

Pro

Val

Ser

Gln

105

Leu

Vval

Lys

Val

330

Glu

Thr

10

Lys

His

Leu

Leu

Thr

90

Val

Asp

Lys

Val

315

Gly

Glu

Ser

Leu

Leu

Lys

Arg

75

Asp

His

Ala

Ile

300

Gly

Lys

Leu

Gly

Gln

Ala

Asn

60

Ala

His

Arg

Ile

135

Pro

Glu

Lys

Val

Pro

Arg

Ala

45

Ile

Ala

Asp

Arg

vVal
125

Glu

Pro

Val

Asp
350

Ala

Ser

30

Leu

Lys

Leu

Glu

Ser

110

Glu

Gly

Lys

Leu

335

Asn

Pro

15

Arg

Val

Arg

Asp

Ile

95

Ser

Phe

Thr

Gly

320

Val

His

Arg

Gly

Leu

Leu

Ala

80

Glu

Glu

Leu



Asn

Pro

145

Glu

Arg

Asn

Leu

Met

225

Glu

Gln

Ile

Ile

Asp

305

Leu

Leu

Asp

Leu

Tyr

130

Cys

Glu

Trp

Leu

Tyr

210

Gly

His

Arg

Tyr

290

Ala

Ile

Asp

Glu

Gly

His

Leu

Gly

Ser

Asn

195

Glu

Tyr

Ser

Val

Leu

275

Val

Ile

Ser

Cys

Trp

355

Asn

Asn

His

Tyr

Glu

180

Pro

Leu

Val

Leu

260

Leu

Ser

Gly

Glu

Lys

340

Arg

Glu

Glu

Pro

Asp

165

Ile

Ala

Gly

Gln

Asp

245

Arg

Val

Gly

Ile

Arg

325

Thr

Lys

Val

Val

Thr

150

Ser

Gln

Lys

Ser

Gly

230

Ile

Phe

Asp

Ser

310

Ala

Glu

Glu

Asp

135

Asp

Val

Lys

Arg

Phe
215

Gln

295

Leu

Cys

Val

Met

Asp

Leu

Phe

Gly

Pro

200

Tyr

Val

Tyr

Ile

280

Leu

Ser

Ser

Gly

360

Glu

Val

Gln

Ser

Val

185

Arg

Phe

Met

Asp

Phe

265

Glu

Lys

Lys

Val

345

Leu

Glu
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Gly

Lys

Val

170

Arg

Arg

Ala

Ala

Ile

250

Gly

Gly

Ile

Lys

Gln

330

Ser

Cys

Cys

Asn

Val

155

Val

Glu

Gln

Tyr
235

Asp

Lys

Ile

Ser

315

Thr

Asp

Trp

Leu

Ile

140

Ala

Arg

Val

Asp

Arg

220

Trp

Glu

Leu

Ser

300

Gly

Leu

Lys

Gln

Glu

Arg

Thr

Trp

205

Glu

Pro

Lys

Thr

285

Tyr

Ile

Ser

Leu

Glu

365

Arg

136

Ala

Met

His

Glu

190

Asp

Leu

Met

Ile

Leu
270

Glu

Ala

Ala

350

val

Val

Thr

Ile

Gln

175

Pro

Gly

Ile

Arg

Ala

255

Lys

Gly

Val

Val

Leu

335

Thr

Ala

Gly

Ser

Arg

160

Phe

Leu

Glu

Glu

Ala

240

Glu

Glu

Arg

320

Lys

Val

Tyr

Leu
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Ser
385

Tyr

Glu

370

Ala

Ile

His

<210> 63

<211> 434
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 63

Met

1

Gly

Gly

Ile

His

65

Asp

Ile

Ser

Phe

Thr
145

Asp

Arg

Gly

Leu

50

Leu

Ser

Glu

Glu

Leu

130

Ser

Val

Cys

Ile

Ser

Pro

Gln

35

Ala

Ala

Gly

Asn

Val

115

Asn

Pro

Pro

Lys

Phe
420

val

Ser

20

Gly

Arg

Gly

Ala

val

100

Ser

Tyr

Cys

Ala

Cys

405

Leu

Glu

Arg

Arg

Gly

Val

Phe

85

Ala

Lys

His

Leu

Asp
390

Ser

Leu

Lys

Gly

Gly

Gly

Pro

70

Gln

Lys

Asp

Asn

His
150

375

Ala Cys

Gly Gly

Ile Glu

Gly

Arg

Val

Ser

55

Leu

Ser

Gln

Ser

Glu

135

Pro

Ala

Pro

Glu

40

Lys

Ile

Val

Phe

Ser

120

Val

Thr
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Ser

Arg

Lys
425

Ala

Pro

25

Lys

Gly

Gly

Trp

Gly

105

Thr

Asp

Asp

Gly

Gly

410

Val

Thr

10

Lys

Pro

Ile

Trp

Val

90

Ala

Ser

Ile

Leu

Ala

395

Ala

Asn

Ser

Leu

Pro

Pro

Val

75

Ser

Gln

Leu

Val

Gln
155

380

Gln

Ile

Asn

val

Gln

His

Leu

60

Leu

Thr

val

Asp

Gly

140

Lys

137

Lys Ala

Arg

Ser

Ser

Arg

Leu

45

Lys

Arg

Asp

His

Ala

125

Asn

Val

Glu

Cys
430

Asn

Asn

30

Ala

Asn

Ala

His

Arg

110

Ile

Ile

Ala

Val

Phe

415

Gln

Pro

15

Ser

Ala

Ile

Ala

Asp

95

Arg

Ile

Gln

Glu

Gly
400

Ala

Lys

Arg

Arg

Leu

Lys

Leu

80

Glu

Ser

Glu

Ala

Met
160



Ile

Gln

Pro

Gly

Ile

225

Arg

Ala

Lys

Gly

Val

305
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir al menos un polipéptido glicosilado que tiene un patrén de glicosilacion adecuado
para fines terapéuticos, que comprende las etapas de:

(i) cultivar una microalga transformada de Phaeodactylum tricornutum, que comprende una secuencia de
nucledtidos operativamente unida a un promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en donde dicha
secuencia de nucleétidos codifica un polipéptido glicosilado que se expresa en las microalgas transformadas para
obtener la expresion de dicho al menos un polipéptido glicosilado, y,

(ii) seleccionar dicho al menos un polipéptido glicosilado para determinar el patron de glicosilacion de dicho al
menos un polipéptido glicosilado y para seleccionar el al menos un polipéptido glicosilado que tiene al menos una
estructura de MangGIcNAc,; a MansGIcNAc, que no comprende xilosa con enlaces 3(1,2) y/o fucosa con enlaces
a(1,3),

en donde dichas microalgas transformadas no comparten ninguna actividad de ((1,2) xilosil transferasa y/o a(1,3)
fucosil transferasa antes de transformarse, y no comparten ninguna actividad de manosiltransferasa que conduce a
proteinas hipermanosiladas que resultan de la adicion de manosa a la estructura de glicano.

2. El método segun la reivindicacion 1, en donde el polipéptido glicosilado se selecciona del grupo que
comprende un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos primaria de un polipéptido glicosilado humano,
una secuencia de aminoacidos primaria de un polipéptido glicosilado no humano, una secuencia de aminoacidos
primaria de un anticuerpo o un fragmento activo del mismo, y/o una secuencia de aminoacidos primaria de un
polipéptido glicosilado no mamifero.

3. El método segun la reivindicacion 2, en donde dicho polipéptido glicosilado expresado en las microalgas
transformadas es eritropoyetina, una citoquina, un anticuerpo, un factor de coagulacion, una hormona, una beta-
glucocerebrosidasa, una pentraxina-3, o un anti-TNF.

4. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dichas microalgas transformadas
comprenden ademas una secuencia de nucleétidos unida operativamente a un promotor que impulsa la expresién
en dichas microalgas, en donde dicha secuencia de nucledtidos codifica una enzima N-acetilglucosaminiltransferasa
I (Gnt I) que se expresa en las microalgas transformadas.

5. El método segun la reivindicacion 4, en donde dichas microalgas comprenden ademas una secuencia de
nucledtidos operativamente unida a un promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en donde dicha
secuencia de nucleotidos codifica una manosidasa Il que se expresa en las microalgas transformadas.

6. El método segun la reivindicacion 5, en donde dichas microalgas transformadas comprenden ademas una
secuencia de nucleétidos operativamente unida a un promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en
donde dicha secuencia de nucledtidos codifica una enzima N-acetilglucosaminiltransferasa Il que se expresa en las
microalgas transformadas.

7. El método segun la reivindicacion 6, en donde dichas microalgas transformadas comprenden ademas una
secuencia de nucleétidos operativamente unida a un promotor que impulsa la expresion en dichas microalgas, en
donde dicha secuencia de nucledtidos codifica al menos una enzima seleccionada entre N-
acetilglucosaminiltransferasa Il, 1ll, 1V, V y VI que se expresa en las microalgas transformadas.

8. El método segun las reivindicaciones 6 ¢ 7, en donde dichas microalgas transformadas comprenden
ademas una secuencia de nucleétidos unida operativamente a un promotor que impulsa la expresiéon en dichas
microalgas, en donde dicha secuencia de nucledtidos codifica al menos una enzima glicosiltransferasa seleccionada
entre galactosiltransferasa, fucosiltransferasa y sialiliransferasa, que se expresa en las microalgas transformadas.
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