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ES 2734 652 T3

DESCRIPCION
Oligorribonuclestidos inmunoestimulantes que contienen Gy U

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere por lo general al campo de la inmunologia y la estimulacion inmunitaria. De forma
mas particular, la presente invencion se refiere a acidos ribonucleicos inmunoestimulantes, homadlogos de dichos
acidos ribonucleicos inmunoestimulantes, y procedimientos de uso de dichos acidos ribonucleicos
inmunoestimulantes y homdlogos. Se cree que las composiciones y procedimientos de la invencién son utiles para
inducir la sefalizacion a través del receptor 7 de tipo Toll (TLR7) y el receptor 8 de tipo Toll (TLRS8).

Antecedentes de la invencion

La respuesta inmunitaria se divide conceptualmente en inmunidad innata e inmunidad adaptativa. Se cree que la
inmunidad innata implica el reconocimiento de patrones moleculares asociados con agentes patégenos (PAMP)
compartidos en comun con ciertas clases de moléculas expresadas por microorganismos infecciosos o
macromoléculas extrafas. Se cree que los PAMP se reconocen por receptores de reconocimiento de patrones
(PRR) en ciertas células inmunitarias.

Los receptores de tipo toll (TLR) son una familia de polipéptidos altamente conservados que desempefian un papel
critico en la inmunidad innata en mamiferos. En la actualidad, se han identificado diez miembros de la familia,
denominados TLR1 - TLR10. Los dominios citoplasmaticos de los diversos TLR se caracterizan por un dominio
receptor (TIR) de Toll-interleuquina 1 (IL-1). Medzhitov R y col. (1998) Mol Cell 2: 253-8. El reconocimiento de la
invasion microbiana por los TLR desencadena la activacion de una cascada de sefalizacién que esta conservada de
forma evolutiva en Drosophila y mamiferos. Se ha informado que la proteina MyD88 adaptadora que contiene el
dominio TIR se asocia con los TLR y recluta la quinasa asociada al receptor IL-1 (IRAK) y el factor 6 asociado a
receptores (TRAF6) de factor de necrosis tumoral (TNF) a los TLR. Se cree que la ruta de sefalizacién dependiente
de MyD88 conduce a la activacion de factores de transcripcion de NF-kB y proteinas quinasas activadas por
mitdgenos (MAPK) de quinasa c-Jun NH; terminal (Jnk), etapas criticas en la activacion inmunitaria y la produccion
de citoquinas inflamatorias. Para una revision, véase Aderem A y col. (2000) Nature 406: 782-87.

Aunque se ha informado de un nimero especifico de ligandos de TLR, aun quedan por identificar ligandos para
algunos TLR. Los ligandos para TLR2 incluyen peptidoglucanos y lipopéptidos. Yoshimura A y col. (1999) J Immunol
163: 1-5; Yoshimura A y col. (1999) J Immunol 163: 1-5; Aliprantis AO y col. (1999) Science 285: 736-9. Se ha
informado que el ARN bicatenario derivado de virus (ARNdSs) y poli I:C, un analogo sintético del ARNds, son ligandos
de TLRS3. Alexopoulou L y col. (2001) Nature 413: 732-8. El lipopolisacarido (LPS) es un ligando para TLR4. Poltorak
Ay col. (1998) Science 282: 2085-8; Hoshino K y col. (1999) J Immunol 162: 3749-52. La flagelina bacteriana es un
ligando para TLR5. Hayashi F y col. (2001) Nature 410:1099-1103. Se ha informado que el peptidoglucano es un
ligando no solamente para TLR2 sino también para TLR6. Ozinsky A y col. (2000) Proc Natl Acad Sci USA
97:13766-71; Takeuchi O y col. (2001) Int Immunol 13: 933-40. Se ha informado que el ADN bacteriano (ADN CpG)
es un ligando de TLR9. Hemmi H y col. (2000) Nature 408: 740-5; Bauer Sy col. (2001) Proc Natl Acad Sci USA 98,
9237-42. Todos los ligandos de TLR enumerados anteriormente incluyen ligandos naturales, es decir, ligandos de
TLR encontrados en la naturaleza como moléculas expresadas por microorganismos infecciosos.

Los ligandos naturales para TLR1, TLR7, TLR8 y TLR10 no se conocen, aunque recientemente se informé que
ciertos compuestos sintéticos de bajo peso molecular, las imidazoquinolonas imiquimod (R-837) y resiquimod (R-
848), eran ligandos de TLR7. Hemmi H y col. (2002) Nat Immunol 3: 196-200.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se define por las reivindicaciones adjuntas. La invencion esta basada en parte en el nuevo
descubrimiento por los inventores de ciertos ARN inmunoestimulantes y moléculas de tipo ARN (en lo sucesivo en el
presente documento, simplemente "ARN"). Los inventores creen que las moléculas de ARN inmunoestimulante
desveladas en el presente documento requieren una secuencia de bases que incluya al menos una guanina (G) y al
menos un uracilo (U), en las que, opcionalmente, la al menos una G puede ser una variante u homélogo de G y/o el
al menos un U puede ser independientemente una variante u homologo de U. De forma sorprendente, las moléculas
de ARN inmunoestimulante desveladas en el presente documento pueden ser monocatenarias o al menos
parcialmente bicatenarias. También de forma sorprendente, las moléculas de ARN inmunoestimulante desveladas
en el presente documento no requieren un motivo de CpG para ejercer su efecto inmunoestimulante. Sin que
signifique que se queda ligado por ninguna teoria 0 mecanismo en particular, los inventores creen que las moléculas
de ARN inmunoestimulante desveladas en el presente documento sefializan a través de una ruta dependiente de
MyD88, probablemente a través de un TLR. También sin que signifique que se queda ligado por ninguna teoria o
mecanismo en particular, los inventores creen que las moléculas de ARN inmunoestimulante de la invencién
interactian con y sefalizan a través de TLR8, TLR7, o algin otro TLR que aun esta por identificar.

Los inventores también creen que las moléculas de ARN inmunoestimulante desveladas en el presente documento
son representativas de la clase de moléculas de ARN encontradas en la naturaleza, que pueden inducir una
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respuesta inmunitaria. Sin que signifique que se queda ligado a ninguna teoria 0 mecanismo en particular, los
inventores creen que la clase correspondiente de moléculas de ARN encontradas en la naturaleza esta presente en
el ARN ribosémico (ARNr), ARN de transferencia (ARNt), ARN mensajero (ARNm), y ARN viral (ARNv). A este
respecto se debe observar que las moléculas de ARN inmunoestimulante desveladas en el presente documento
pueden ser tan pequefias como de 5-40 nucledtidos de longitud. Tales moléculas de ARN cortas entran dentro del
intervalo de los ARN mensajeros de longitud completa que se describe que son utiles en la transfeccion de células
dendriticas para inducir una respuesta inmunitaria a antigenos de cancer. Véase, por ejemplo, Boczkowski D y col.
(1996) J Exp Med 184: 465-72; Mitchell DA y col. (2000) Curr Opin Mol Ther 2: 176-81.

También se ha descubierto de acuerdo con la presente descripcion que las moléculas de ARN inmunoestimulante de
la invencion se pueden combinar de forma ventajosa con ciertos agentes que estimulan la estabilizacion del ARN,
formacion de grupos locales de las moléculas de ARN, y/o trafico de las moléculas de ARN en el compartimento
endosémico de las células. En particular, se ha descubierto que ciertos lipidos y/o liposomas son utiles a este
respecto. Por ejemplo, parece que ciertos lipidos catidnicos, incluyendo en particular metil-sulfato de N-[1-(2,3-
dioleoiloxi)-propil]-N,N,N-trimetilamonio (DOTAP), son especialmente ventajosos cuando se combinan con las
moléculas de ARN inmunoestimulante desveladas en el presente documento. Como otro ejemplo, la conjugacion
covalente de una fraccién de colesterilo con el ARN, por ejemplo en el extremo 3’ del ARN, estimula el efecto
inmunoestimulante del ARN, incluso en ausencia de lipido catiénico.

La descripcion proporciona composiciones de materia y procedimientos relacionados con las moléculas de ARN
inmunoestimulante desveladas en el presente documento. Las composiciones y procedimientos son Utiles, entre
otros, para activar las células inmunitarias in vivo, in vitro, y ex vivo; para tratar infecciones; para tratar cancer; para
preparar una composicion farmacéutica; para identificar un receptor diana para el ARN inmunoestimulante; y para
identificar sistematicamente y para caracterizar compuestos inmunoestimulantes adicionales. Ademas, las
composiciones de material y procedimientos relacionados con las moléculas de ARN inmunoestimulante se pueden
combinar de forma ventajosa con otras composiciones inmunoestimulantes de materia y procedimientos
relacionados contables otras composiciones inmunoestimulantes de materia.

En un aspecto, la descripcidon proporciona una composicién inmunoestimulante. La composicién inmunoestimulante
incluye un oligémero de ARN aislado de 5-40 nucledtidos de longitud que tiene una secuencia de bases que tiene al
menos una guanina (G) y al menos un uracilo (U) y, opcionalmente, un lipido cationico. El oligdmero de ARN puede
ser de origen natural o no natural. En una realizacion, un oligoémero de ARN se puede obtener del ARN procariético y
en otra realizacion se puede obtener del ARN eucariético. Ademas, el oligémero de ARN de origen natural puede
incluir una parte de un ARN ribosémico. Un oligémero de ARN de origen no natural puede incluir una molécula de
ARN sintetizada fuera de una célula, por ejemplo, usando técnicas quimicas conocidas por los expertos en la
materia. En una realizacion, un oligémero de ARN puede incluir un derivado de un oligémero de ARN de origen
natural.

En una realizacion, el oligémero de ARN aislado es un ARN rico en G y U como se define a continuacion.

En una realizacion, el ARN inmunoestimulante que contiene G y U es una molécula de ARN aislado de al menos 5
nucledtidos de longitud que incluye una secuencia de bases como se proporciona con 5-RURGY-3', en la que R
representa purina, U representa uracilo, G representa guanina, e Y representa pirimidina. En una realizacion, el ARN
inmunoestimulante que contiene G y U es una molécula de ARN aislado de al menos 5 nucleétidos de longitud que
incluye una secuencia de bases como se proporciona con 5-GUAGU-3', en la que A representa adenina. En una
realizacion, el ARN inmunoestimulante que contiene G y U es una molécula de ARN aislada que incluye una
secuencia de bases como se proporciona con 5-GUAGUGU-3'.

En una realizacion, el ARN inmunoestimulante que contiene G y U es una molécula de ARN aislado de al menos 5
nucledtidos de longitud que incluye una secuencia de bases como se proporciona con 5 -GUUGB-3', en la que B
representa U, G, o C.

En una realizacion, el ARN inmunoestimulante que contiene G y U es una molécula de ARN aislado de al menos 5
nucleétidos de longitud que incluye una secuencia de bases como se proporciona con 5-GUGUG-3'.

En otras realizaciones la molécula de ARN aislada puede contener multiplos de cualquiera de las secuencias
mencionadas anteriormente, combinaciones de cualquiera de las secuencias mencionadas anteriormente, o
combinaciones de cualquiera de las secuencias mencionadas anteriormente incluyendo multiplos de cualquiera de
las secuencias mencionas anteriormente. Los multiplos y combinaciones se pueden unir directamente o se pueden
unir indirectamente, es decir, a través de un nucledsido o secuencia intermedia. En una realizacion, el nucledsido de
union intermedia es G; en una realizacion, el nucledsido de union intermedia es U.

En una realizacion, la secuencia de bases incluye 5-GUGUUUAC-3'. En una realizacion, la secuencia de bases es
5'-GUGUUUAC-3'.

En ofra realizacion, la secuencia de bases incluye 5-GUAGGCAC-3'. En una realizacion, la secuencia de bases es
5'-GUAGGCAC-3'.
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Ademas en otra realizacion la secuencia de bases incluye 5-CUAGGCAC-3'. En una realizacion, la secuencia de
bases es 5'-CUAGGCAC-3'.

Ademas en otra realizacion, la secuencia de bases incluye 5'-CUCGGCAC-3'. En una realizacion, la secuencia de
bases es 5'-CUCGGCAC-3'.

En una realizacion, el oligomero tiene 5-12 nucledtidos de longitud. En una realizacion, el oligémero tiene 8-12
nucledtidos de longitud.

En una realizacién, la secuencia de bases esta libre de dinucleétido CpG. Por lo tanto, en esta realizacion, el ARN
inmunoestimulante no es un acido nucleico CpG.

En determinadas realizaciones, la secuencia de bases del oligdbmero de ARN es al menos parcialmente
autocomplementaria. En una realizacién, la extension de la autocomplementariedad es de al menos un 50 por ciento.
La extension de la autocomplementariedad se puede extender y puede incluir un 100 por ciento. Por lo tanto, por
ejemplo, la secuencia de bases del oligomero de ARN al menos parcialmente autocomplementario en diversas
realizaciones puede tener una autocomplementariedad de al menos un 50 por ciento, al menos un 60 por ciento, al
menos un 70 por ciento, al menos un 80 por ciento, al menos un 90 por ciento, o un 100 por ciento. Los pares de
bases complementarias incluyen guanina-citosina(G-C), adenina-uracilo (A-U), adenina-timina (A-T), y guanina-
uracilo (G-U). El emparejamiento de bases "oscilante" de G-U, que es bastante comun en el ARN ribosémico y en
los retrovirus de ARN, es en cierto modo mas débil que en el emparejamiento de bases de Watson-Crick tradicional
entre G-C, A-T, o A-U. Una secuencia parcialmente autocomplementaria puede incluir una o mas partes de
secuencia autocomplementaria. En una realizaciéon que implica una secuencia parcialmente autocomplementaria, el
oligébmero de ARN puede incluir una parte de autocomplementariedad colocada en, y que incluye, cada extremo del
oligémero.

En una realizacion, el oligémero es una pluralidad de oligémeros, es decir, una pluralidad de oligémeros de ARN
cada uno con 6-40 nucledtidos de longitud que tienen una secuencia de bases que comprende al menos una
guanina (G) y al menos un uracilo (U). La pluralidad de oligdmeros puede incluir, pero no es necesario, secuencias
que son al menos parcialmente complementarias entre si. En una realizacion, la pluralidad de oligémeros incluye un
oligébmero que tiene una primera secuencia de bases y un oligémero que tiene una segunda secuencia de bases, en
los que la primera secuencia de bases y la segunda secuencia de bases son complementarias en al menos un 50
por ciento. Por lo tanto, por ejemplo, en diversas realizaciones las secuencias de bases al menos parcialmente
complementarias pueden ser complementarias en al menos un 50 por ciento, al menos un 60 por ciento, al menos
un 70 por ciento, al menos un 80 por ciento, al menos un 90 por ciento, o un 100 por ciento. Como se ha descrito
anteriormente, los pares de bases complementarias incluyen guanina-citosina (G-C), adenina-uracilo (A-U), adenina-
timina (A-T), y guanina-uracilo (G-U). Las secuencias parcialmente complementarias pueden incluir una o mas
partes de secuencia complementaria. En una realizaciéon que implica secuencias parcialmente complementarias, los
oligdbmeros de ARN pueden incluir una porcién complementaria colocada en y que incluya al menos un extremo de
los oligémeros.

En una realizacion, el oligobmero es una pluralidad de oligébmeros que incluyen oligémero que tiene una secuencia de
bases que incluye 5'-GUGUUUAC-3' y un oligébmero que tiene una secuencia de bases que incluye 5-GUAGGCAC-
3'. En una realizacion, el oligémero es una pluralidad de oligémeros que incluyen oligémero que tiene una secuencia
de bases 5-GUGUUUAC-3'y un oligémero que tiene una secuencia de bases 5'-GUAGGCAC-3'.

Ademas, de acuerdo con este aspecto de la descripcion, en diversas realizaciones el oligébmero incluye una unién de
la estructura principal no natural, una base modificada, un azicar modificado, o cualquier combinaciéon de los
mencionados anteriormente. La unién de la estructura principal no natural puede ser un enlace estabilizado, es decir
un enlace que es una tirante resistentes frente a la degradacion de ARNsa o nucleasa, en comparacion con el
enlace de fosfodiéster. En una realizacion, la unién no natural de la estructura principal es un enlace fosforotioato. El
oligébmero puede incluir una unién de la estructura principal no natural o una pluralidad de uniones de la estructura
principal no naturales, cada una seleccionada independientemente del resto. La base modificada puede ser Gy U,
A, o C modificada, incluyendo la al menos una G y el al menos un U de la secuencia de bases de acuerdo con este
aspecto de la descripcion. En algunas realizaciones, la base modificada se puede seleccionar entre 7-
desazaguanosina, 8-azaguanosina, 5-metiluracilo, y pseudouracilo. El oligémero puede incluir una base modificada o
una pluralidad de bases modificadas, cada una seccion a independientemente del resto. El azticar modificado puede
ser un azucar metilado, arabinosa. El oligdmero puede incluir un azucar modificado o una pluralidad de azucares
modificados, cada uno seleccionado independientemente del resto.

En una realizacion, el lipido catidnico es metil-sulfato de N-[1-(2,3-dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio (DOTAP).
Se cree que DOTAP transporta oligdmero de ARN en células y realiza el trafico de forma especifica al
compartimento endosémico, en el que puede liberar el oligomero de ARN de una forma dependiente del pH. Una vez
que se encuentra en el compartimento endosémico, el ARN por interactuar con ciertas moléculas receptoras de tipo
Toll intracelulares (TLR), que desencadenan las rutas de transduccion de sefiales mediadas por TLR implicadas en
la generacién de una respuesta inmunitaria. Otros agentes con propiedades similares que incluyen el trafico al
compartimento endosémico se pueden usar en lugar de o ademas de DOTAP.
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En una realizacién, la composicion inmunoestimulante incluye adicionalmente un antigeno. En una realizacion, el
antigeno es un alérgeno. En una realizacion, el antigeno es un antigeno para el cancer. En una realizacion, el
antigeno es un antigeno microbiano.

También de acuerdo con este aspecto de la descripcion, en otra realizacidon es una composicién farmacéutica. La
composicion farmacéutica incluye una composicion inmunoestimulante y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
También se proporcionan procedimientos para preparar la composicion farmacéutica. Dichos procedimientos
implican la colocacién de una composicidon inmunoestimulante en contacto con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Por conveniencia, la composiciéon farmacéutica se puede formular en una forma de dosificacién unitaria.

Ademas se desvela un procedimiento de activacion de una célula inmunitaria in vitro. El procedimiento implica poner
en contacto una célula inmunitaria con una composicién inmunoestimulante de la invencién, que se ha descrito
anteriormente, en una cantidad eficaz para inducir la activaciéon de la célula inmunitaria. En una realizacion, la
activacion de la célula inmunitaria implica la secrecién de una citoquina por la célula inmunitaria. En una realizacién,
la citoquina se selecciona entre el grupo que consiste en interleuquina 6 (IL-6), linterleuquina 12 (IL-12), un interferén
(IFN), y factor de necrosis tumoral (TNF). En una realizacién, la activacion de la célula inmunitaria incluye la
secrecion de una quimioquina. En una realizacién, la quimioquina secretada es proteina 10 inducida por interferén
gamma (IP-10). En una realizacién, la activacion de la célula inmunitaria incluye la expresion de una molécula
coestimulante/auxiliar por la célula inmunitaria. En una realizacién, la molécula coestimulante/auxiliar se selecciona
entre el grupo que consiste en moléculas de adhesion intercelular (las ICAM, por ejemplo, CD54), antigenos
asociados a la funcion leucocitaria (los LFA, por ejemplo, CD58), los B7 (CD80, CD86), y CD40.

En una realizacion, la activacion de la célula inmunitaria implica la activacion de una ruta de transduccién de sefiales
dependiente de MyD88. Se cree que MyD88 es una molécula adaptadora que interactda con el dominio receptor de
Toll/interleuquina-1 (TIR) de diversas moléculas receptoras de tipo Toll (TLR) y participa en las rutas de transduccion
de sefiales que por ultimo dan como resultado la activacion del factor kappa B nuclear (NF-kB). Por lo tanto, en una
realizacion, la ruta de transduccion de sefales dependiente de MyD88 se asocia con un TLR. Mas particularmente,
en una realizacion, el TLR es TLR8. En otra realizaciéon el TLR es TLR7.

En una realizacion, la célula inmunitaria es una célula inmunitaria humana. En una realizacién, la célula inmunitaria
es una célula dendritica mieloide.

La puesta en contacto se produce in vitro. En otra realizacién la puesta en contacto se produce in vivo.

También se desvela un procedimiento de induccién de una respuesta inmunitaria en un sujeto. El procedimiento
implica la administracion a un sujeto de una composicién inmunoestimulante en una cantidad eficaz para inducir una
respuesta inmunitaria en el sujeto. Se debe indicar que el procedimiento no implica la administracion de un antigeno
al sujeto. En una realizacion el sujeto es un ser humano. En una realizacion, el sujeto padece o esta en riesgo de
padecer un cancer. En una realizacién, el sujeto tiene o estd en riesgo de tener una infeccion con un agente
seleccionar entre el grupo que consiste en virus, bacterias, hongos, y parasitos. En una realizacién en particular, el
sujeto tiene o esta en riesgo de tener una infeccion virica. También se debe indicar que el procedimiento se puede
usar para tratar un sujeto con una capacidad suprimida para remontar una respuesta inmunitaria eficaz o deseable.
Por ejemplo, el sujeto puede tener un sistema inmunitario suprimido debido a una infeccién, un cancer, una
enfermedad aguda o croénica tal como insuficiencia renal o hepatica, cirugia, y una exposicién a un agente
inmunosupresor tal como quimioterapia, radiacion, ciertos farmacos, o similares. En una realizacion, el sujeto tiene o
esta en riesgo de tener una alergia o asma. Tal sujeto se puede exponer a o estar en riesgo de exposicion a un
alérgeno que esta asociado con una respuesta alérgica o asma en el sujeto.

También se desvela un procedimiento de induccién de una respuesta inmunitaria en un sujeto. El procedimiento
implica la administracion de un antigeno a un sujeto, y la administracion al sujeto de una composicion
inmunoestimulante en una cantidad eficaz para inducir una respuesta inmunitaria al antigeno. Se debe indicar que el
antigeno se puede administrar antes, después, o de forma simultanea con la composicion inmunoestimulante.
Ademas, tanto el antigeno como el compuesto inmunoestimulante se pueden administrar al sujeto mas de una vez.

En una realizacion el antigeno es un alérgeno. En una realizacion el antigeno es un antigeno para el cancer. El
antigeno para el cancer puede ser en una realizacion un antigeno para el cancer aislado del sujeto. En otra
realizacion el antigeno es un antigeno microbiano. El antigeno microbiano puede ser un antigeno de un virus, una
bacteria, un hongo, o un parasito.

Ademas se desvela un procedimiento de induccion de la respuesta inmunitaria en un sujeto. El procedimiento implica
aislar células dendriticas de un sujeto, poner en contacto las células dendriticas ex vivo con una composicion
inmunoestimulante, poner en contacto las células dendriticas ex vivo con un antigeno, y administrar las células
dendriticas puestas en contacto con el sujeto.

En una realizacion el antigeno es un alérgeno. En una realizacion el antigeno es un antigeno para el cancer. El
antigeno para el cancer puede ser en una realizacion un antigeno para el cancer aislado del sujeto. En otra
realizacion el antigeno es un antigeno microbiano. El antigeno microbiano puede ser un antigeno de un virus, una
bacteria, un hongo, o un parasito.
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Una respuesta inmunitaria que surge de la estimulacion de un TLR se puede modificar, potenciar o amplificar
mediante la estimulacion de otro TLR, y el efecto inmunoestimulante combinado puede ser sinérgico. Por ejemplo,
se informa que TLR9 responde al ADN bacteriano y, de forma mas general, ADN CpG. Una respuesta inmunitaria
que surge de TLR9 poniendo en contacto su ligando natural (o cualquier ligando de TLR9) se puede modificar,
potencial amplificar también poniendo en contacto de forma selectiva TLR7 con un ligando de TLR7, o también
poniendo en contacto de forma selectiva TLR8 con un ligando de TLR8, o ambos. Del mismo modo, una respuesta
inmunitaria que surge de TLRY7 poniendo en contacto un ligando de TLR7 se puede modificar, potenciar o amplificar
también poniendo en contacto de forma selectiva TLR8 con un ligando de TLR8, o también poniendo en contacto de
forma selectiva TLR9 con ADN CpG (o cualquier ligando de TLR9 adecuado), o ambos. Ademas como otro ejemplo,
una respuesta inmunitaria que surge de TLR8 poniendo en contacto un ligando de TLR8 se puede modificar,
potenciar o amplificar también poniendo en contacto de forma selectiva TLR7 con un ligando de TLR7, o también
poniendo en contacto de forma selectiva TLR9 con ADN CpG (o cualquier ligando de TLR9 adecuado), o ambos.

La presente divulgacion se basa en parte en el nuevo descubrimiento de los inventores de lo que se cree que son
ligandos naturales para TLR7 y TLR8. Aunque se han descrito ligandos de origen natural derivados de microbios
para ciertos TLR, anteriormente no se han descrito ligandos naturales para TLR7 y TLR8. Ciertas moléculas
pequefias sintéticas, compuestos de imidazoquinolina, se han descrito como ligandos para TLR7, pero tales
compuestos se van a distinguir de los ligandos naturales de la presente invencion. Hemmi H y col. (2002) Nat
Immunol 3: 196-200.

Los ligandos naturales aislados de TLR7 y TLR8 son Uutiles como composiciones que pueden inducir, potenciar, y
complementar una respuesta inmunitaria. Los ligandos naturales de TLR7 y TLR8 son utiles para la preparacion de
nuevas composiciones que pueden inducir, potenciar, y complementar una respuesta inmunitaria. Ademas, los
ligandos naturales de TLR7 y TLR8 son utiles para inducir de forma selectiva la sefializacion mediada por TLR7 y
TLR8 y para inducir de forma selectiva respuestas inmunitarias mediadas por TLR7 y TLR8. Ademas, los ligandos
naturales de TLR7 y TLR8 son utiles en el disefio y la realizacién de ensayos de identificacion sistematica para la
identificacion y seleccion de compuestos inmunoestimulantes.

La presente divulgacion también se basa en parte en el nuevo descubrimiento de acuerdo con la invenciéon de que
los neutréfilos humanos expresan TLR8 fuertemente. Esta observacion es importante porque los neutréfilos son muy
a menudo las primeras células para involucrar agentes patégenos infecciosos y por lo tanto para iniciar respuestas.
Se cree que los neutrdfilos activados segregan quimioquinas y citoquinas, que a su vez son fundamentales en el
reclutamiento de células dendriticas. Las células dendriticas que expresan TLR9 atraidas al sitio de los neutréfilos
activados alli se llegan a activar, amplificando de este modo la respuesta inmunitaria.

La presente divulgacion también se basa en parte en la observacion de la expresion diferencial de diversos TLR,
incluyendo TLR7, TLRS8, y TLR9, en diversas células del sistema inmunitario. Esta segregacion puede ser de
significancia en particular en seres humanos con respecto a TLR7, TLR8, y TLR9. La respuesta inmunitaria que
surge de la estimulacion de uno cualquiera de estos TLR se puede potenciar o amplificar mediante la estimulacion
de otro TLR, y el efecto inmunoestimulante combinado puede ser sinérgico. Por ejemplo, se informa que TLR9
responde al ADN bacteriano y, de forma mas general, ADN CpG. Una respuesta inmunitaria que surge de TLR9
poniendo en contacto su ligando natural (o cualquier ligando de TLR9) se puede potenciar o amplificar también
poniendo en contacto de forma selectiva TLR7 con su ligando natural (o cualquier ligando de TLR7 adecuado), o
también poniendo en contacto de forma selectiva TLR8 con su ligando natural (o cualquier ligando de TLR8
adecuado), o ambos. Del mismo modo, una respuesta inmunitaria que surge de TLR7 poniendo en contacto su
ligando natural (o cualquier ligando de TLR7) se puede potenciar o amplificar también poniendo en contacto de
forma selectiva TLR8 con su ligando natural (o cualquier ligando de TLR8 adecuado), o también poniendo en
contacto de forma selectiva TLR9 con ADN CpG (o cualquier ligando de TLR9 adecuado), o ambos. Como otro
ejemplo adicional, una respuesta inmunitaria que surge de TLR8 poniendo en contacto su ligando natural (o
cualquier ligando de TLR8) se puede potenciar o amplificar también poniendo en contacto de forma selectiva TLR7
con su ligando natural (o cualquier ligando de TLR7 adecuado), o también poniendo en contacto de forma selectiva
TLR9 con ADN CpG (o cualquier ligando de TLR9 adecuado), o ambos.

En un aspecto adicional, la divulgacion proporciona una composicion que incluye una cantidad eficaz de un ligando
para TLR8 para inducir la sefializacion de TLR8 y una cantidad eficaz de un ligando para un segundo TLR
seleccionar entre el grupo que consiste en: TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR9 y TLR10 para
inducir la sefalizacion mediante el segundo TLR. En una realizacion, el segundo TLR es TLR3. En una realizacion el
segundo TLR es TLRY7. En una realizacion el segundo TLR es TLR9. En una realizacion, el ligando para TLR8 y el
ligando para el segundo TLR estan unidos. En aun otra realizacion, la composicion incluye ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto la divulgacion proporciona una composicion que incluye una cantidad eficaz de un ligando para
TLR7 para inducir la sefalizacion de TLR7 y una cantidad eficaz de un ligando para un segundo TLR seleccionado
entre el grupo que consiste en: TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR8, TLR9, y TLR10 para inducir la
sefializacion mediante el segundo TLR. En una realizacion, el segundo TLR es TLR3. En una realizacion, el segundo
TLR es TLR8. En una realizacion, el segundo TLR es TLR9. En una realizacion, el ligando para TLR7 y el ligando
para el segundo TLR estan unidos. En aun ofra realizaciéon, la composicion incluye ademas un vehiculo
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farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto adicional, la divulgaciéon proporciona una composicion que incluye un conjugado de ADN:ARN, en la
que el ADN del conjugado incluye un motivo inmunoestimulante eficaz para estimular la sefializacion de TLR9 y en la
que el ARN del conjugado incluye ARN eficaz para estimular la sefializaciéon mediante TLR3, TLR7, TLRS8, o
cualquier combinaciéon de los mismos. En una realizacion, el motivo inmunoestimulante eficaz para estimular la
sefalizacion de TLR9 es un motivo CpG. En otra realizacion, el motivo inmunoestimulante eficaz para estimular la
sefalizacion de TLR9 es poli-dT. En aun otra realizacién, el motivo inmunoestimulante eficaz para estimular la
sefializacion de TLR9 es poli-dG. En una realizacién, el conjugado incluye una estructura principal de ADN:ARN. En
una realizacién, la estructura principal quimérica incluye un sitio de escisién entre el ADN y el ARN. En una
realizacion, el conjugado incluye un heteroduiplex de ADN:ARN bicatenario. En aun otra realizacion, la composicion
incluye ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto la divulgacion proporciona un procedimiento para estimular la sefalizacion de TLR8. El
procedimiento implica poner en contacto TLR8 con un ARN aislado en una cantidad eficaz para estimular la
sefializacion de TLR8. En una realizacion, el ARN es ARN bicatenario. En una realizacion, el ARN es ARN
ribosémico. En una realizacién, el ARN es ARN de transferencia. En una realizacion, el ARN es ARN mensajero. En
una realizacioén, el ARN es ARN viral. En una realizacion, el ARN es ARN rico en G y U. En una realizacion, el ARN
consiste esencialmente en G y U.

Ademas, en otro aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para estimular la sefalizacion de TLR8. El
procedimiento de acuerdo con este aspecto implica poner en contacto TLR8 con una mezcla de nucledsidos que
consisten basicamente en G y U en una relacién entre 1 G:50 Uy 10 G:1 U, en una cantidad eficaz para estimular la
sefializacion de TLR8. En una realizacion los nucledsidos son ribonucledsidos. En una realizacion los nucledsidos
comprenden una mezcla de ribonucledsidos y desoxirribonucledsidos. En una realizaciéon la G es un derivado de
guanosina seleccionado entre el grupo que consiste en: 8-bromoguanosina, 8-oxoguanosina, 8-mercaptoguanosina,
7-alil-8-oxoguanosina, complejo de ribonucledsido de guanosina y vanadilo, inosina, y nebularina.

Un aspecto adicional de la divulgacion proporciona un procedimiento para estimular la sefializacion de TLR8. El
procedimiento de acuerdo con este aspecto implica poner en contacto TLR8 con una mezcla de complejos de
ribonucledsido de vanadilo. En una realizacion, la mezcla comprende complejos de ribonucledsido de guanosina y
vanadilo.

En otro aspecto la divulgacion proporciona un procedimiento para estimular la sefalizacion de TLRS8. El
procedimiento de acuerdo con este aspecto implica poner en contacto TLR8 con un oligonucleétido rico en G y U
aislado que comprende la secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en: UUGUGG, UGGUUG, GUGUGU,
y GGGUUU, en una cantidad eficaz para estimular la sefializacion de TLR8. En una realizacion, el oligonucleétido es
un oligorribonucledétido. En una realizacion, el oligonucleétido tiene 7-50 bases de longitud. En una realizacion, el
oligonucledtido tiene 12-24 bases de longitud. En una realizacién, el oligonucledtido tiene una secuencia 5'-
GUUGUGGUUGUGGUUGUG-3' (SEQ ID NO: 1).

En otro aspecto la divulgacion proporciona un procedimiento para estimular la sefalizacion de TLRS8. El
procedimiento de acuerdo con este aspecto implica poner en contacto TLR8 con una molécula de acido nucleico al
menos parcialmente bicatenario que comprende al menos un par de bases G-U, en una cantidad eficaz para
estimular la sefializacion de TLRS.

En adn otro aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para complementar una respuesta inmunitaria
mediada por TLR8. El procedimiento implica poner en contacto TLR8 con una cantidad eficaz de un ligando de TLR8
para inducir una respuesta inmunitaria mediada por TLRS8, y poner en contacto un TLR distinto de TLR8 con una
cantidad eficaz de un ligando para el TLR distinto de TLR8 para inducir una respuesta inmunitaria mediada por el
TLR distinto de TLRS.

En un aspecto adicional, la divulgacion proporciona un procedimiento para complementar una respuesta inmunitaria
mediada por TLR8 en un sujeto. El procedimiento de acuerdo con este aspecto implica la administracion a un sujeto
con necesidad de una respuesta inmunitaria una cantidad eficaz de un ligando de TLRS, para inducir una respuesta
inmunitaria mediada por TLR8, y administrar al sujeto una cantidad eficaz de un ligando para un TLR distinto de
TLRS8, para inducir una respuesta inmunitaria mediada por el TLR distinto de TLR8. En una realizacién, el TLR
distinto de TLR8 es TLR9. En una realizacion, el ligando para TLR9 es un acido nucleico CpG. En una realizacion, el
acido nucleico CpG tiene una estructura principal estabilizada. En una realizacion, el ligando para TLR8 y el ligando
para TLR9 son un conjugado. En una realizacion, el conjugado comprende un heteroduplex de ADN:ARN
bicatenario. En una realizacién, el conjugado comprende una estructura principal quimérica de ADN:ARN. En una
realizacion la estructura principal quimérica comprende un sitio de escision entre el ADN y el ARN.

La divulgacién en un aspecto adicional proporciona un procedimiento para estimular la sefalizacion de TLR7. El
procedimiento de acuerdo con este aspecto implica poner en contacto TLR7 con un ribonucleédsido de guanosina
aislado en una cantidad eficaz para estimular la sefializacion de TLR7. En otra realizacion el ribonucledsido de
guanosina es un derivado de ribonucledsido de guanosina seleccionado entre el grupo que consiste en: 8-
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bromoguanosina, 8-oxoguanosina, 8-mercaptoguanosina, 7-alil-8-oxoguanosina, complejo de ribonucleésido de
guanosina y vanadilo, inosina, y nebularina. En una realizacion, el derivado de ribonucledsido de guanosina es la 8-
oxoguanosina. El nucledsido guanosina puede ser un ribonucleésido. El nucledsido guanosina comprende una
mezcla de ribonucledsidos y desoxirribonucledsidos.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona ademas un procedimiento para estimular la sefializacion de TLRY7. El
procedimiento de acuerdo con este aspecto implica poner en contacto TLR7 con un acido nucleico aislado que
comprende una guanosina terminal oxidada o halogenada en una cantidad eficaz para estimular la sefalizacion de
TLRY. En una realizacion, la guanosina oxidada o halogenada es la 8-oxoguanosina.

En otro aspecto la divulgacion proporciona un procedimiento para estimular la sefalizacion de TLR7. El
procedimiento de acuerdo con este aspecto implica poner en contacto TLR7 con un ARN aislado en una cantidad
eficaz para estimular la sefializacion de TLR7. En una realizacion el ARN es ARN bicatenario. En una realizacion el
ARN es ARN ribosémico. En una realizacion el ARN es ARN de transferencia. En una realizacion el ARN es ARN
mensajero. En una realizacion el ARN es ARN viral. En una realizacion el ARN puede ser ARN rico en G. En una
realizacion el ARN es parte de un heteroduplex de ADN:ARN. En una realizacion el ARN consiste basicamente en el
ribonucledsido de guanosina.

En adn otro aspecto la divulgacion proporciona un procedimiento para estimular la sefalizacion de TLR7. El
procedimiento de acuerdo con este aspecto implica poner en contacto TLR7 con una mezcla de nucledsidos que
consiste basicamente en G y U en una proporcion entre 1 G:50 U y 10 G:1 U, en una cantidad eficaz para estimular
la sefalizacion de TLR7.

En aun otro aspecto de la divulgacion se proporciona un procedimiento para estimular la sefalizacion de TLR7. El
procedimiento de acuerdo con este aspecto implica poner en contacto TLR7 con una mezcla de complejos de
ribonucledsido de vanadilo. En una realizacion la mezcla comprende complejos de ribonucledsido de guanosina y
vanadilo.

En un aspecto adicional la divulgacién proporciona un procedimiento para complementar una respuesta inmunitaria
mediada por TLRY7. El procedimiento de acuerdo con este aspecto implica poner en contacto TLR7 con una cantidad
eficaz de un ligando de TLR7 para inducir una respuesta inmunitaria mediada por TLR7, y poner en contacto un TLR
distinto de TLR7 con una cantidad eficaz de un ligando para el TLR distinto de TLR7 para inducir una respuesta
inmunitaria mediada por el TLR distinto de TLR?7.

En aun otro aspecto la divulgacion proporciona un procedimiento para complementar una respuesta inmunitaria
mediada por TLR7 en un sujeto. El procedimiento implica administrar a un sujeto con necesidad de una respuesta
inmunitaria una cantidad eficaz de un ligando de TLR7 para inducir una respuesta inmunitaria mediada por TLR7, y
administrar al sujeto una cantidad eficaz de un ligando para un TLR distinto de TLR7 para inducir una respuesta
inmunitaria mediada por el TLR distinto de TLR7. En una realizacién el TLR distinto de TLR7 es TLR9. En una
realizacion el ligando para TLR9 es un acido nucleico CpG. En una realizacion el acido nucleico CpG tiene una
estructura principal estabilizada. En una realizacion el ligando para TLR7 y el ligando para TLR9 son un conjugado.
En una realizacién el conjugado comprende un heteroduplex de ADN:ARN bicatenario. En una realizacion el
conjugado comprende una estructura principal de ADN:ARN quimérica. En una realizacion, la estructura principal
quimérica comprende un sitio de escision entre el ADN y el ARN.

La divulgacion en otro aspecto proporciona un procedimiento para identificar sistematicamente compuestos
inmunoestimulantes candidatos. El procedimiento de acuerdo con este aspecto implica medir una sefal de
referencia mediada por TLR8 como respuesta a una referencia de ARN, medir una sefal de ensayo mediada por
TLR8 como respuesta a un compuesto inmunoestimulante candidato, y comparar la sefial de ensayo mediada por
TLRS8 con la sefal de referencia mediada por TLR8.

En aun otro aspecto la divulgacion proporciona un procedimiento para identificar sistematicamente compuestos
inmunoestimulantes candidatos, que comprende medir una sefial de referencia mediada por TLR8 como respuesta a
una referencia de imidazoquinolina, medir una sefal de ensayo mediada por TLR8 como respuesta a un compuesto
inmunoestimulante candidato, y comparar la sefial de ensayo mediada por TLR8 con la sefial de referencia mediada
por TLRS.

También se proporciona de acuerdo con otro aspecto de la divulgacion, un procedimiento para identificar
sistematicamente compuestos inmunoestimulantes candidatos. El procedimiento implica medir una sefal de
referencia mediada por TLR7 como respuesta a una referencia de imidazoquinolina, medir una sefial de ensayo
mediada por TLR7 como respuesta a un compuesto inmunoestimulante candidato, y comparar la sefial de ensayo
mediada por TLR7 con la sefal de referencia mediada por TLR7.

En algunas realizaciones la imidazoquinolina es resiquimod (R-848).
En algunas realizaciones la imidazoquinolina es imiquimod (R-837).

En un aspecto adicional la divulgacion también proporciona un procedimiento para identificar sistematicamente
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compuestos inmunoestimulantes candidatos. El procedimiento de acuerdo con este aspecto implica medir una sefal
de referencia mediada por TLR7 como respuesta a una referencia de 7-alil-8-oxoguanosina, medir una sefial de
ensayo mediada por TLR7 como respuesta a un compuesto inmunoestimulante candidato, y comparar la sefal de
ensayo mediada por TLR7 con la sefial de referencia mediada por TLR7.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 es un grafico de barras que representa la secrecion de 1L-12 p40 por células mononucleares de sangre
periférica humanas (PBMC) como respuesta a ciertos estimulos que incluyen oligonucleétidos de ARN
seleccionados que contienen G y U con o sin DOTAP ("con Liposomas" y "sin Liposomas", respectivamente), tal
como se mide con ensayo de inmunoabsorcion unido a enzimas especifico (ELISA). La letra minuscula “s” que
aparece en las secuencias de bases se refiere a enlace de fosforotioato.

La FIG. 2 es un grafico de barras que representa secrecion de TNF-a por PBMC humanas como respuesta a
ciertos estimulos que incluyen oligonucleotidos de ARN seleccionados que contienen G y U con o sin DOTAP
("con Liposomas" y “sin Liposomas”, respectivamente), tal como se mide con ELISA especifico.

La FIG. 3 es un grafico de barras que representa la dependencia de la dosis de la secrecion de IL-12 p40 por
PBMC humanos como respuesta a diversas concentraciones de oligonucleétidos de ARN seleccionados que
contienen G y U (con DOTAP), tal como se mide con ELISA especifico.

La FIG. 4 es un grafico de barras que representa la dependencia de la secuencia de la secrecion de TNF-a por
PBMC humanas como respuesta a diversos oligonucleétidos de ARN seleccionados con relacion al
oligonucledtido de ARN GUAGGCAC (con DOTAP), tal como se mide con ELISA especifico.

La FIG. 5 es un grafico de barras que representa el efecto de DOTAP en la secreciéon de IL-12 p40 por PBMC
humanas como respuesta a diversos estimulos, tal como se mide con ELISA especifico.

La FIG. 6 es un cuarteto de graficos de barras que representan la secrecion de IL-12 p40 mediante diversos tipos
de macrofagos de murino como respuesta a una diversidad de compuestos inmunoestimulantes de ensayo y de
control, tal como se mide con ELISA especifico. Panel A, macréfagos de tipo silvestre en presencia de IFN-y;
Panel B, macrofagos deficientes en MyD88 en presencia de IFN-y; Panel C, linea celular de macréfagos J774;
Panel D, linea celular de macrofagos RAW 264.7.

La FIG. 7 es un par de graficos que representan la secrecion de (A) TNF-a y (B) IL-12 p40 por PBMC humanas
después de incubacion con secuencias de ARN derivado de VIH-1, con y sin DOTAP. Circulos, 5'-
GUAGUGUGUG-3' (SEQ ID NO: 2); Triangulos, 5-GUCUGUUGUGUG-3' (SEQ ID NO: 3). Simbolos abiertos, sin
DOTAP; simbolos cerrados, con DOTAP.

La FIG. 8 es un grafico que representa la relacion aparente entre los TLR.

La FIG. 9 representa dominios de unién de acidos nucleicos en TLR7, TLRS8, y TLR9.

La FIG. 10 es un grafico de barras que representa la respuesta de PBMC humanas a factor de respuesta
riguroso (SRF).

La FIG. 11 es un grafico de barras que representa la respuesta de PBMC humanas a los complejos de
ribonucledsido de vanadilo (RVC). X se refiere a resiquimod.

La FIG. 12 es una serie de tres graficos de barras que representan la respuesta de TLR7 humano y TLR8
humano a ribonucledsidos individuales. X se refiere a resiquimod.

La FIG. 13 es una serie de tres graficos de barras que representan la respuesta de TLR7 y TLR8 a mezclas de
dos ribonucledsidos.

La FIG. 14 es un grafico de barras que representa la respuesta de PBMC humanas a una mezcla de los
ribonucledsidos G y U.

La FIG. 15 es un grafico de barras que representa la respuesta de PBMC humanas a oligonucleétidos de ARN
rico en G y U, pero no a ADN.

La FIG. 16 es un grafico de barras que representa la respuesta de PBMC humanas a ARN oxidado.

La FIG. 17 es una serie de tres graficos de barras que representan respuestas de TLR7 y TLR8 humano al
ribonucledsido de guanosina oxidado. X se refiere al resiquimod.

La FIG. 18 es un par de graficos de barras que representan respuestas de TLR7 humano a ribonucledsidos
guanosina maodificados.

La FIG. 19 es una serie de imagenes de gel alineadas que representan la expresion diferencial de TLR1-TLR9 en
células dendriticas CD123+ humanas (DC CD123+), DC CD11c+, y neutrdfilos.

La FIG. 20 es una serie de tres graficos que representan la capacidad de oligémeros de ARN que contienen G y
U monocatenarios cortos para inducir NF-kB en células HEK-293 transfectadas de forma estable con plasmido de
expresion para TLR7 humano o TLR8 humano.

Descripcion detallada de la invencién

La invencion se refiere en parte al descubrimiento por los inventores de una serie de ARN y moléculas relacionadas
con ARN que son eficaces como compuestos inmunoestimulantes. La identificacion de los compuestos
inmunoestimulantes aparece a través de un esfuerzo sistematico dirigido a la identificacion de ligandos de origen
natural para TLR7 y TLR8. Como resultado de este esfuerzo, en la actualidad se ha descubierto que el ADN y
moléculas de tipo ARN que contienen guanina (G) y uracilo (U), incluyendo secuencias especificas que contienen G
y U, son inmunoestimulante y parece que actian a través de una ruta dependiente de MyD88, que implica la
implicaciéon de TLR. De forma significativa, algunas de las secuencias de ARN aparecen en caracteristicas
estructurales altamente conservadas de regiones sin traducir en la posicion 5' de ARN viral que son importantes para
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la replicacién viral. Las secuencias de ARN inmunoestimulante identificadas también corresponden o corresponden
de forma muy proxima con otros ARN, que incluyen los ARNt derivados de bacterias y levadura, asi como ARNr
derivado de bacterias y posiblemente de algunos eucariotas. De forma importante, el ARN inmunoestimulante de la
divulgacion incluye ARN monocatenario, ademas de ARN parcial o totalmente bicatenario, y su efecto se puede
anular mediante tratamiento con ARNsa. Cuando el ARN es al menos parcialmente bicatenario, en una realizacion
puede incluir una estructura de tallo-lazo. Tal como se describe con mas detalle a continuacién, se ha descubierto de
acuerdo con la invencion que los ARN ricos en G y U monocatenarios con una longitud tan corta como 5 nucledtidos
pueden estimular la produccion por parte de células inmunitarias de grandes cantidades de un numero de citoquinas
y quimioquinas, incluyendo TNF-a, IL-6, IL-12, interferén de tipo 1 (por ejemplo, IFN-a), e IP-10.

En la actualidad, los inventores han descubierto de forma sorprendente que ciertas moléculas de ARN que contienen
G y U y sus analogos, pero no sus homodlogos de ADN, son inmunoestimulantes. De forma significativa, los
oligorribonucledtidos que contienen G y U de la invencion pueden ser basicamente mas pequefios que los ARN
mensajeros que previamente se describid que eran utiles en la preparacion de vacunas de células dendriticas.
Véase, por ejemplo, Boczkowski D y col. (1996) J Exp Med 184: 465-72; Mitchell DA y col. (2000) Curr Opin Mol
Ther 2: 176-81. Aunque las moléculas de ARN que contienen G y U de la divulgacién pueden ser sustitutos para
ARN ribosémico y/o ARN viral como se encuentra en la naturaleza, pueden tener una longitud tan pequefia como de
5-40 nucledtidos. Como se describe adicionalmente en el presente documento, los oligorribonucledtidos que
contienen G y U de la invencién incluyen al menos una G y al menos un U. De forma sorprendente, la eliminacién de
cualquier G o U de los oligorribonucleotidos que contienen G y U basicamente anula su efecto inmunoestimulante.
La al menos una G y al menos un U pueden ser adyacentes entre si, o se pueden separar mediante nucledsidos o
secuencia intermedia. También de forma significativa, las moléculas de ARN inmunoestimulante que contienen G y
U no requieren un dinucleétido CpG.

En un aspecto, la divulgacién proporciona una composicion inmunoestimulante. La composicion inmunoestimulante
incluye un oligémero de ARN aislado de 5-40 nucledtidos de longitud que tiene una secuencia de bases que tiene al
menos una guanina (G) y al menos un uracilo (U). Como se describira con mas detalle adicionalmente a
continuacion, el oligomero de ARN inmunoestimulante de 5-40 nucledtidos de longitud que tiene una secuencia de
bases que tiene al menos una guanina (G) y al menos un uracilo (U) se formula de forma ventajosa de modo que el
oligébmero de ARN se estabiliza frente a la degradacion, se concentra en o sobre una particula tal como un liposoma,
y/o se dirige para la administracién al compartimento endosémico de las células. En una formulacién, que se
describe en los ejemplos que siguen a continuacion, el oligdmero de ARN se combina de forma ventajosa con el
lipido catidonico DOTAP, que se cree que ayuda en el trafico de los oligorribonucleotidos que contienen G y U en el
compartimento endosémico. Por lo tanto, en un aspecto, la divulgacién es una composicidon inmunoestimulante que
incluye un oligomero de ARN de 5 a 40 nucleétidos que tiene una secuencia de bases que tiene al menos una Gy al
menos un U, y opcionalmente un lipido cationico.

El oligébmero de ARN puede ser de origen natural o no natural. EIl ARN como se produce en la naturaleza es un tipo
de acido nucleico que por lo general se refiere a un polimero lineal de ciertas unidades de ribonucleosido, formado
cada ribonucledsido por una base de purina o pirimidina y un azulcar ribosa, unidas por enlaces fosfodiéster
internucledsidos. A este respecto, "lineal" pretende describir la estructura primaria del ARN. En general, el ARN
puede ser monocatenario o bicatenario, incluyendo parcialmente bicatenario.

Como se usa en el presente documento, "nucledsido” se refiere una sola fraccion de azucar (por ejemplo, ribosa o
desoxirribosa) unida a una base organica intercambiable, que es cualquiera de una pirimidina sustituida (por
ejemplo, citosina (C), timidina (T) o uracilo (U)) o una purina sustituida (por ejemplo, adenina (A) o guanina (G)).
Como se describe en el presente documento, el nucledsido puede ser un nucledsido de origen natural, un nucledsido
modificado, o un nucledsido sintético (artificial).

Las expresiones "acido nucleico" y "oligonucleotido" se usan indistintamente para hacer referencia a multiples
nucledtidos (es decir, moléculas que comprenden un azucar (por ejemplo, ribosa o desoxirribosa) unido a un grupo
fosfato y a una base organica intercambiable, que es cualquiera de una pirimidina sustituida (por ejemplo, citosina
(C), timidina (T) o uracilo (U)) o una purina sustituida (por ejemplo, adenina (A) o guanina (G)). Como se usa en el
presente documento, las expresiones se refieren a oligorribonucledtidos asi como a oligodesoxirribonucleétidos. Las
expresiones también incluiran polinucledsidos (es decir, un polinucleétido menos el fosfato) y cualquier otro polimero
que contenga base organica. Las moléculas de acido nucleico se pueden obtener de fuentes existentes de acidos
nucleicos (por ejemplo, genémicas o ADNc), pero son preferentemente sintéticas (por ejemplo, producidas por
sintesis de acidos nucleicos).

Las expresiones acido nucleico y oligonucledtido también incluye acidos nucleicos u oligonucledtidos con
sustituciones o modificaciones, tal como en las bases y/o azucares. Por ejemplo, incluye acidos nucleicos que tienen
azucares de estructura principal que se unen de forma covalente a grupos organicos de bajo peso molecular
distintos de un grupo hidroxilo en la posicion 3' y distintos de un grupo fosfato en la posicion 5'. Los acidos nucleicos
modificados de este modo pueden incluir un grupo ribosa alquilado en la posicién 2'-O-. Ademas, los acidos
nucleicos modificados pueden incluir azucares tales como arabinosa en lugar de ribosa. Por lo tanto, los acidos
nucleicos pueden tener una composicion de la estructura principal heterogénea que contiene de este modo cualquier
posible combinacidon de unidades de polimero unidas en conjunto tal como acidos nucleicos peptidicos (que tienen
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estructura principal de aminoacido con bases de acido nucleico). En algunas realizaciones, los acidos nucleicos
tienen una composicion de la estructura principal homogénea. Los acidos nucleicos también incluyen purinas y
pirimidinas sustituidas tales como bases modificadas con propino C-5. Wagner RW vy col. (1996) Nat Biotechnol 14:
840-4. Las purinas y pirimidinas incluyen, pero no se limitan a, adenina, citosina, guanina, timidina, 5-metilcitosina, 2-
aminopurina, 2-amino-6-cloropurina, 2,6-diaminopurina, hipoxantina, y otras nucleobases de origen natural y no
natural, fracciones aromaticas sustituidas y sin sustituir. Los expertos en la materia conocen bien otras de tales
modificaciones.

Una base de nucledsido natural se puede sustituir con una base de nucledsido modificado, en la que la base de
nucledsido modificado se selecciona, por ejemplo, entre hipoxantina; dihidrouracilo; pseudouracilo; 2-tiouracilo; 4-
tiouracilo; 5-aminouracilo; 5-alquil (C4-Cg)-uracilo; 5-alquenil (C»-Cg)-uracilo; 5-alquinil (C2-Ceg)-uracilo; 5-
(hidroximetil)uracilo; 5-clorouracilo; 5-fluorouracilo; 5-bromouracilo; 5-hidroxicitosina; 5-alquil (C+-Cg)-citosina; 5-
alquenil (Cy-Cg)-citosina; 5-alquinil (C,-Cg)-citosina; 5-clorocitosina; 5-fluorocitosina; 5-bromocitosina; N2-
dimetilguanina; 2,4-diamino-purina; 8-azapurina (incluyendo, en particular, 8-azaguanina); una 7-desazapurina
sustituida (incluyendo, en particular, 7-desazaguanina), incluyendo 7-desaza-purina sustituida en la posicién 7 y/o 7-
desaza-purina sustituida en la posicién 8; u otras modificaciones de una base de nucledsido natural. Esta lista
pretende ser a modo de ejemplo y no se va a interpretar como limitante.

En particular, la al menos una base de guanina del oligorribonucledtido inmunoestimulante que contiene G y U
puede ser una guanina sustituida o modificada tal como 7-desazaguanina; 8-azaguanina; 7-desaza-guanina
sustituida en la posicion 7 (tal como 7-desaza-7-alquinil (C>-Ces)guanina); 7-desaza-guanina sustituida en la posicion
8; hipoxantina; 2,6-diaminopurina; 2-aminopurina; purina; guanina sustituida en la posicion 8 tal como 8-
hidroxiguanina; y 6-tioguanina. Esta lista pretende ser a modo de ejemplo y no se va a interpretar como limitante.

También en particular, la al menos una base de uracilo del oligorribonucledtido que contiene G y U puede ser un
uracilo sustituido o modificado tal como pseudouracilo y 5-metiluracilo.

Para su uso en la presente divulgacion, los acidos nucleicos de la invencidon se pueden sintetizar de novo usando
cualquiera de un numero de procedimientos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, el procedimiento de
fosforamidita de -cianoetilo (Beaucage SL y col. (1981) Tetrahedron Lett 22: 1859); procedimiento de H-fosfonato
nucledsido (Garegg y col. (1986) Tetrahedron Lett 27: 4051-4; Froehler y col. (1986) Nucl Acid Res 14: 5399-407;
Garegg y col. (1986) Tetrahedron Lett 27: 4055-8; Gaffney y col. (1988) Tefrahedron Lett 29: 2619-22). Estas
quimicas se pueden realizar mediante una diversidad de sintetizadores de acidos nucleicos automatizados
disponibles en el mercado. Estos acidos nucleicos se denominan acidos nucleicos sintéticos. Como alternativa, se
pueden producir dinucledtidos ricos en T y/o TG a gran escala en plasmidos, (véase Sambrook T y col., "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor laboratory Press., Nueva York, 1989) y se pueden separar en
piezas mas pequefias o administrar completos. Se pueden preparar acidos nucleicos a partir de secuencias de
acidos nucleicos existentes (por ejemplo, genémico o ADNc) usando técnicas conocidas, tales como las que usan
enzimas de restriccion, exonucleasas o endonucleasas. Los acidos nucleicos preparados de esta manera se
denominan acidos nucleicos aislados. Un acido nucleico aislado por lo general se refiere a un acido nucleico que se
separa de componentes con los que normalmente esta asociado en la naturaleza. Como un ejemplo, un acido
nucleico aislado puede ser uno que se separa de una célula, de un nucleo, de mitocondria o de cromatina. La
expresion "acido nucleico" incluye acido nucleico tanto sintético como aislado.

Para uso in vivo, los acidos nucleicos opcionalmente pueden ser relativamente resistentes a la degradacion (por
ejemplo, estan estabilizados). En algunas realizaciones solamente se pueden estabilizar opcionalmente partes
especificas de los acidos nucleicos. Una "molécula de acido nucleico estabilizada" hara referencia a una molécula de
acido nucleico que es relativamente resistente a la degradacion in vivo (por ejemplo, a través de una exo o
endonucleasa). La estabilizacion puede ser funcion de la longitud o de la estructura secundaria. Los acidos nucleicos
que tienen una longitud de decenas a cientos de kbs son relativamente resistentes a la degradacion in vivo. Para
acidos nucleicos mas cortos, la estructura secundaria puede estabilizar y aumentar su efecto. Por ejemplo, si €l
extremo 3’ de un acido nucleico tiene autocomplementariedad con una region corriente arriba, de modo que se
pueda volver a plegar y formar una estructura de tallo lazo, entonces el acido nucleico se estabiliza y por lo tanto
presenta mas actividad.

En ciertas realizaciones, la secuencia de bases del oligomero de ARN es al menos parcialmente
autocomplementaria. Una secuencia autocomplementaria como se usa en el presente documento se refiere a una
secuencia de bases que, después de alineamiento adecuado, puede formar emparejamiento de bases intramolecular
0, mas habitualmente, intermolecular entre pares de bases oscilantes de G-C, A-U, y/o G-U. En una realizacion, el
alcance de la autocomplementariedad es al menos de un 50 por ciento. Por ejemplo, un 8-mero que tiene una
autocomplementariedad de al menos un 50 por ciento puede tener una secuencia capaz de formar 4, 5, 6, 7, 0 8
pares de bases oscilantes de G-C, A-U, y/o G-U. Tales pares de bases pueden, pero no es necesario, implicar bases
ubicadas en cualquier extremo del oligémero de ARN autocomplementario. Cuando la estabilizacion de acidos
nucleicos puede ser importante para los oligémeros de ARN, puede ser ventajoso "fijar" juntos uno o ambos
extremos de un acido nucleico bicatenario, mediante emparejamiento de bases o mediante cualquier otro medio
adecuado. El grado de autocomplementariedad puede depender del alineamiento entre oligomeros, y tal
alineamiento puede incluir o no salientes de un solo o multiples nucledsidos. En otras realizaciones, el grado de
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autocomplementariedad es al menos de un 60 por ciento, al menos un 70 por ciento, al menos un 80 por ciento, al
menos un 90 por ciento, o incluso un 100 por ciento. No obstante lo anterior, se deberia indicar que la formacién de
cadenas bicatenarias no es un requisito de los oligémeros de ARN.

Se aplican consideraciones similares a la formacion de pares de bases intermoleculares entre oligonucleétidos de
ARN de diferentes secuencias de bases. Por lo tanto, cuando una pluralidad de oligdmeros de ARN se usa en
conjunto, la pluralidad de oligémeros puede, pero no es necesario, incluir secuencias que son al menos parcialmente
complementarias entre si. En una realizacion, la pluralidad de oligémeros incluye un oligdmero que tiene una primera
secuencia de bases y un oligdmero que tiene una segunda secuencia de bases, en los que la primera secuencia de
bases y la segunda secuencia de bases son complementarias en al menos un 50 por ciento. Por ejemplo, como
entre dos 8-meros que son complementarios al menos en un 50 por ciento, éstos pueden formar 4, 5, 6, 7, o 8 pares
de bases oscilantes de G-C, A-U, y/o G-U. Puede no ser necesario que tales pares de bases impliquen bases
localizadas en cualquier extremo de los oligdmeros de ARN complementarios. El grado de complementariedad
puede depender del alineamiento entre oligébmeros, y tal alineamiento puede incluir o no salientes de un solo o
multiples nucleosidos. En otras realizaciones, el grado de complementariedad es de al menos un 60 por ciento, al
menos un 70 por ciento, al menos un 80 por ciento, al menos un 90 por ciento, o incluso de un 100 por ciento.

Como alternativa, la estabilizacion del acido nucleico se puede conseguir a través de modificaciones en la estructura
principal de fosfato. Los acidos nucleicos estabilizados preferentes tienen una estructura principal modificada. Se ha
demostrado que la modificacién de la estructura principal de acidos nucleicos proporciona aumento de la actividad
de los acidos nucleicos cuando se administran in vivo. Un tipo de estructura principal modificada es una modificacion
de la estructura principal de fosfato. La inclusién de acidos nucleicos inmunoestimulantes de al menos dos enlaces
de fosforotioato en el extremo 5’ del oligonucleétido y multiples enlaces (preferentemente cinco) de fosforotioato en
el extremo 3’, en algunas circunstancias puede proporcionar la actividad maxima y proteger el acido nucleico de la
degradacioén por exo y endonucleasas intracelulares. Otros acidos nucleicos modificados incluyen acidos nucleicos
modificados con fosfodiéster, combinaciones de acidos nucleicos de fosfodiéster y fosforotioato, alquilfosfonato y
arilfosfonato, alquilfosforotioato y arilfosforotioato, metilfosfonato, metilfosforotioato, fosforoditioato, p-etoxi,
morfolino, y combinaciones de los mismos. Los acidos nucleicos que tienen enlaces de fosforotioato proporcionan
actividad maxima y protegen el acido nucleico de la degradacién por exo y endonucleasas intracelulares, y
combinaciones de los mismos. Cada una de estas combinaciones y sus efectos en particular en células inmunitarias
se analiza con mas detalle con respecto a acidos nucleicos CpG en las Patentes de Estados Unidos expedidas N.°
6.207.646 y N.° 6.239.116. Se cree que estos acidos nucleicos modificados pueden presentar mas actividad
estimulante debido al aumento de la resistencia a nucleasas, aumento de la captacién celular, aumento de la unién a
proteinas, y/o localizacién intracelular alterada.

Las estructuras principales modificadas tales como fosforotioatos se pueden sintetizar usando técnicas
automatizadas que usan cualquiera de las quimicas de fosforamidato o H-fosfonato. Se pueden preparar aril y alquil-
fosfonatos, por ejemplo, como se describe en la Patente de Estados Unidos N.° 4.469.863; y se pueden preparar
alquilfosfotriésteres (en los que la fraccién de oxigeno cargada esta alquilada como se describe en la Patente de
Estados Unidos N.° 5.023.243 y en la Patente Europea N.° 092.574) mediante sintesis automatizada en fase solida
usando reactivos disponibles en el mercado. Se han descrito procedimientos para preparar otras modificaciones y
sustituciones de la estructura principal de ADN. Uhimann E y col. (1990) Chem Rev 90: 544; Goodchild J (1990)
Bioconjugate Chem 1: 165.

Otros acidos nucleicos estabilizados incluyen: analogos de ADN no iénicos, tales como alquil y aril-fosfatos (en los
que el oxigeno del fosfonato cargado se sustituye con un grupo alquilo o arilo), fosfodiéster y alquilfosfotriésteres, en
los que la fraccion de oxigeno cargada esta alquilada. También se ha mostrado que algunos acidos nucleicos que
contienen diol, tales como tetraetilenglicol o hexaetilenglicol, en cualquier extremo o en ambos, son basicamente
resistentes a la degradacion con nucleasas.

Otra clase de modificaciones de la estructura principal incluyen 2'-O-metilribonucledsidos (2'-OMe). Estos tipos de
sustituciones se describen de forma extensa en la técnica anterior y en particular con respecto a sus propiedades de
inmunoestimulacion en Zhao y col. (1999) Bioorg Med Chem Lett 9: 24: 3453-8. Zhao y col. describen
procedimientos de preparacién de modificaciones de 2'-OMe para acidos nucleicos.

Los oligbmeros de ARN que contienen G y U inmunoestimulantes son normalmente de una longitud de
aproximadamente 5 a aproximadamente 40 nucleétidos. Por lo tanto, en ciertas realizaciones distintas, el oligobmero
de ARN que contiene G y U puede tener una longitud de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, o0 40 nucledtidos. En una realizacion, el
oligémero de ARN que contiene G y U puede tener una longitud de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
0 20 nucledtidos. En una realizacion, el oligémero de ARN que contiene G y U puede tener una longitud de 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 0 12 nucleétidos. En una realizacion, el oligédmero de ARN que contiene G y U puede tener una longitud de
8,9, 10, 11, o 12 nucledtidos.

Por ejemplo, se ha descubierto que los oligdmeros de ARN con las siguientes secuencias de bases son utiles en las

composiciones y en la practica de la divulgacion: 5-GUGUUUAC-3"; 5'-GUAGGCAC-3'; 5-CUAGGCAC-3'; 5-
CUCGGCAC- 3'y 5-GUGUUUAC-3' en combinacién con 5'- GUAGGCAC-3'.
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Dado que se ha descubierto que los efectos inmunoestimulantes de los oligdmeros de ARN que contienen G y U son
dependientes de MyD88, los inventores tienen la creencia de que los oligémeros de ARN que contienen G y U
inmunoestimulantes pueden interactuar con al menos un TLR como una etapa al ejercer su efecto
inmunoestimulante. Los oligdmeros de ARN que contienen G y U inmunoestimulantes pueden, de este modo,
representar o imitar al menos partes de ligandos naturales para el al menos un TLR. Tales ligandos naturales
pueden incluir ARN ribosémico, procariota o eucariota, asi como ciertos ARN virales. El TLR o los TLR pueden ser
TLR8, TLR7, o algun TLR aun por definir. Anteriormente no se han descrito ligandos naturales para TLR1, TLR7,
TLRS, y TLR10.

Se ha descubierto que las moléculas de ARN inmunoestimulante se producen en la naturaleza en todos los tipos de
ARN, normalmente en asociacion con una secuencia o caracteristica estructural fundamental altamente conservada.
En un ejemplo, se ha descubierto que el ARN inmunoestimulante se produce en el contexto de un sitio interno de
entrada al ribosoma (IRES).

Un IRES es un elemento minimo de ARN de actuacion en cis contenido dentro de una caracteristica estructural
compleja en la region sin traducir en la posicion 5' (5' UTR) de ARN viral y otros ARNm, que regula el inicio de la
traduccion del genoma viral de una forma independiente de la proteccion. Hellen CU y col. (2001) Genes Dev 15:
1593-1612. El inicio de la traducciéon del ARN viral independiente de la proteccién se observé en primer lugar en
picornavirus. Jackson RJ y col. (1990) Trends Biochem Sci 15: 477-83; Jackson RJ y col. (1995) RNA 1: 985-1000.

En la mayoria de las células eucariotas, el inicio de la traduccién del ARNm comienza con el reclutamiento del factor
de inicio eucariotico del complejo de union a proteccion (elF)4F, formado por elF4E (proteina de unién a proteccion),
elF4A, y elF4G, al extremo protegido 5' del ARNm. La subunidad ribosémica 40S, que porta elF3, y el complejo
iniciador ternario ARNt-elF2-GTP se reclutan a continuacion al extremo 5 del ARNm a través de la interaccion entre
elF3 y elF4G. La subunidad 40S a continuacion explora el ARNm en una direccion 5' a 3' hasta que encuentra un
codon de inicio apropiado, tras lo cual se engrana el anticodén iniciador de metionina-ARNt, la subunidad 60S se
une para formar un ribosoma 80S, y la traduccion comienza.

Por lo tanto, se cree que la significancia de un IRES, al menos en el contexto de un virus, es la capacidad del IRES
para conferir una ventaja selectiva al virus sobre la traduccion en la célula dependiente de la proteccion habitual.

Se ha informado que los siguientes virus tienen elementos IRES en su genoma: todos los picornavirus; virus de la
diarrea viral bovina; virus de la fiebre porcina clasica; virus de la paralisis del grillo; virus de la encefalomiocarditis;
virus de la fiebre aftosa; ARNm de gag del virus de la leucemia murina de Friend ; VHC; ARNm de env del virus de la
inmunodeficiencia humana; virus del herpes asociado al sarcoma de Kaposi; ARNm de gag del virus de la leucemia
murina de Moloney; virus intestinal Plautia stali; poliovirus; rinovirus; virus Rhopalosiphum padi; y virus del sarcoma
de Rous. Hellen CU y col. (2001) Genes Dev 15: 1593-1612. Esta lista no pretende ser limitante.

Las proteinas virales del virus de la hepatitis C (VHC) se traducen a partir de un ARN de sentido positivo
monocatenario de 9,5 kb que esta flanqueado por los UTR en las posiciones 5' y 3'. El UTR en la posicion 5'
altamente conservado incluye un IRES presente en los nucledtidos 40-370. Reynolds JE y col. (1996) RNA 2: 867-
78. Se cree que el UTR en la posicion 5' del VHC tiene cuatro dominios estructurales principales (I-1V), de los cuales
los dominios Il y IlI tienen subdominios. El subdominio llid incluye un tallo-lazo de 27 nt (nucleétidos 253-279) que se
ha informado, sobre la base de estudios mutacionales in vivo, que son criticos en la traduccién mediata por IRES del
VHC. Kieft JS y col. (1999) J Mol Biol 292: 513-29; Klinck R y col. (2000) RNA 6: 1423-31. La secuencia del 27-mero
llld se proporciona, mediante 5 '-GCCGAGUAGUGUUGGGUCGCGAAAGGC-3' (SEQ ID NO: 4), en la que la parte
UUGGGU forma el lazo terminal. Se informa que la estructura de tallo-lazo incluye un numero de pares de bases
que no son de Watson-Crick, habituales de otros ARN, que incluyen pares de bases de U°G y U°A, G°A, y A°A
oscilantes.

Como otro ejemplo, se ha descubierto que las secuencias de ARN inmunoestimulante se producen en secuencias
ricas en G y U cerca del extremo 5" del ARN viral del virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (HTV-1), que es
fundamental para el empaquetamiento eficaz del ARN viral. Russell RS y col. (2002) Virology 303: 152-63. De forma
especifica, de acuerdo con la presente divulgacion se ha encontrado que dos secuencias fundamentales ricas en G
y U dentro de U5, es decir, 5'-GUAGUGUGUG-3' (SEQ ID NO: 2) y 5-GUCUGUUGUGUG-3' (SEQ ID NO: 3), que
corresponden a los nucledtidos 99-108 y 112-123 de la cepa BHIO, respectivamente, son altamente
inmunoestimulantes (véase el Ejemplo 11 continuacion). Se apreciara que la SEQ ID NO: 2 incluye tanto GUAGU
como GUGUG, y la SEQ ID NO: 3 incluye GUGUG.

Ademas, como otro ejemplo, se ha encontrado que las secuencias de ARN inmunoestimulante se producen en el
lazo E del ARN ribosémico 5S de un gran numero de especies de bacterias.

TLR8 y TLR7 muestran una homologia de secuencias elevada con TLR9 (FIG. 8). TLR9 es el receptor de CpG-ADN
y transduce sefiales inmunoestimulantes. En TLR9 se han descrito dos motivos de unién a ADN (Solicitud de
Patente de Estados Unidos N.° 09/954.987) que también estan presentes en TLR8 y TLR7 con algunas
modificaciones (FIG. 9). A pesar de esta similitud, sin embargo, TLR7 y TLR8 no se unen a CpG-ADN.
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De acuerdo con la presente divulgacion, se ha descubierto que la guanosina, en particular la guanosina en
combinacién con uracilo, y ciertos acidos nucleicos que contienen guanosina y derivados de los mismos, son
ligandos naturales de TLR8. Se ha descubierto que el ARN, ARN oxidado, acidos nucleicos ricos en G y U, y al
menos moléculas de acidos nucleicos parcialmente bicatenario que tienen al menos un par de bases de G-U son
ligandos de TLRS8. En ciertas realizaciones preferentes que implican guanosina, derivados de guanosina, y acidos
nucleicos ricos en G y U, la guanosina es el ribonucledsido. Se cree que las moléculas de acidos nucleicos que
contienen GUU, GUG, GGU, GGG y UGG y UGU, UUG y UUU, multiplos y cualquier combinacién de los mismos
son ligandos de TLR8. En algunas realizaciones, el ligando de TLR8 es un oligonucleétido rico en G y U que incluye
una secuencia de hexameros (UUGUGG),, (UGGUUG),, (GUGUGU),, o (GGGUUU), en los que n es un numero
entero de 1 a 8, y preferentemente n es al menos 3. Ademas, también se ha descubierto de acuerdo con la presente
invencion que mezclas de complejos de ribonucledsido de vanadilo (es decir, mezclas de adenina, citosina,
guanosina, y complejos de ribonucleosido uracilo y vanadilo), y complejos de ribonucledsido de guanosina y vanadilo
solos, son ligandos de TLR8. Ademas, se ha descubierto de acuerdo con la presente invencion que ciertas
imidazoquinolinas, incluyendo resiquimod e imiquimod, son ligandos de TLR8.

De acuerdo con la presente divulgacion, también se ha descubierto que la guanosina, y ciertos acidos nucleicos que
contienen guanosina y derivados de los mismos, son ligando los naturales de TLR7. Se ha descubierto que ARN,
ARN oxidado, acidos nucleicos ricos en G, y al menos moléculas de acido nucleico bicatenario que son ricas en
contenido de G son ligandos de TLRY. En ciertas realizaciones preferentes que implican guanosina, derivados de
guanosina, y acidos nucleicos ricos en G, la guanosina es el ribonucledsido. Ademas, también se ha descubierto que
mezclas de complejos de ribonucledsido de vanadilo (es decir, mezclas de adenina, citosina, guanosina, y complejos
de ribonucledsido uracilo y vanadilo), y complejos de ribonucledsido de guanosina y vanadilo solos, son ligandos de
TLR7. Ademas, se ha descubierto que la 7-alil-8-oxoguanosina (loxorribina) es un ligando de TLR7.

Ademas de tener diversos ligandos, se cree que los diversos TLR se expresan de forma diferencial en diversos
tejidos y en diversos tipos de células inmunitarias. Por ejemplo, se ha informado que el TLR7 humano se expresa en
placenta, pulmdn, bazo, ganglios linfaticos, amigdala y en células dendriticas plasmacitoides precursoras (pDC).
Chuang T-H y col. (2000) Eur Cytokine Netw 11: 372-8); Kadowaki N y col. (2001) J Exp Med 194: 863-9. Se ha
informado que el TLR8 humano se expresa en pulmodn, leucocitos de sangre periférica (PBL), placenta, bazo, a
ganglios linfaticos, y en monocitos. Kadowaki N y col. (2001) J Exp Med 194: 863-9; Chuang T-H y col. (2000) Eur
Cytokine Netw 11: 372-8. Se ha informado que el TLR9 humanos se expresa en bazo, ganglios linfaticos, médula
6sea, PBL, y en las pDC, linfocitos B, y las DC CD123+. Kadowaki N y col. (2001) J Exp Med 194: 863-9; Bauer S y
col. (2001) Proc Natl Acad Sci USA 98: 9237-42; Chuang T-H y col. (2000) Eur Cytokine Netw 11: 372-8.

Anteriormente se han descrito derivados de guanosina como activadores de linfocitos B y linfocitos NK, pero sus
receptores y el mecanismo de acciéon no se comprendieron. Goodman MG y col. (1994) J Pharm Exp Ther 274:
1552-57; Reitz AB y col. (1994) J Med Chem 37: 3561-78. Tales derivados de guanosina incluyen, pero no se limitan
a, 8-bromoguanosina, 8-oxoguanosina, 8-mercaptoguanosina, y 7-alil-8-oxoguanosina (loxorribina).

Las imidazoquinolinas son modificadores de la respuesta inmunitaria de molécula pequefa sintéticos que se cree
que inducen la expresion de varias citoquinas que incluyen interferones (por ejemplo, IFN-a e IFN-y), factor alfa de
necrosis tumoral (TNF-a) y algunas interleuquinas (por ejemplo, IL-1, IL-6 e IL-12). Las imidazoquinolinas son
capaces de estimular una respuesta inmunitaria de Th1, como se pone en evidencia en parte por su capacidad para
inducir aumentos en los niveles de IgG2a. Se ha informado que algunos agentes de imidazoquinolina también son
capaces de inhibir la produccion de citoquinas Th2 tales como IL-4, IL-5, e IL-13. Algunas de las citoquinas inducidas
por imidazoquinolinas son producidas por macréfagos y células dendriticas. Se ha informado que algunas especies
de imidazoquinolinas aumentan la actividad litica de los linfocitos NK y que estimulan la proliferacién y diferenciacion
de linfocitos B, induciendo de ese modo la produccioén y secrecion de anticuerpos.

Como se usa en el presente documento, un agente de imidazoquinolina incluye imidazoquinolin aminas,
imidazopiridin aminas, cicloalquilimidazopiridin aminas fusionadas en las posiciones 6 y 7, e imidazoquinolin aminas
unidas por puente en las posiciones 1y 2. Estos compuestos se han descrito en las patentes de Estados Unidos N.°
4689338, 4929624, 5238944, 5266575, 5268376, 5346905, 5352784, 5389640, 5395937, 5494916, 5482936,
5525612, 6039969 y 6110929. Algunas especies de agentes de imidazoquinolina en particular incluyen 4-amino-a,a-
dimetil-2-etoximetil-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-1-etanol (resiquimod o R-848 o S-28463; documento de patente
PCT/US01/28764, documento de patente WO 02/22125); y 1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-4-amina
(imiquimod o R-837 o S-26308). En la actualidad se usa imiquimod en el tratamiento tépico de verrugas tales como
verrugas genitales y anales, y también se ha sometido ensayo en el tratamiento tépico del carcinoma de células
basales.

Se conocen secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de TLR3 humano y murino. Véanse, por ejemplo, los
Numeros de Referencia en GenBank U88879, NM_003265, NM_126166, AF355152; y AAC34134, NP_003256,
NP_569054, AAK26117. Se informa que el TLR3 humano tiene una longitud de 904 aminoacidos y tiene una
secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 20. Una secuencia de nucleétidos correspondiente se proporciona como
la SEQ ID NO: 21. Se informa que el TLR3 murino que tiene una longitud que 905 aminoacidos y tiene una
secuencia como se proporciona en la SEQ ID NO: 22. Una secuencia de nucledtidos correspondientes se
proporciona como la SEQ ID NO: 23. El polipéptido de TLR3 incluye un dominio extracelular que tiene una region de
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repeticion rica en leucina, un dominio transmembrana, y un dominio intracelular que incluye el dominio de TIR.

Como se usa en el presente documento, un "polipéptido TLR3" se refiere un polipéptido que incluye un TLR3 de
longitud completa de acuerdo con una de las secuencias mencionadas anteriormente, ortdlogos, variantes alélicas,
SNP, variantes que incorporan sustituciones de aminoacidos conservativas, proteinas de fusion de TLR3, y
fragmentos funcionales de cualquiera de los mencionados anteriormente. Algunas realizaciones precedentes
incluyen polipéptidos TLR3 humanos que tienen una identidad de secuencias de al menos un 65 por ciento, mas
preferentemente una identidad de secuencias de al menos un 80 por ciento, incluso mas preferentemente con una
identidad de secuencias de al menos un 90 por ciento, y lo mas preferentemente con una identidad de secuencias
de al menos un 95 por ciento con la secuencia de aminoacidos de TLR3 humano de la SEQ ID NO: 20. Algunas
realizaciones preferentes también incluyen polipéptidos TLR3 de murino que tienen una identidad de secuencias de
al menos un 65 por ciento, mas preferentemente una identidad de secuencias de al menos un 80 por ciento, incluso
mas preferentemente con una identidad de secuencias de al menos un 90 por ciento, y lo mas preferentemente con
una identidad de secuencias de al menos un 95 por ciento con la secuencia de aminoacidos de TLR3 de murino de
la SEQ ID NO: 22.

Como se usa en el presente documento, "sefalizacion de TLR3" se refiere una capacidad de un polipéptido TLR3
para activar la ruta de sefializacién de TLR/IL-1R (TIR), también denominada en el presente documento la ruta de
translocacion de sefales de TLR. Los cambios en la actividad de TLR3 se pueden medir con ensayos tales como los
que se desvelan en el presente documento, que incluyen la expresion de genes bajo el control de promotores y
potenciadores sensibles a kB. Tales genes de origen natural incluyen los genes que codifican IL-18, IL-6, IL-8, la
subunidad p40 de interleuquina 12 (IL-12 p40), y las moléculas coestimulantes CD80 y CD86. Otros genes se
pueden colocar bajo el control de tales elementos reguladores (véase a continuacion) y por lo tanto sirven para
indicar el nivel de sefializacion de TLR3. Se pueden afadir secuencias de nucledétidos adicionales a la SEQ ID NO:
21 o ala SEQ ID NO: 23, preferentemente en el extremo 5’ 0 3' del marco de lectura abierto de la SEQ ID NO: 21,
para proporcionar una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido quimérico que incluye una fraccion
detectable o indicadora, por ejemplo, FLAG, luciferasa (luc), proteina fluorescente de color verde (GFP), y otros
conocidos por los expertos en la materia.

SEQ ID NO: 20 Aminoacidos de TLR3 humano

MRQTLPCIYF WGGLLPFGML CASSTTKCTV SHEVADCSHL KLTQVPDDLP TNITVLNLTH 60
NQLRRLPAAN FTRYSQLTSL DVGFNTISKL EPELCQKLPM LKVLNLQHNE LSQLSDKTFA 120
FCTNLTELHL MSNSIQKIKN NPFVKQKNLI TLDLSHNGLS STKLGTQVQL ENLQELLLSN 180
NKIQALKSEE LDIFANSSLK KLELSSNQIK EFSPGCFHAI GRLFGLFLNN VQLGPSLTEK 240
LCLELANTSI RNLSLSNSQL STTSNTTFLG LKWTNLTMLD LSYNNLNVVG NDSFAWLPQL 300
EYFFLEYNNI QHLFSHSLHG LFNVRYLNLK RSFTKQSISL ASLPKIDDFS FOQWLKCLEHL 360
NMEDNDIPGI KSNMFTGLIN LKYLSLSNSF TSLRTLTNET FVSLAHSPLH ILNLTKNKIS 420
KIESDAFSWL GHLEVLDLGL NEIGQELTGQ EWRGLENIFE IYLSYNKYLQ LTRNSFALVP 480
SLORLMLRRV ALKNVDSSPS PFQPLRNLTI LDLSNNNIAN INDDMLEGLE KLEILDLQHN 540
NLARLWKHAN PGGPIYFLKG LSHLHILNLE SNGFDEIPVE VFKDLFELKI IDLGLNNLNT 600
LPASVFNNQV SLKSLNLQKN LITSVEKKVF GPAFRNLTEL DMRFNPFDCT CESIAWFVNW 660
INETHINIPE LSSHYLCNTP PHYHGFPVRL FDTSSCKDSA PFELFFMINT SILLIFIFIV 720
LLIHFEGWRI SFYWNVSVHR VLGFKEIDRQ TEQFEYAAYI IHAYKDKDWV WEHFSSMEKE 780
DQSLKFCLEE RDFEAGVFEL EAIVNSIKRS RKIIFVITHH LLKDPLCKRF KVHHAVQQAI 840
EQNLDSIILV FLEEIPDYKL NHALCLRRGM FKSHCILNWP VQKERIGAFR HKLQVALGSK 900
NSVH 904

SEQ ID NO: 21 Nucleodtidos de TLR3 humano
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cactttecgag
ctaaagaaaa
gtatctactt
agtgcactgt
atgatctacc
cagccgecaa
tetcaaaact
agcacaatga
aactcecatct
agaatttaat
aggttcagcet
aaagtgaaga
atcaaattaa
ttetgaacaa

acacaagcat
ctttettggg
atgtggttgg
ataataatat
tgaatttgaa
atgattttte
ttcecaggeat
ccaactectt
ctcoecttaca
tetettggtt
tcacaggceca
agtacctgea
tecegaagggt
acttgaccat
agggtcttga
aacacgcaaa
ttaacttgga
aactaaagat
ataatcaggt
agaaggtttt
ttgattgcac
acatcecctga
cagtgagact
tgatcaatac
gctggaggat
tagacagaca
aggattgggt
gtctggaaga
tcaaaagaag
gcaaaagatt
ttatattggt
gaagaggaat
gtgecttteg
atttaaatat
ttaagttttce
atcacaatta
ttgacttaat

agtgcegtcet
aaggaaaggc
Etgggggggce
tagcecatgaa
cacaaacata
cttcacaagg
ggagccagaa
gctatctcaa
catgtccaac
cacattagat
ggaaaatctce
actggatatc
agagttttcet
tgtccagctg

tcggaatcetyg
actaaagtgg
taacgattcc
acagcatttg
acggtctttt
ttttcagtgg
aaaaagcaat
tacaagtttg
catactcaac
gggccaccta
ggaatggaga
gctgactagg
ggcccttaaa
tctggatcecta
gaaactagaa
ceetggtggt
gteoecaacgge
categattta
gtctcetaaag
cgggecaget
gtgtgaaagt
gcetgtcaage
ttttgataca
cagtatectg
atctttttat
gacagaacag
ctgggaacat
aagggacttt
cagaaaaatt
caaggtacat
tttecttgag
gtttaaatcte
tcataaattg
tcaattagca
cataaaggty
catctettet
tttacccaaa
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atttgccaca
tagecagtcat
cttttgeccet
gttgetgact
acagtgttga
tatagccagce
ttgtgccaga
ctttctgata
tcaatccaga
ctgtctcata
caagagcttc
tttgccaatt
ccagggtgtt
ggtcccagcee

cacttececetyg
ccaacagaat
ttgggatgct
gcagccaccet
accttaccca
taactagett
aacttcccat
aaacctttge
aaattaaaaa
atggettgte
tattatcaaa
catctttaaa
ttcacgcaat
ttacagagaa

atgaaatgtc
catgagacag
gtgtgecatcce
gaagttgact
taatcaactc
ggatgtagga
gttaaaagtt
cttetgcacg
taatcecttt
atctacaaaa
caataaaatt
aaaattagag
tggaagatta
gctatgtttg

tggatttgga
actttgectt
tccaccacca
caggtacccg
agaagattac
tttaacacca
ttgaacctcece
aatttgactg
gtcaagcaga
ttaggaactc
caagcgctaa
ttgtcatega
tttggectet
gaattagcaa

tctetgagta
acaaatctea
tttgettggce
ttttcteact
actaaacaaa
ctaaaatgtt
atgttcacag
cgaactttga
ctaaccaaga
gaagtacttyg
ggtctagaaa
aactcectttg
aatgtggata
agcaacaaca
attctcgatt
cceatttatt
tttgacgaga
ggattgaata
tecattgaacc
tteaggaace
attgcetggt
cactaccttt
tcatcttygca
ttgattttta
tggaatgttt
tttgaatatg
ttectetteaa
gaggcgggty
atttttgtta
catgcagtte
gagattacag
cactgcatet
caagtagcac
aaggagaaac
ttataatttyg
aggaaaatgt
ataaaacata

acagccagcet
ctatgctega
ttccacaact
ctttgcacgg
gtatttcect
tggagcaccet
gattgataaa
caaatgaaac
ataaaatcte
acctgggcect
atattttecga
ccttggtece
geteteette
acatagccaa
tgcagcataa
tectaaaggy
tcceagttga
atttaaacac
ttecagaagaa
tgactgagtt
ttgttaatty
gcaacactec
aagacagtgc
tctttattgt
cagtacateg
cagcatatat
tggaaaagga
tttttgaact
taacacacca
aacaagctat
attataaact
tgaactggecc
ttggatccaa
tttetcaatt
tttattcata
gtetecttat
taagcacgta

16

gtccaccace
tetttectac
agaatattte
gctttteaat
tgectcacte
taacatggaa
cctgaaatac
atttgtatca
aaaaatagag
taatgaaatt
aatctatctt
aageccttcaa
accattccag
cataaatgat
caacttagca
tectgteteac
ggtcttcaag
acttecagea
tcteataaca
agatatgcege
gattaacgag
accteactat
cccctttgaa
acttetcate
agttettggt
aattcatgcce
agaccaatct
agaagcaatt
tctattaaaa
tgaacaaaat
gaaccatgca
agttcagaaa
aaactctgta
taaaaagttc
tttgtaaaty
ttcaggecta
aaaaaaaaaa

agcaatacaa
aacaacttaa
ttcetagagt
gtgaggtacc
cccaagattg
gataatgata
ttaagtctat
cttgctecatt
agtgatgett
gggcaagaac
tectacaaca
cgactgatgce
cetettegta
gacatgttgg
cggetetgga
ctceacatce
gatttatttg
tctgtettta
tecgtitgaga
tttaatcect
acccatacca
catgggttcec
ctotttttca
cactttgagg
ttcaaagaaa
tataaagata
ctcaaatttt
gttaacagca
gacccattat
ctggatteccea
ctetgtttgce
gaacggatag
cattaaattt
tatggecaaat
attatattet
tttttgacaa
aaaaaaa

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3057

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



MKGCSSYLMY
HNQLRRLPPT
VFCTNLTELD
KNKILALRSE
KLCWELSNTS
LRYLSLEYNN
LNMDDNNIPS
SKIANGTFSW
PSLORLMLRR
NNLARLWKRA
KLEPFIFDDQ
WINQTHTNIF
VLLIHIEGHWHR
QDQSLKFCLE
IBQNLDSIIL
RNSAH

SFGGLLSLWI
NFTRYSQLAT
LMSNSIHKIK
ELEFLGNSSL
IQNLSLANNQ
TORLSPRSFEFY
TKSNTFTGLV
LGOQLRILDLG
VALKNVDISP
NPGGPVNFLK
TSLRSLNLQK
ELSTHYLCNT
ISFYWNVSVH
ERDFEAGVLG
IFLONIPDYK
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SEQ ID NO: 22 Aminoacidos de TLR3 murino

LLVSSTNQCT
LDAGFNSISK
SNPFKNQKNL
RKLDLSSNPL
LLATSESTFS
GLSNLRYLSL
SLKYLSLSKT
LNEIEQKLSG
SPFRPLRNLT
GLSHLHILNL
NLITSVEKDV
PHHYYGFPLK
RILGFKEIDT
LEAIVNSIKR
LNHALCLRRG

SEQ ID NO: 23 Nucleodtidos de TLR3 murino

VRYNVADCSH
LEPELCQILP
IKLDLSHNGL
KEFSPGCFQT
GLKWTINLTQL
KRAFTKQSVS
FTSLQTLTNE
QEWRGLRNIF
ILDLSNNNIA
ESNGLDEIPV
FGPPFQNLNS
LFDTSSCKDS
QAEQFEYTAY
SRKIIFVITH
MFKSHCILNW

17

LKLTHIPDDL
LLKVLNLQHN
SSTKLGTGVQ
IGKLFALLLN
DLSYNNLHDV
LASHPNIDDF
TFVSLAHSPL
EIYLSYNKYL
NINEDLLEGL
GVFKNLFELK
LDMRFNPFDC
APFELLFIIS
ITHAHKDRDW
HLLKDPLCRR
PVQKERINAF

PSNITVLNLT
ELSQISDQTF
LENLQELLLA
NAQLNPHLTE
GNGSFSYLPS
SFOQWLKYLEY
LTLNLTKNHI
QLSTSSFALV
ENLEILDFQH
SINLGLNNLN
TCESISWFVN
TSMLLVFILV
VWEHFSPMEE
FKVHHAVQOQA,
HHKLQVALGS

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
904



tagaatatga
ttatetaatg
aaaccaatgc
acctgatgat
attaccacct
ctececatttea
cctgcaacat
gacagaactc
ccagaagaat
aacgggggtc
gttgecgaagt
atcaaatcca
cctectettyg
ttcaaacaca
gagcacttte
cctceccatgat
ggagtacaac
gtacectgagt
cattgacgat
taatattcca
tetttecaaa
tcattctccce
tactttetet
aaaactcagce
taacaaatac
gatgctecagg
tegtaacttg
gctggagggt
ctggaaacgc
catcttgaat
attcgaacta
ttttgatgac
tgagaaggat
tcegttegac
cactaatatce
ctteecectyg
cttcataatc
cgagggctgg
ggaaatagac
agacagagac
attttgecta
tagcatcaaa
tetgtgecaga
ttcaattata
tttgcgaaga
gataaatgcc
aactcattty
gaatctaagt
catcacaatce
tcactccaaa
ttcttgaggt
agttttataa
aaattaatat
agagtgttgce
aatgctcatt
cttgaggtaa

tacagggatt
tactcctttyg
actgtgagat
ctteceteta
accaacttta
aaactggagce
aatgagctcet
gatctaatgt
ctaatcaaat
caactggaga
gaagaacttg
cttaaagagt
aacaacgccc
agcatccaga
tctggactga
gtcggcaacy
aatatacagc
ttgaagcgag
ttttecttte
agtaccaaaa
actttcacaa
ttgcteactce
tggttaggcec
ggccaggaat
ctecaactgt
agggtggecec
accattetgg
cttgagaatc
gcaaaccecg
ttagagtcca
aagagcatca
cagacatcte
gttttcggge
tgecacgtgtyg
tttgagctgt
aagcttttecg
agcaccagta
aggatctctt
acacaggctg
tgggtctggg
gaagaaaggg
agaagccgaa
agattcaagg
ctgattttte
ggaatgttta
tttcatcata
aagatttgga
tttacttgaa
caatctcagt
taaacacatg
gtatcacagce
atgtaatttt
attagagagt
ttttaagggce
tttgagacgt
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gcacccataa
ggggactttt
acaacgtage
acataacagt
caagatacag
cagaactgtg
ctcagattte
ctaactcaat
tagatttgtce
acctccaaga
agtttcttgg
tcteeeceoggyg
aactgaacce
atctetectet
agtggacaaa
gttccttcte
gtectgtcecee
catttactaa
aatggttaaa
gcaatacctt
gtttgcaaac
tcaacttaac
aactcaggat
ggagaggtct
ctaccagttc
ttaaaaatgt
acttaagcaa
tagaaatcct
gtggtcccgt
acggcttaga
atctaggact
taaggtcact
cgeettttea
aaagtatttc
ccactecacta
atacatcatc
tgetectggt
tttactggaa
agcagtttga
aacatttcte
actttgaagce
aaatcatttt
tacatcacgce
tccagaatat
aatctcattg
aattgcaagt
gtcggtaaag
agttttgtat
tttgaaatat
ggcagttaaa
tttaaagggt
ttaaaactcg
catgtcttga
atgtagcacc
ttatagaata

tetgggetga
gteccctatgg
tgactgcagce
gttgaatctt
ccaacttgct
ccaaatactc
tgatcaaacc
acacaaaatt
tcataatggt
actgctetta
caattcttcet
gtgtttccag
ccacctcaca
ggctaacaac
tctcacceayg
ctatctcccea
tocgeteotttt
gcaaagtgtt
atatttggaa
cacgggattg
tttaacaaat
gaaaaatcac
acttgatcte
gagaaatata
ctttgcattyg
ggatatctcc
caacaacata
ggattttcag
taatttcctg
tgaaatccea
gaataactta
gaacctccag
aaacctgaac
ctggtttgtt
cetetgtaac
ctgtaaagac
ttttatactt
tgtttcagtg
atatacagcce
cccaatggaa
aggcegtecett
cgttatcaca
agttcagcaa
tccagattat
catcttgaac
agcacttgga
ggatagatcce
atttatttat
tteggettat
aacatcctct
tttaaatatt
agtcttactg
acttatttat
acacccagct
aaagataatt
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atcatgaaag
attettetygy
catttgaage
actcacaacc
atcttggatg
cctttgttaa
tttgtettet
aaaagcaace
ttatcatcta
gcaaaaaata
ttacgaaagt
acaattggca
gagaagcttt
cagetgetgg
ctegatcttt
agecctgaggt
tatggactct
tcacttgett
tatctcaaca
gtgagtctga
gaaacatttg
atctcaaaaa
ggcecttaatyg
tttgagatct
gtceeccagece
ccttcacett
gceaacataa
cacaataact

aaggggctgt

gteggggttt
aacaaacttg

aagaacctca
agtttagata
aactggatca
actccacatc
agegecccecet
gtggtactgce
catecggattc
tacataattc
gaacaagace
ggacttgaag
caccatttat
gctattgage
aaactaaacc
tggccagttc
tctecggaatt
aatttataaa
atgtatagat
ttcattgaca
attaatagat
tttatataaa
tgtagctcag
ctetgecetea
atgtacgtgt
gcttttatgg

ggtgttecete
tgtcttccac
taacacacat
aactcagaag
caggatttaa
aagtattgaa
gcacgaacct
ctttcaaaaa
caaagttggag
aaatccttge
tggacttgtce
agttattcge
gectgggaact
ccaccagcga
cctacaacaa
atctgtetet
ccaacctgag
cacatcccaa
tggatgacaa
agtacctaag
tgtcacttge
tagcaaatgg
aaattgaaca
acctateccta
ttcaaagact
tecgeectet
atgaggactt
tagccagget
ctecaccteca
tcaagaactt
aaccattcat
taacatetgt
tgcgcttcaa
accagaccca
attattatygyg
ttgaactecct
tcattcacat
ttggtttcaa
atgcccataa
aatctctcaa
caattgttaa
taaaagaccc
aaaatctgga
atgcactctyg
agaaagaacyg
cagcacatta
ggtccatcecat
gatgatatta
tctggtttat
tacccattaa
taagactgag
aaaggcctgg
ctectgtctec
gggattttat
tataaggcta

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3310

Se conocen secuencias de nucleétidos y aminoacidos de ser humano y murino TLR7. Véanse, por ejemplo, los
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Numeros de Referencia en GenBank AF240467, AF245702, NM_016562, AF334942, NM_133211; y AAF60188,
AAF78035, NP_057646, AAL73191, AAL73192. Se informa que el TLR7 humano tiene una longitud de 1049
aminoacidos y tiene una secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO: 24. Una secuencia de nucledtidos
correspondientes se proporciona como la SEQ ID NO: 25. Se informa que el TLR7 de murino tiene una longitud de
1050 aminoacidos y tiene una secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO: 26. Una secuencia de nucleotidos
correspondientes se proporciona como la SEQ ID NO: 27. El polipéptido TLR7 incluye un dominio extracelular que
tiene una region de repeticion rica en leucina, un dominio transmembrana, y un dominio intracelular que incluye un
dominio TIR.

Como se usa en el presente documento un "polipéptido TLR7" se refiere a un polipéptido que incluye un TLR7 de
longitud completa de acuerdo con una de las secuencias mencionadas anteriormente, ortélogos, variantes alélicas,
SNP, variantes incorporan sustituciones de aminoacidos conservativas, proteinas de fusion de TLR7, y fragmentos
funcionales de cualquiera de los mencionados anteriormente. Algunas realizaciones preferentes incluyen
polipéptidos TLR7 humanos que tienen una identidad de secuencias de al menos un 65 por ciento, mas
preferentemente una identidad de secuencias de al menos un 80 por ciento, incluso mas preferentemente con una
identidad de secuencias de al menos un 90 por ciento, y lo mas preferentemente con una identidad de secuencias
de al menos un 95 por ciento con la secuencia de aminoacidos de TLR7 humano de la SEQ ID NO: 24. Algunas
realizaciones también incluyen polipéptidos de TLR7 murino que tienen una identidad de secuencias de al menos un
65 por ciento, mas preferentemente una identidad de secuencias de al menos un 80 por ciento, incluso mas
preferentemente con una identidad de secuencias de al menos un 90 por ciento, y lo mas preferentemente con una
identidad de secuencias de al menos un 95 por ciento con la secuencia de aminoacidos de TLR7 murino de la SEQ
ID NO: 26.

Como se usa en el presente documento "sefializacion de TLR7" se refiere a una capacidad de un polipéptido TLR7
para activar la ruta de sefializacion de TLR/IL-1R (TIR), también denominada en el presente documento ruta de
transduccion de sefales de TLR. Los cambios en la actividad de TLR7 se pueden medir con ensayos tales como los
que se desvelan en el presente documento, que incluyen expresion de genes bajo el control de promotores y
potenciadores sensibles a kB. Tales genes de origen natural incluyen los genes que codifican IL-18, IL-6, IL-8, la
subunidad p40 de interleuquina 12 (IL-12 p40), y las moléculas coestimulantes CD80 y CD86. Otros genes se
pueden colocar bajo el control de tales elementos reguladores (véase a continuacion) y por lo tanto sirven para
indicar el nivel de sefializacion de TLR7. Se pueden afadir secuencias de nucledtidos adicionales a la SEQ ID NO:
25 o la SEQ ID NO: 27, preferentemente al extremo 5’ 0 3’ del marco de lectura abierto de la SEQ ID NO: 25, para
proporcionar una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido quimérico que incluye una fracciéon detectable
o indicadora, por ejemplo, FLAG, luciferasa (luc), proteina fluorescente de color verde (GFP), y otros conocidos por
los expertos en la materia.

SEQ ID NO: 24 Aminoacidos de TLR7 humano

MVFPMWTLKR QILILFNIIL ISKLLGARWF PKTLPCDVTL DVPKNHVIVD CTDKHLTEIP 60
GGIPTNTTNL TLTINHIPDI SPASFHRLDH LVEIDFRCNC VPIPLGSKNN MCIKRLQIKP 120
RSFSGLTYLK SLYLDGNQLL ETIPQGLPPSL QLLSLEANNI FSIRKENLTE LANIEILYLG 180
QNCYYRNPCY VSYSIEKDAF LNLTKLKVLS LKDNNVTAVP TVLPSTLTEL YLYNNMIAKI 240
QEDDFNNLNQ LQILDLSGNC PRCYNAPFPC APCKNNSPLQ IPVNAFDALT ELKVLRLHSN 300
SLOHVPPRWF KNINKLQELD LSQNFLAKEI GDAKFLHFLP SLIQLDLSFN FELQVYRASM 360
NLSQAFSSLK SLKILRIRGY VFKELKSFNL SPLHNLOQNLE VIDLGTNFIK IANLSMFKQF 420
KRLKVIDLSV NKISPSGDSS EVGFCSNART SVESYEPQVL EQLHYFRYDK YARSCRFKNK 480
EASFMSVNES CYKYGQTLDL SKNSIFFVKS SDFQHLSFLK CLNLSGNLIS QTLNGSEFQP 540
LAELRYLDFS NNRLDLLHST AFEELHKLEV LDISSNSHYF QSEGITHMLN FTKNLKVLQK 600
LMMNDNDISS STSRTMESES LRTLEFRGNH LDVLWREGDN RYLQLFKNLL KLEELDISKN 660
SLSFLPSGVF DGMPPNLKNL SLAKNGLKSF SWKKLQCLKN LETLDLSHNQ LTTVPERLSN 720
CSRSLEKNLIL KNNQIRSLTK YFLODAFQLR YLDLSSNKIQ MIQKTSFPEN VLNNLKMLLL 780
HHNRFLCTCD AVWFVWWVNH TEVTIPYLAT DVTCVGPGAH KGQSVISLDL YTCELDLTNL 840
ILFSLESISVS LFLMVMMTAS HLYFWDVWYI YHFCKAKIKG YQRLISPDCC YDAFIVYDTK S00
DPAVTEWVLA ELVAKLEDPR EKHFNLCLEE RDWLPGQPVL ENLSQSIQLS KKTVFVMTDK 960
YAKTENFKIA FYLSHQRLMD EKVDVIILIF LEKPFQKSKF LQLRKRLCGS SVLEWPTNPQ 1020
AHPYFWQCLK NALATDNHVA YSQVFKETV 1049
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actccagata
agectgatett
ggaagaagac
tttaacataa
tgtgatgtca
ttgacagaaa
cacataccag
ttcagatgea
ctgcagatta
ggaaaccagc
gaggccaaca
atactctacc
gagaaagatg
gtcacagcceg
atgattgcaa
ctaagtggaa
aattctcecece
cgtctacaca
cteccaggaac
ctgeatttte
tatcgtgceat
cggatcagag
cttcaaaatc
atgtttaaac
tcaggagatt
gaaccecagyg
agattcaaaa
cagaccttgg
ctttetttec
agtgaattcc

taggatcact
ggcacctcte
taaaaatggt
tcctaattte
ctctggatgt
ttcctggagg
acatctccce
actgtgtacc
aacccagaag
tactagagat
acatctttte
tgggccaaaa
ccttectaaa
tcecectactgt
aaatccaaga
attgccecteg
tacagatccc
gtaactctct
tggatctgtce
tcccecagect
ctatgaatct
gatatgtcett
ttgaagttct
aatttaaaag
caagtgaagt
tecctggaaca
acaaagaggce
atctaagtaa
tcaaatgccect
aacctttage
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SEQ ID NO: 25 Nucleodtidos de TLR7 humano

ccatgccate
atgctetgcect
gtttccaatg
caaactcctt
tccaaagaac
tattcccacg
agegtecttt
tattccactg
ctttagtgga
accgeaggge
catcagaaaa
ctgttattat
cttgacaaag
tttgececatct
agatgatttt
ttgttataat
tgtaaatgct
tcagcatgtg
ccaaaacttc
catccaattyg
atcacaagca
taaagagttg
tgatcttggc
actgaaagtc
tggcttctge
attacattat
ttctttecatg
aaatagtata
gaatctgtcea
agagctgaga

aagaaagttg
ctcttcaace
tggacactga
ggggctagat
catgtgatcg
aacaccacga
cacagactgg
gggtcaaaaa
ctcacttatt
ctceecgecta
gagaatctaa
cgaaatcctt
ttaaaagtgc
actttaacag
aataacctca
gcecccattte
tttgatgege
ccceccaagat
ttggccaaag
gatctgtett
ttttcttecac
aaaagcttta
actaacttta
atagatcttt
tcaaatgceca
tteagatatg
tctgttaatg
ctttttgtea
ggaaatctcea
tatttggact
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atgctattgg
agacctctac
agagacaaat
ggtttcctaa
tggactgcac
acctcacccet
accatetggt
acaacatgtg
taaaatccct
gcecttacaget
cagaactgge
gttatgttte
tctecectgaa
aactatatct
accaattaca
cttgtgcgec
tgacagaatt
ggtttaagaa
aaattgggga
tcaattttga
tgaaaagcct
acctctcgece
taaaaattgc
cagtgaataa
gaacttctgt
ataagtatgc
aaagctgcta
agtcctctga
ttagccaaac
tecteccaacaa

gceccatctea
attcecatttt
tettatcoctt
aactctgecc
agacaagcat
caccattaac
agagatcgat
catcaagagyg
ttacctggat
tctecagectt
caacatagaa
atattcaata
agataacaat
ctacaacaac
aattcttgac
gtgtaaaaat
aaaagtttta
catcaacaaa
tgctaaattt
acttcaggtce
gaaaattctyg
attacataat
taaccteage
aatatcacct
agaaagttat
aaggagttgce
caagtatggg
ttttcagcecat
tcttaatgge
ceggettgat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
560

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800



ttactcecatt
aatagecatt
aaggttctge
atggagaqgtg
agagaaggtg
gacatctcta
aatctaaaga
cagtgtctaa
gagagattat
aggagtctga
tcaaataaaa
aagatgttgc
tggtgggtta

gggccaggag
gatctgacta

atgatgacag
gccaagataa
gtgtatgaca
ctggaagacce
gggcagccag
gtgatgacag
cagaggctca
cagaagtcca
ccaacaaacc
gacaatcatg
cacaactgec
caccaaaagc
accaacgtct
cttatctetce
ggcaagtaaa
aatcatgaca
tagggttaaa
agtgaaataa
ctttgggagg
atggtgaaac
tgtaatcceca
gtggcagtga
tcaaaagaac
ccgtgtceate
tgcttcagtg
taagaaagaa
atttaaatga
aaatgttttt
ctttcaaact
gcaacgttag
ttatagtttt
tttgctggag
gttttgaact
gcctgtactt
ctttatttca
atgtgttcaa
¢ctttacttta
agggtcacaa
gecaactatt

caacagcatt
attttcaatc
agaaactgat
agtctcttag
ataacagata
aaaattccecct
atctctettt
agaacctgga
ccaactgtte
cgaagtattt
teccagatgat
ttttgcatca
accatacgga
cacacaaggg
acctgattct
caagtcacct
aggggtatca
ctaaagaccc
caagagagaa
ttctggaaaa
acaagtatgc
tggatgaaaa
agttectcceca
cgcaagctca
tggcctatay
tagtttacca
gtgttttgaa
gtcacaggayg
tgtgtctcta
aaacatgggg
ttgagaagaa
aaaaactcaa
aaaaccagtc
ccgaggcagyg
¢cegbetgta
gctacttggg
geccgagatca
aaaaaaaaaa
cagggcccca
cttectgete
agacacatcc
tctgecttta
atctgcactg
gttttgttaa
atggttttga
atcagagatg
gatgggagaa
tcagctatca
tcagetgggt
tggaagaagt
geccttagatt
cctgtgagta
attcccaaat
tcacaactte
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tgaagagctt
agaaggaatt
gatgaacgac
aactctggaa
cttacaatta
aagtttcttg
ggccaaaaat
aactttggac
cagaagcctce
tctacaagat
ccaaaagacc
taatcggttt
ggtgactatt
ccaaagtgtg
gttctcactt
ctatttctygg
gcgtctaata
agctgtgacc
acattttaat
ccttteccag
aaagactgaa
agttgatgtg
gcteceggaaa
ccecatactte
tcaggtgttc
aggagaggcec
attcttcaag
ttggaaagat
tttgcacttg
ctetgattet
ctgecatttcet
gctectctcta
agctggcegg
tggatcacga
ctaaaaatac
aggctgagge
cgecactgea
aaacacaaaa
ttctgtgcag
tttttcecttyg
ttaccataaa
tacaaagtga
caaagtactg
ctaatgccat
tggtaaaccc
acaattattt
gaaaccaaagd
gattcaaaaa
ataaattcat
gatctacaaa
ggcgatgteg
cacactatat
caatctctgg
tgtaagc

cacaaactgg
actcatatgc
aatgacatct
ttcagaggaa
ttcaagaatc
ccttetggag
gggctcaaat
ctcagcceaca
aagaatctga
geecttecagt
agcttcccag
ctgtgcacct
ccttacetgg
atceteoecetgy
teccatatctg
gatgtgtggt
tcaccagact
gagtgggttt
ftatgtetceg
agcatacagce
aattttaaga
attatcttga
aggctctaty
tggcagtgtc
aaggaaacqgqg
tggctgttta
aaatgagatt
ggggtttata
agtctctcac
cctgtaattg
acccttaaaa
tatgagacca
gecatggtggce
ggtcaggagt
aaaaattagc
aggagaatcg
atgcagecceyg
aaactecagtc
attgagtgtg
ggcctgettce
tgcatatggt
tattctectac
tatccaaagt
atatttgtaa
taaaggagga
gaatgccaat
tttatagacc
caacagaaag
gagttcaaag
ggtgtttgtg
tattttecte
gaattatttc
aataaataga
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aagttctgga
taaactttac
ctEcctecac
atcacttaga
tgctaaaatt
tttttgatygg
ctttcagttg
accaactgac
ttcttaagaa
tgcgatatct
aaaatgtcct
gtgatgctgt
ccacagatgt
atctgtacac
tatctetctt
atatttacca
gttgctatga
tggctgagcet
aggaaaggga
ttagcaaaaa
tagcatttta
tatttcttga
ggagttetgt
taaagaacgc
tctagcecectt
aattgttttc
gcececatattt
taatgcatca
ctcagectccet
tgataattaa
agtactggta
aaatgtacta
tcatgettgt
ttgagaccag
tgggcgtggt
cttgaacccg
ggcaacagag
agcttcttaa
ggcaccacac
tgggttccat
ccacctacaa
ctttgataat
aaaatttect
gtatctgcac
ctccaagagt
tatatggatt
ttcacattga
aaccaagaca
attgaaacct
ccatttggaa
acgtgtggca
caacgtacat
gaggtaatta

tataagcagt
caagaaccta
cagcaggacec
tgttttatgg
agaggaatta
tatgcctcca
gaagaaactc
cactgtccect
taatcaaatc
ggatctcage
caacaatctg
gtggtttgte
gacttgtgtyg
ctgtgagtta
tctcatggtg
tttctgtaag
tgcttttatt
ggtggcecaaa
ctggttacca
gacagtgttt
cttgtececcat
gaagcccttt
ccttgagtgg
cectggecaca
ctttgecaaaa
atatatatca
caggggagcec
agtcttettt
gtaaaagagt
atatacacac
tatacagaaa
gagttagttt
aatcecagca
tctggecaac
ggtgggtgcee
ggaggtggag
ctagactgte
ccaattgett
aggtggttge
agggaaacag
atagaaaaat
ttacctgctt
catccaatat
acttgataca
gtgtatttat
cctttecattt
gaaagcttca
ttcttaagat
gaccaatttg
aacagcegtgce
atgccaaagg
ttaatcaata
aattgctgga

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5007



MVFSMWTRKR QILIFLNMLL
EGIPTNTTNL TLTINHIPSI

GSFSGLSDLK
ONCYYRNPCN
QENDFNNLNE
SLQHVPPTWF
TLPHSLSSLE
ENLKLIDLSV
EPPSFLPLNA
PLRELRYLDF
KLMMNDNDIS
NSLNSLPPEV
NCSKSLTTLI
LHHNRFLCNC
LILFSVSISS
KNSAVTEWVL
KYAKTESFKM
QAHPYFWQCL

ALYLDGNQLL
VSYSIEKDAF
LQVLDLSGNC
KNMRNLQELD
NLKILRVKGY
NKISPSEESR
DCHIYGQTLD
SNNRLDLLYS
TSASRTMESD
FEGMPPNLKN
LKHNQIRQLT
DAVWFVWWYN
VLFLMVVMTT
QELVAKLEDP
AFYLSHQRLL
KNALTTDNHV
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SEQ ID NO: 26 Aminoacidos de TLR7 murino

VSRVFGFRWF
SPDSFRRLNH

ETPQDLPSSL
LVMRNLKVLS
PRCYNVPYPC
LSONYLARET
VFKELKNSSL
EVGFCPNAQT
LSRNNIFFIK
TAFEELQSLE
SLRILEFRGN
LSLAKNGLKS
KYFLEDALQL
HTDVTIPYLA
SHELFFWDMWY
REKHFNLCLE
DEKVDVIILI
AYSQMFKETV

SEQ ID NO: 27 Nucledtidos de TLR7 murino

PKTLPCEVKV
LEEIDLRCNC

HLLSLEANNT
LKDNNVTAVP
TPCENNSPLQ
EEAKFLHFLP
SVLHKLPRLE
SVDRHGPQVL
PSDFQHLSFL
VLDLSSNSHY
HLDVLWRAGD
FFWDRLQLLK
RYLDISSNKT
TDVTCVGPGA
IYYFWKAKIK
ERDWLPGQPV
FLEKPLQKSK

22

NIPEAHVIVD
VPVLLGSKAN

FSITKENLTE
TTLPPNLLEL
IHDNAFNSLT
NLVELDFSFN
VLDLGTNFIK
EALHYFRYDE
KCLNLSGNTI
FQAEGITHML
NRYLDFFKNL
HLEILDLSHN
QVIQKTSFPE
HKGQSVISLD
GYQHLQSMES
LENLSQSIQL
FLQLRKRLCR

CTDKHLTEIP
VCTKRLQIRP

LVYNIETLYLG
YLYNNIIKKI
ELKVLRLHSN
YELQVYHAST
IADLNIFKHF
YARSCRFKNK
GQTLNGSELW
NFTKKLRLLD
FNLEVLDISR
QLTKVPERLA
NVLNNLEMLV
LYTCELDLTN
CYDAFIVYDT
SKKTVFVMTQ
SSVLEWPANP

60
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1050
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attctcctcec accagaccte ttgattccat tttgaaagaa aactgaaaat ggtgtttteg 60

atgtggacac
tttgggttte
gececatgtga
actaacacca
tteecgtagge
ctggggtcca
ggactctetg
gatctgccat
aaggagaatc
tatcgaaatc
aatttgaagg
cctaatttac
tttaataacc
aatgteccat
gettteaatt
gtgcceccaa
tacttggecca
ttggattttt
tcactctett
ctgaaaaact
ggcactaact
ctcatagacce
tgtcctaatg
tattteccgat
ttettgectt
aacatatttt
ttatcaggaa
ttgcggtact
gagctccaga
ggaattactce
aatgataatg
ctggagttca
gacttcttca
tcettgecte
aaaaatgggce
ttggacctca
agtctcacaa
gaagatgctt
aagactagct

cgettbtettt
actattccat
agtgtcatat
tcagtttcca
ttectgggata
ctgcaatcceca
gtgacagaat
ttcaatttgt
tcccagagcea
actgagagtt
gatgtgatta
aggaagadgac
tacttctggce
atgttcaagg
cga

ggaagagaca
gatggtttcecce
tegtggactyg
ccaatcttac
tgaaccatct
aagccaatgt
acttaaaagc
ccagcttaca
taacagaact
cttgcaatgt
ttctctcact
tagagctcta
tcaatgagtt
atccgtgtac
cattgacaga
catggtttaa
gagaaattga
ctttcaatta
cattggaaaa
ccagtecttte
tcataaaaat
tttecagtgaa
ctcaaactte
acgatgaata
tgaatgcaga
ttattaaacc
acaccattgg
tagacttctc
gtcttgaagt
acatgctaaa
acatctctac
gaggcaacca
agaatttgtt
ctgaggtttt
tcaaatcettt
gccataacca
cactgattet
tgcaattgeyg
tceccagaaaa

gcaactgtga
acctggccac
ccettgatet
tatcatcagt
tgtggtacat
tggagtcttg
ggattttgea
gtctagaaga
tacagctcag
ttaagatgge
tcttgatatt
tectgcaggay
agtgcctgaa
aaacagtcta

aattttgatc
taaaactcta
cacagacaag
ccttacecate
ggaagdaaatc
gtgtaccaag
cctttacctg
tettetgage
ggtcaacatt
ttectattct

aaaagataac

tctttataac
gcaagttett
accgtgtgaa
attaaaagtt
aaacatgaga
ggaggccaaa
tgagctgcag
cttgaaaatt
tgtattgcac
tgetgaccte
taagatatct
tgtagaccgt
tgecacggage
ctgcocacata
ttctgatttt
ccaaactctt
caacaaccgg
tetggatceta
ctttaccaag
ttecggecage
tttagatgtt
caatttagag
tgagggtatg
cttttgggac
gctgacaaaa
taagcataat
ctatctagac
tgtcctcaac

tgctgtgtgg
tgatgtgact
gtatacgtgt
cctetttett
ttattatttt
ttatgatgct
ggagctggty
aagagactgg
caaaaagaca
attttatttg
cttggaaaag
ctectgtecett
aaatgccctg
gctctectgaa

tttttaaata
ccttgtgaag
catttgacag
aaccacatac
gatttaagat
aggctgcaga
gatggaaacc
cttgaggcta
gaaacactct
attgaaaaag
aatgtcacag
aatatcatta
gacctaagtg
aataattccece
ttacgtttac
aacctecagy
tttttgecatt
gtctaccatg
ctgegtgtea
aagcttccca
aacatattca
ccttcagaag
catgggcccce
tgcaggttca
tatgggcaga
cagcatcttt
aatggcagtg
cttgatttac
agtagtaaca
aaattacggce
aggaccatgg
ctatggagag
gtattagata
cecgcecaaatce
agactccagt
gtacctgaga
caaatcaggc
atcagttcaa
aatctggaga

tttgtetggt
tgtgtaggte
gagttagatc
atggtagtta
tggaaagcaa
tttattgtgt
gcaaaattgg
ctaccaggac
gtgtttgtga
teteatcaga
cctetteaga
gagtggcctg
accacagaca
gaatgtcacc
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tgctettagt
ttaaagtaaa
aaatccctga
caagcatctce
gcaattgtgt
ttagacctgg
aacttctgga
acaacatctt
acctgggtca
atgctttcct
ctgtccecceccac
agaaaatcca
gaaattgccce
ccttacagat
acagtaattc
aactagacct
ttetteecaa
catctataac
aggggtatgt
ggctggaagt
aacattttga
agtcaagaga
aggtccttga
aaaacaaaga
ccttagactt
cattcctcaa
aactctggece
tctactcaac
gccactattt
ttctggacaa
aaagtgactc
ccggtgataa
tctecagaaa
taaagaatct
tactgaagca
gattggccaa
aattgacaaa
ataaaatcca
tgttggtttt

gggttaacca
caggagcaca
tcacaaacct
tgacaacaag
agataaaggg
atgacactaa
aagatccaag
agccagttct
tgacacagaa
ggctectgga
agtctaagtt
caaatccaca
atcatgtgge
acctaggaca

ttctagagte
tatcccagag
gggcattecce
tccagattece
acctgttcta
aagctttagt
gataccacag
ctecatecacyg
aaactgttat
agttatgaga
cactttgeca
agaaaatgat
tcgatgttat
ccatgacaat
tcttcagecat
ctcccaaaac
ccttgttgag
tttaccacat
ctttaaagag
tcttgacctt
aaacctcaaa
agttggettt
ggccttacac
gccacctbtct
aagtagaaat
atgcctcaac
gttgagagag
agcctttgaa
tcaagcagaa
actcatgatyg
tcttegaatt
cagatacttg
ttccctgaat
cteccttggec
tttggaaatt
ctgttccaaa
atattttcta
ggtcattcag
acatcacaat

tacagatgtt
caaaggtcaa
gattctgttc
tcacctcecttt
gtatcagcat
aaactcagct
agaaaaacac
agaaaacctt
atatgctaag
tgaaaaagtyg
tcttecagete
ggctcaccca
ttatagtcaa
tgcecttgaat

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3243
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Se conocen secuencias de nucleotidos y aminoacidos de TLR8 de ser humano y murino. Véanse, por ejemplo, los
Numeros de Referencia en GenBank AF246971, AF245703, NM_016610, XM_045706, AY035890, NM_133212; y
AAF64061, AAF78036, NP_057694, XP_045706, AAK62677, NP_573475. Se informa que el TLR8 humano existe al
menos en dos isoformas, una con una longitud de 1041 aminoacidos que tiene una secuencia proporcionada en la
SEQ ID NO: 28, y la otra con una longitud de 1059 aminoacidos que tiene una secuencia como se proporciona en la
SEQ ID NO: 30. Se proporcionan secuencias de nucledtidos correspondientes en la SEQ ID NO: 29 y en la SEQ ID
NO: 31, respectivamente. Se cree que la mas corta de estas dos isoformas es mas importante. El TLR8 murino tiene
una longitud de 1032 aminoacidos y tiene una secuencia como se proporciona en la SEQ ID NO: 32. La secuencia
de nucledtidos correspondiente se proporciona como la SEQ ID NO: 33. El polipéptido TLR8 incluye un dominio
extracelular que tiene una regién de repeticion rica en leucina, un dominio transmembrana, y un dominio intracelular
que incluye un dominio TIR.

Como se usa en el presente documento un "polipéptido TLR8 " se refiere a un polipéptido que incluye un TLR8 de
longitud completa de acuerdo con una de las secuencias mencionadas anteriormente, ortélogos, variantes alélicas,
SNP, variantes incorporan sustituciones de aminoacidos conservativas, proteinas de fusion de TLR8, y fragmentos
funcionales de cualquiera de los mencionados anteriormente. Algunas realizaciones preferentes incluyen
polipéptidos de TLR8 humano que tienen una identidad de secuencias de al menos un 65 por ciento, mas
preferentemente una identidad de secuencias de al menos un 80 por ciento, incluso mas preferentemente con una
identidad de secuencias de al menos un 90 por ciento, y lo mas preferentemente con una identidad de secuencias
de al menos un 95 por ciento con la secuencia de aminoacidos del TLR8 humano de la SEQ ID NO: 28. Algunas
realizaciones precedentes también incluyen polipéptidos de TLR8 murino que tienen una identidad de secuencias de
al menos un 65 por ciento, mas preferentemente una identidad de secuencias de al menos un 80 por ciento, incluso
mas preferentemente con una identidad de secuencias de al menos un 90 por ciento, y lo mas preferentemente con
una identidad de secuencias de al menos un 95 por ciento con la secuencia de aminoacidos de TLR8 murino de la
SEQ ID NO: 32.

Como se usa en el presente documento "sefializacion de TLR8" se refiere a una capacidad de un polipéptido TLR8
para activar la ruta de sefializacion de TLR/IL-1R (TIR), también denominada en el presente documento ruta de
transduccion de sefales de TLR. Los cambios en la actividad de TLR8 se pueden medir con ensayos tales como los
que se desvelan en el presente documento, que incluyen expresion de genes bajo el control de promotores y
potenciadores sensibles a kB. Tales genes de origen natural incluyen los genes que codifican IL-13, EL-6, IL-8, la
subunidad p40 de interleuquina 12 (IL-12 p40), y las moléculas coestimulantes CD80 y CD86. Otros genes se
pueden colocar bajo el control de tales elementos reguladores (véase a continuacion) y por lo tanto sirven para
indicar el nivel de sefializacion de TLR8. Se pueden anadir secuencias de nucleétidos adicionales a la SEQ ID NO:
29 o la SEQ ID NO: 33, preferentemente al extremo 5 o 3’ del marco de lectura abierto SEQ ID NO: 29, para
proporcionar una secuencia de nucledtidos que codifican un polipéptido quimérico que incluye una fraccion
detectable o indicadora, por ejemplo, FLAG, luciferasa (luc), proteina fluorescente de color verde (GFP), y otros
conocidos por los expertos en la materia.

SEQ ID NO: 28 Aminoacidos de TLR8 humano (1041)

MENMFLQSSM LTCIFLLISG SCELCAEENF SRSYPCDEKK QNDSVIAECS NRRLQEVPQT 60
VGKYVTELDL SDNFITHITN ESFQGLONLT KINLNHNPNV QHQONGNPGIQ SNGLNITDGA 120
FLNLKXNLREL LLEDNQLPQI PSGLPESLTE LSLIQNNIYN ITKEGISRLI NLKNLYLAWN 180
CYFNKVCEKT NIEDGVFETL TNLELLSLSF NSLSHVPPKL PSSLRKLFLS NTQIKYISEE 240
DFKGLINLTL LDLSGNCPRC FNAPFPCVPC DGGASINIDR FAFOQNITQLR YLNLSSTSLR 300
KINAAWFKNM PHLKVLDLEF NYLVGEIASG AFLTMLPRLE TILDLSFNYIK GSYPQHINIS 360
RNFSKLLSLR ALHLRGYVF(Q ELREDDFQPL MQLPNLSTIN LGINFIKQID FKLFQNFSNL 420
EITYLSENRI SPLVKDTRQS YANSSSFQRH IRKRRSTDFE FDPHSNFYHF TRPLIKPQCA 480
AYGKALDLSL NSIFFIGPNQ FENLPDIACL NLSANSNAQV LSGTEFSAIP HVKYLDLTNN 540
RLDFDNASAL TELSDLEVLD LSYNSHYFRI AGVTHHLEFI QNFTNLKVLN LSHNNIYTLT 600
DKYNLESKSL VELVFSGNRL DILWNDDDNR YISIFKGLKN LTRLDLSLNR LKHIPNEAFL 660
NLPASLTELH INDNMLKFFN WTLLQQFPRL ELLDLRGNKIL: LFLTDSLSDF TSSLRTLLLS 720
HNRISHLPSG FLSEVSSLKH LDLSSNLLKT INKSALETKT TTKLSMLELH GNPFECTCDI 780
GDFRRWMDEH LNVKIPRLVD VICASPGDQR GKSIVSLELT TCVSDVTAVI LFFFTFFITT B840
MVMLAALAHH LFYWDVWFIY NVCLAKVKGY RSLSTSQTFY DAYISYDTKD ASVTDWVINE S00
LRYHLEESRD KNVLLCLEER DWDPGLAIID NLMQSINQSK KIVFVLTKKY AKSWNFKTAF 960
YLALQRLMDE NMDVIIFILL EPVLQHSQYL RLRQRICKSS ILOWPDNPKA EGLFWQTLRN 1020
VVLTENDSRY NNMYVDSIKQ Y 1041

SEQ ID NO: 29 Nucleodtidos de TLR8 humano
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ttetgegetg
ttecttcagt
tgcgccegaag
gttattgcag
gtgacagaac
gggctgcaaa
ggaaatceccyg
aaaaacctaa

ccagagtctt
ggcatttcaa
aaagtttgcg
ttgctatcac
cgcaaacttt
ttgataaatt
tttccatgeg
aacttgaccce
geetggttta
ggagaaatag
tcttttaact
aaacttttgt
gatgatttcc
tttattaagc
ttgtcagaaa
tcetetttte
tcgaactttt
gccttagatt
cetgacattg
gaattttcag
gataatgeta
tcacactatt
aatctaaaag
ctggaaagca
aatgatgatg
gatttateccc
agtctcactg
cagcagttcce
gatagcctat
tcecacctac
tccaatctge
tctatgttgg
agatggatgg
agtecctgggg
gatgtcactyg
getgeceetygg
gctaaggtaa
tcttatgaca
cttgaagaga
ggattggcca
gttttaacca
cagaggctaa
cagcattctc
cctgacaacc
gaaaatgatt
ttaagtcaty
tctattgcta
cccacagttt

ctgcaagtta
cgtcaatget
aaaatttttc
agtgcagcaa
tagacctgtc
atctcactaa
gtatacaatc
gggagttact

tgacagaact
gacttataaa
agaaaactaa
tatctttcaa
ttctgagcaa
taacattact
tgccttgtga
aacttcgata
aaaatatgcc
cctetgggge
atataaagqgg
ctctacggge
agccecctgat
aaatcgattt
acagaatatc
aacgtcatat
atcatttcac
taagcctcaa
cetgtttaaa
ccattcctceca
gtgetcettac
tcagaatage
ttttaaactt
agtcecectggt
acaacaggta
ttaataggct
aactacatat
ctegteotega
ctgactttac
cctetggett
taaaaacaat
aactacacgg
atgaacatct
atcaaagagg
cagtgatatt
ctcaccattt
aaggctacag
ccaaagatgce
gccgagacaa
tcategacaa
aaaaatatgc
tggatgagaa
agtatttgag
cgaaggcaga
cacggtataa
atttcgegee
tgtaacaaat
t
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cggaatgaaa
gacctgcatt
tagaagctat
tcgtegacta
tgataatttc
aataaatcta
aaatggcttyg
gcttgaagac

tagtctaatt
Ccttgaaaaat
catagaagat
ttctctttcea
cacccagate
agatttaagc
tggtggtgcet
cctaaacctc
tcatctgaag
atttttaacg
gagttatcca
attgcattta
gcagcttcca
caaacttttc
accgttggta
ccggaaacga
ccgtecttta
cagtatttte
tctgtetgceca
tgtcaaatat
tgaattgtce
aggcgtaaca
gageccacaac
agaattagtt
tatctecatt
gaagcacatc
aaatgataat
gttgettgac
atcttcecctt
tetttetgaa
caacaaatcc
aaaccccettt
gaatgtcaaa
gaagagtatt
atttttette
gttttactgg
gtctetttece
ctctgttact
aaacgttete
ccteatgeag
aaaaagetygg
catggatgtg
gctacggcadg
aggettgttt
caatatgtat
ataataaaga
tatcccaaaa

aattagaaca
ttecctgctaa
ccttgtgatg
caggaagtte
atcacacaca
aaccacaacc
aatatcacag
aaccagttac

caaaacaata
ctctatttgg
ggagtatttg
cacgtgccac
aaatacatta
gygaactgte
tcaattaata
tctagcactt
gtgctggatc
atgctgcececce
cagcatatta
agaggttatg
aacttatcga
caaaatttcet
aaagataccc
cgcetecaacag
ataaagccac
ttcattgggce
aatagcaatyg
ttggatttga
gacttggaag
catcatctag
aacatttata
ttcagtggca
ttecaaaggtce
ccaaatgaag
atgttaaagt
ttacgtggaa
cggacactgc
gtcagtagte
gcacttgaaa
gaatgcacct
attceccagac
gtgagtctgg
acgttcttta
gatgtttggt
acatcccaaa
gactgggtga
ctttgtctag
agcatcaacc
aactttaaaa
attatattta
cggatctgta
tggcaaactc
gtcgattcca
tgcaaaggaa
cttagtggtt
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acagaaacat
tatctggttc
agaaaaagca
cccaaacggt
taacgaatga
ccaatgtaca
acggggcecatt
cccaaatacc

tatacaacat
cctggaactyg
aaacgctgac
ccaaactgce
gtgaagaaga
cgaggtgett
tagatcgttt
ccctcaggaa
ttgaattcaa
gettagaaat
atatttccag
tgttccagga
ctatcaactt
ccaatctgga
ggcagagtta
attttgagtt
aatgtgctge
caaaccaatt
ctcaagtgtt
caaacaatag
ttctagatct
aatttattca
ctttaacaga
atcgceocttga
tcaagaatct
cattccttaa
tttttaactg
acaaactact
tgcectgagtea
tgaagcacct
ctaagaccac
gtgacattgg
tggtagatgt
agctgacaac
tcaccaccat
ttatatataa
ctttctatga
taaatgagct
aggagaggga
aaagcaagaa
cagcttttta
tcetgctgga
agagctccat
tgagaaatgt
ttaagcaata
tgacatttct
taaaacaaca

ggaaaacatg
ctgtgagtta
aaatgactca
gggcaaatat
atcatttcaa
gcaccagaac
cctecaaccta
ctetggtetg

aactaaagag
ctattttaac
aaatttggag
aagctcccta
tttcaaggga
caatgccecceca
tgcttttcaa
gattaatgct
ctatttagtg
acttgacttg
aaacttctcet
actcagagaa
gggtattaat
aattatttac
tgcaaatagt
tgacccacat
ttatggaaaa
tgaaaatctt
aagtggaact
actagacttt
cagctataat
aaatttcaca
taagtataac
cattttgtgg
gacacgtctg
tttgccageg
gacattacte
ctttttaact
taacaggatt
cgatttaagt
caccaaatta
agatttccga
catttgtgcecc
ttgtgtttea
ggttatgttg
tgtgtgttta
tgcttacatt
gcgctaccac
ttgggaccecg
aacagtattt
cttggetttg
gcecagtgtta
ccteocagtgg
ggtettgact
ctaactgacg
gtattagtta
catttgctgg

60
120
180
240
300
360
420
480

540

€00

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3311



SEQ ID NO: 30 Aminoéacidos de TLR8 humano (1059)

MKESSLQNSS
DSVIAECSNR
ONGNPGIQSN
KEGISRLINL
SLRKLFLSNT
FONLTQLRYL:
DLSFNYIKGS
INFIKQIDFK

PHSNFYHFTR
GTEFSAIPHV
FTNLKVLNLS
RLDLSLNRLK
LTDSLSDFTS
KLSMLELHGN
VSDVTAVILF
YTSYDTKDAS
VFVLTKKYAK
QWPDNPKAEG

CSLGKETKKE
RLQEVPQTVG
GLNITDGAFL
KNLYLAWNCY
QIKYISEEDF
NLSSTSLRKI
YPQHINISRN
LFQNFSNLEI

PLIKPQCAAY
KYLDLTNNRL
HNNIYTLTDK
HIPNEAFLNL
SLRTLLLSHN
PFECTCDIGD
FFTFFITTMV
VTDWVINELR
SWNFKTAFYL
LFWQTLRNVV
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NMFLQSSMLT
KYVTELDLSD
NLKNLRELLL
FNKVCEKTNI
KGLINLTLLD
NAAWFKNNMPH
FSKPLSLRAL
IYLSENRISP

GKALDLSLNS
DFDNASALTE
YNLESKSLVE
PASLTELHIN
RISHLPSGFL
FRRWMDEHLN
MLAALAHHLF
YHLEESRDKN
ALQRLMDENM
LTENDSRYNN

SEQ ID NO: 31 Nucledtidos de TLR8 humano

CIFLLISGSC
NFITHITNES
EDNQLPQIPS
EDGVFETLTN
LSGNCPRCFN
LKVLDLEFNY
HLRGYVFQEL
LVKDTRQSYA

IFFIGPNQFE
LSDLEVLDLS
LVFSGNRLDI
DNMLKFFNWT
SEVSSLKHLD
VKIPRLVDVI
YWDVWFIYNV
VLLCLEERDW
DVIIFILLEP
MYVDSIKQY

26

ELCAEENFSR
FQGLONLTKT
GLPESLTELS
LELLSLSFNS
APFPCVPCDG
LVGEIASGAF
REDDFQPLMQ
NSSSFQRHIR

NLPDIACLNL
YNSHYFRIAG
LWNDDDNRYI
LLQQFPRLEL
LSSNLLKTIN
CASPGDQRGK
CLAKIKGYRS
DPGLAIIDNL
VLQHSQYLRL

SYPCDEKKQN
NLNHNPNVQH
LIQNNIYNIT
LSHVSPKLPS
GASINIDRFA
LTMLPRLEIL
LPNLSTINLG
KRRSTDFEFD

SANSNAQVLS
VITHHLEFIQN
SIFKGLKNLT
LDLRGNKLLF
KSALETKTTT
SIVSLELTTC
LSTSQTFYDA
MQSINQSKKT
RORICKSSIL

60
120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1059



ctcctgeata
acagaaacgt
gagaccttga
ctgecagcecetyg
ctgcatttte
aagctatccect
tegactacag
taatttcate
aaatctaaac
tggcttgaat
tgaagacaac
tctaattcaa
gaaaaatctc
agaagatgga
tctttecacac
ccagatcaaa
tttaagcggg
tggtgcttca
aaacctetcet
toctgaaggty
tttaacgatg
ttatccacayg
gcatttaaga
gcttccaaac
acttttecaa
gttggtaaaa
gaaacgacgc
tcetttaata
tattttctte
gtctgeaaat
caaatatttg
attgtccgac
cgtaacacat
ccacaacaac
attagttttce
cteoecatttte
gcacatecca
tgataatatg
gettgactta
ttececctteqgy
ttctgaagte
caaatcegcea
ccectttgaa
tgtcaaaatt
gagtattgtg
tttcttcacg

ttactgggat
tctttcecaca
tgttactgac
cgttetectt
catgcagagce
aagctggaac
ggatgtgatt
acggcagcegg
cttgttttgg
tatgtatgte
ataaaga

gagggtacca
ggttctettyg
aggaagectt
ggaaaggaga
ctgctaatat
tgtgatgaga
gaagttcece
acacacataa
cacaacccca
atcacagacg
cagttacccce
aacaatatat
tatttggect
gtatttgaaa
gtgtcaccca
tacattagtyg
aactgtccga
attaatatag
agcacttcce
ctggatcttyg
ctgeccaget
catattaata
ggttatgtgt
ttatcgacta
aatttcteca
gatacceggce
tcaacagatt
aagccacaat
attgggccaa
agcaatgcete
gatttgacaa
ttggaagtte
catctagaat
atttatactt
agtggcaate
aaaggtctca
aatgaagcat
ttaaagtttt
cgtggaaaca
acactgctge
agtagtctga
cttgaaacta
tgcacctgtyg
cccagactgg
agtctggagc
ttctttatca

gtttggttta
tcccaaactt
tgggtgataa
tgtctagagy
atcaaccaaa
tttaaaacag
atatttatcc
atctgtaaga
caaactcetga
gattccatta

ES 2734 652 T3

ttctgegetg
acacttcagt
tgaaagggag
ctaaaaagga
ctggttcctg
aaaagcaaaa
aaacggtggg
cgaatgaatc
atgtacagca
gggcattcecct
aaataccctc
acaacataac
ggaactgcta
cgctgacaaa
aactgccaag
aagaagattt
ggtgcttcecaa
atcgttttge
tcaggaagat
aattcaacta
tagaaatact
tttccagaaa
tccaggaact
tcaacttggg
atctggaaat
agagttatgce
ttgagtttga
gtgctgcetta
accaatttga
aagtgttaag
acaatagact
tagatctcag
ttattcaaaa
taacagataa
gecttgacat
agaatctgac
teccttaattt
ttaactggac
aactactett
tgagtcataa
agcacctega
agaccaccac
acattggaga
tagatgtcat
taacaactty
ccaccatggt

tatataatgt
tctatgatgc
atgagctgcg
agagggattg
gcaagaaaac
ctttttactt
tgetggagcec
gctececatcecet
gaaatgtggt
agcaatacta

ctgcaagtta
gttagggaac
aatgaaggag
aaacatgttc
tgagttatgc
tgactcagtt
caaatatgtg
atttcaaggg
ccagaacgga
caacctaaaa
tggtttgeca
taaagagggc
ttttaacaaa
tttggagttyg
cteectacge
caagggattyg
tgceccccattt
ttttcaaaac
taatgctgece
tttagtggga
tgacttgtct
cttetctaaa
cagagaagat
tattaatttt
tatttacttg
aaatagttce
cccacattcg
tggaaaagcce
aaatcttect
tggaactgaa
agactttgat
ctataattca
tttcacaaat
gtataacctyg
tttgtggaat
acgtctggat
gccagegagt
attactccag
tttaactgat
caggatttece
tttaagttce
caaattatct
tttccgaaga
ttgtgccagt
tgtttcagat
tatgttggct

gtgtttaget
ttacatttct
ctaccacctt
ggacccggga
agtatttgtt
ggctttgcag
agtgttacag
ccagtggeccet
cttgactgaa
actgacgtta
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cggaatgaaa
atcagcaaga
tcatctttgce
cttecagtegt
gccgaagaaa
attgcagagt
acagaactag
ctgcaaaatc
aatcceggta
aacctaaggq
gagtctttga
atttcaagac
gtttgcgaga
ctatcactat
aaacttttte
ataaatttaa
ccatgegtge
ttgaccceaac
tggtttaaaa
gaaatagcct
tttaactata
cctttgtete
gatttccage
attaagcaaa
tcagaaaaca
tettttecaac
aacttttate
ttagatttaa
gacattgcct
ttttcagcca
aatgctagty
cactatttca
ctaaaagttt
gaaagcaagt
gatgatgaca
ttatcecctta
ctcactgaac
cagtttcctce
agcectatcetyg
cacctaccect
aatctgctaa
atgttggaac
tggatggatg
cctggggatc
gtcactgcag
gecctggete

aagataaaag
tatgacacca
gaagagagce
ttggccatca
ttaaccaaaa
aggctaatgg
cattctcagt
gacaacccga
aatgattcac
agtcatgatt

aattagaaca
cccatececag
aaaatagctce
caatgctgac
atttttetag
gcagcaateg
acctgtectga
tcactaaaat
tacaatcaaa
agttactgct
cagaacttag
ttataaactt
aaactaacat
cttteaattce
tgagcaacac
cattactaga
cttgtgatgg
ttcgatacct
atatgcetcea
ctggggeatt
taaaggggag
tacgggeatt
cectgatgea
tcgatttcaa
gaatatcacc
gtecatatcecyg
atttcacccg
gcctcaacag
gtttaaatct
ttecteatgt
ctecttactga
gaatagcagg
taaacttgayg
¢cctggtaga
acaggtatat
ataggctgaa
tacatataaa
gtectecgagtt
actttacatc
ctggetitcet
aaacaaktcaa
tacacggaaa
aacatctgaa
aaagagggaa
tgatattatt
accatttgtt

gctacaggtc
aagatgcectce
gagacaaaaa
tecgacaacct
aatatgcaaa
atgagaacat
atttgaggct
aggcagaagg
ggtataacaa
tegegecata

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3367



MENMPPQSWI
TGKYVTNIDL
RNLTVLLLED
CNQTFKVEDG
ENLTLLDLSG
WFENLSNLKE
LRSLKKLHLR
SGNRIASVLD
LNNIFIIGKS
FSDLHDLEVL
LKELVFSGNR
LISGNKLRFF
GFLSEARNLV
NLNITIPKLV
HLFYWDVWFI
DKSVLLCLEE
ENMDVIIFIL
YDDLYIDSIR

attcagagtt
ggaaaacatyg
cagtgccatc
caactcccett
aggcaagtat
gtccttteaa
gcacccaaat
aaatctaaca
tgagtctttyg
cacttttggg
taatcaaacc
ctcattatcet
actttttcetg
aaatttaaca
ttgecacacct
cacccaactt
gtttgaaaat
aattgcctceg
caactttcaa
tecgttetete
tttcgagcat
tgagaaaatt
aggaaategce

LTCFCLLSSG
SDNAITHITK
NQLYTIPAGL
AFKNLIHLKV
NCPRCYNAPF
LHLEFNYLVQ
GYVFRELKKK
GTDYSSWRNR
QFEGFQDIAC
DLSHNAHYFS
LDHLWNANDG
NWTLLQYFPH
HLDLSFNTIK
NVICSNPGDO
YHMCSAKLKG
RDWDPGLPII
LEPVLQYSQY
QY

ggatgttaag
ccececteagt
ttccataaag
gtgattgcag
gtgacaaaca
aagctgcaaa
gaaaataaaa
gttttactge
aaagaactta
cttaggaact
tttaaggtag
ttcaataacc
agtaatgcca
ttactagatc
tgcaaggaaa
ctctatctaa
ctgtcaaate
ggggcatttt
tataaggaat
aagaagttge
ctccagagtce
gatttcaaag
atagecatctg
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SEQ ID NO: 32 Aminoacidos de TLR8 murino

TSAIFHKANY
ESFQKLONLT
PESLKELSLI
LSLSFNNLFY
PCTPCKENSS
EIASGAFLTK
HFEHLQSLPN
LRKPLSTDDD
LNLSFNANTQ
IAGVTHRLGF
KYWSIFKSLQ
LHLLDLSRNE
MINKSSLQTK
KSKSIMSLDL
YRTSSTSQTF
DNLMQSINQS
LRLRQRICKS

SEQ ID NO: 33 Nucleodtidos de TLR8 murino

agagaaacaa
catggattect
cgaactattc
aatgcaacca
tagacttgtce
acctcactaa
atggtatgaa
tggaagacaa
gcctaattcea
tggaaagact
aagatggggce
ttttctatgt
aaatcatgaa
tgagtggaaa
agtcatccat
acctttccag
tgaaggaact
taacaaaact
atttacaatt
acttaagagg
tteccaaactt
ctttcecagaa
tattagatgg

SRSYPCDEIR
KIDLNHNAKQ
ONNIFQVTKN
VPPKLPSSLR
IHIHPLAFQS
LPSLOQILDLS
LATINLGINF
EFDPHVNFYH
VFNGTEFSSM
JONLINLRVL
NLIRLDLSYN
LYFLPNCLSK
MKTNLSILEL
TTCVSDTTAA
YDAYISYDTK
KKTIFVLTKK
SILQWPNNPK

acgttttacc
gacgtgcttt
cagaagctat
tcgtcaactg
agacaatgcc
aatcgatctg
tattacagaa
ccagttatat
aaacaatata
ctatttgggc
atttaaaaat
gccececcaaa
catcactcayg
ctgtcecaagg
ccacatacat
cacttcectce
ccatcttgaa
acccagttta
tattaatatt
ctatgtgttc
ggcaaccatc
tttttccaaa
tacagattat

28

HNSLVIAECN
QHPNENKNGM
NTFGLENLER
KLFLSNAKIM
LTQLLYLNLS
FNFQYKEYLQ
IEKIDFKAFQ
STKPLIKPQC
PHIKYLDLTN
NLSHNGIYTL
NLQOQIPNGAF
FAHSLETLLL
HGNYFDCTCD
VLEFFLTFLTT
DASVTDWVIN
YAKSWNFKTA
AENLFWQSLK

ttcetttgte
tgtctgetgt
ccttgtgacyg
catgaagttc
attacacata
aaccacaatg
ggggcactte
actatacctg
tttcaggtaa
tggaactgcet
cttatacact
ctaccaagtt
gaagacttca
tgttacaatg
cctetggett
aggacgattc
ttcaactatt
caaateccttg
tcctcaaatt
cgagaactta
aacttgggca
ctcgacgtta
tectcttgge

HRQLHEVPQT
NITEGALLSL
LYLGWNCYFK
NITQEDFKGL
STSLRTIPST
FINISSNFSK
NFSKLDVIYL
TAYGKALDLS
NRLDFDDNNA
TEESELKSIS
LNLPQSLQEL
SHNHFSHLPS
ISDFRSWLDE
SMVMLAALVH
ELRYHLEESE
FYLALQRLMD
NVVLTENDSR

tatagaacat
cctetggaac
agataaggca
cccaaactat
taacgaaaga
ccaaacaaca
tcagcctaag
ctgggttgcee
ctaaaaacaa
attttaaatg
tgaaggtact
ctctaaggaa
aaggactgga
ctcecatttee
ttcaaagtct
cttctacctyg
tagttcaaga
atttgtcctt
tctetaagcet
aaaagaagca
ttaactttat
tctatttatc
gaaatcgtct

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

1020
1032

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
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15

20

25

tcggaaacct
caccaaacct
gaacaatatt
aaatctgtce
ccacattaaa
cagtgatett
agcagygggta
cctgagecac
gaaagaattyg
atactggtcc
ccttecaacaa
tatcagtggt
tcacttgetg
tgcacattce
cttecectectee
gatcaataaa
tgggaactat
tctgaatatce
atcaaagagt
cctgttttte
cctgttttac
caggacttca
tgecatectgtt
caaaagtgtc
taaccteatyg
tgccaagagce
gaacatggat
gaggcttegg
agaaaacttyg
tgacgatttyg
atcataaaaa

ctctecaacag
ttaataaagce
ttcattattg
ttcaatgeca
tatttggatt
cacgatctag
acgcaccgte
aatggcattt
gttttcagtyg
atttttaaaa
atcccecaaatg
aacaaattac
gatttatcga
ctggagacac
gaagccagga
tccteectge
tttgactgceca
acaattccta
atcatgagcce
ctcacattcece
tgggatgttt
tccacatccee
actgactggg
ctcetttgtt
cagagcataa
tggaacttta
gtgattattt
cagaggatct
ttttggcaaa
tacattgatt
cacacagctt
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acgatgatga
cacagtgtac
ggaaaagcca
atactcaagt
taaccaacaa
aagtgctgga
taggatttat
acaccctceac
gaaatcgtct
gtctccagaa
gagecattcct
gtttcetttaa
gaaatgagct
tgctactgag
atctggtgca
aaaccaagat
cgtgtgacat
aattggtaaa
tagatctcac
ttaccacctce
ggtttatcta
aaactttcta
taatcaatga
tagaggagag
accagagcaa
aaacagcttt
tcatcceteet
gtaagagcte
gtctgaaaaa
ccattaggea
cteettacaa

gtttgatcca
tgcttatgge
atttgaaggt
gtttaatgge
cagactagac
cctgagccac
ccagaactta
agaggaaagt
tgaccattty
tttgatacgc
caatttgcct
ttggacatta
gtattttcta
ccataatcecat
cctggatcta
gaaaacgaac
aagtgatttt
tgttatatgt
gacttgtgta
catggttatg
tcacatgtge
tgatgcttat
actgcgctac
ggattgggat
gaaaacaatc
ctacttggcece
ggaaccagtg
catecctccag
tgtggtctty
atactagtga
tgaaccgaat

cacgtgaatt
aaggecttgg
tttcaggata
acagaattet
tttgatgata
aatgcacact
ataaacctea
gagctgaaaa
tggaatgcaa
ctggacttat
cagagectcc
ctccagtatt
cceaattgee
ttetcteacce
agtttcaaca
ttgtctattce
cgaagctggce
tccaatcctg
teggatacca
ttaggctgete
tctgectaagt
atttcttatg
caccttgaag
ccaggattac
tttgttttaa
ttgcagaggce
ttacagtact
tggcccaaca
actgaaaatg
tgggaagtca

tttaccatag
atttaagttt
tcgcetgett
cctccatgec
acaatgettt
atttcagtat
gggtgttaaa
gcatctecact
atgatagcaa
catacaataa
aagagttact
ttecetcaccet
tatectaagtt
taccctetgyg
caataaagat
tggagctaca
tagatgaaaa
gggatcaaaa
ctgecagetgt
tggttcacca
taaaaggcta
acaccaaaga
agagtgaaga
ccatcattga
ccaagaaata
taatggatga
cacagtacct
atcccaaage
attcacggta
c¢gactetgee

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3220

Se conocen secuencias de nucledtidos y aminoacidos de TLR9 de ser humano y murino. Véanse, por ejemplo, los
Numeros de Referencia en GenBank NM_017442, AF259262, AB045180, AF245704, AB045181, AF348140,
AF314224, NM_031178; y NP_059138, AAF 72189, BAB19259, AAF78037, BAB19260, AAK29625, AAK28488,
NP_112455. Se informa que el TLR9 humano existe al menos en dos isoformas, una con una longitud de 1032
aminoacidos que tiene una secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 34, y la otra con una longitud de 1055
aminoacidos que tiene una secuencia como se proporciona en la SEQ ID NO: 36. Se proporcionan secuencias de
nucledtidos correspondientes en la SEQ ID NO: 35 y en la SEQ ID NO: 37, respectivamente. Se cree que la mas
corta de estas dos isoformas es mas importante. El TLR9 murino tiene una longitud de 1032 aminoacidos y tiene una
secuencia como se proporciona en la SEQ ID NO: 38. Una secuencia de nucledtidos correspondientes se
proporciona como la SEQ ID NO: 39. El polipéptido TLR9 incluye un dominio extracelular que tiene una region de
repeticion rica en leucina, un dominio transmembrana, y un dominio intracelular que incluye un dominio TIR.

Como se usa en el presente documento un "polipéptido TLR9" se refiere a un polipéptido que incluye un TLR9 de
longitud completa de acuerdo con una de las secuencias mencionadas anteriormente, ortélogos, variantes alélicas,
SNP, variantes incorporan sustituciones de aminoacidos conservativas, proteinas de fusion de TLR9, y fragmentos
funcionales de cualquiera de los mencionados anteriormente. Algunas realizaciones preferentes incluyen
polipéptidos TLR9 humanos que tienen una identidad de secuencias de al menos un 65 por ciento, mas
preferentemente una identidad de secuencias de al menos un 80 por ciento, incluso mas preferentemente con una
identidad de secuencias de al menos un 90 por ciento, y lo mas preferentemente con una identidad de secuencias
de al menos un 95 por ciento con la secuencia de aminoacidos de TLR9 humano de la SEQ ID NO: 34. Algunas
realizaciones preferentes también incluyen polipéptidos de TLR9 murino que tienen una identidad de secuencias de
al menos un 65 por ciento, mas preferentemente una identidad de secuencias de al menos un 80 por ciento, incluso
mas preferentemente con una identidad de secuencias de al menos un 90 por ciento, y lo mas preferentemente con
una identidad de secuencias de al menos un 95 por ciento con la secuencia de aminoacidos de TLR9 murino de la
SEQ ID NO: 38.

Como se usa en el presente documento "sefializacion de TLR9" se refiere a una capacidad de un polipéptido TLR9
para activar la ruta de sefializacion de TLR/IL-1R (TIR), también denominada en el presente documento ruta de
transduccion de sefiales de TLR. Sin desear quedar ligado a ninguna teoria en particular, se cree que la ruta de
sefalizacion de TLR/IL-1R implica la sefalizacion a través del marcador 88 de diferenciacion mieloide de moléculas
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(MyD88) y el factor 6 asociado a receptor del factor de necrosis tumoral (TNF) (TRAF6), que conduce a la activacion
de quinasas del complejo de IkB quinasa y las quinasas c-jun NHz-terminales (por ejemplo, Jnk 1/2). Hacker H y col.
(2000) J Exp Med 192: 595-600. Los cambios en la actividad de TLR9 se pueden medir con ensayos tales como los
que se desvelan en el presente documento, que incluyen expresién de genes bajo el control de promotores y
potenciadores sensibles a kB. Tales genes de origen natural incluyen los genes que codifican IL-18, IL-6, IL-8, la
subunidad p40 de interleuquina 12 (IL-12 p40), y las moléculas coestimulantes CD80 y CD86. Otros genes se
pueden colocar bajo el control de tales elementos reguladores (véase a continuacion) y por lo tanto sirven para
indicar el nivel de sefializacion de TLR9. Se pueden afadir secuencias de nucledtidos adicionales a la SEQ ID NO:
35 o la SEQ ID NO: 39, preferentemente al extremo 5 o 3’ del marco de lectura abierto SEQ ID NO: 35, para
proporcionar una secuencia de nucledtidos que codifican un polipéptido quimérico que incluye una fraccion
detectable o indicadora, por ejemplo, FLAG, luciferasa (luc), proteina fluorescente de color verde (GFP), y otros
conocidos por los expertos en la materia.

SEQ ID NO: 34 Aminoacidos de TLR9 humano (1032)

MGFCRSALHP LSLLVQAIML AMTLALGTLP AFLPCELQPH GLVNCNWLFL KSVPHFSMAA 60
PRGNVTSLSL SSNRIHHLHD SDFAHLPSLR HLNLKWNCPP VGLSPMHFPC HMTIEPSTFL 120
AVPTLEELNIL SYNNIMTVPA LPKSLISLSL SHTNILMLDS ASLAGLHALR FLFMDGNCYY 180
KNPCRQALEV APGALLGLGN LTHLSLKYNN LTVVPRNLPS SLEYLLLSYN RIVKLAPEDL 240
ANLTALRVLD VGGNCRRCDH APNPCMECPR HFPQLHPDTF SHLSRLEGLV LKDSSLSWLN 300
ASWFRGLGNL RVLDLSENFL YKCITKTKAF QGLTQLRKLN LSFNYQKRVS FAHLSLAPSF 360
GSLVALKELD MHGIFFRSLD ETTLRPLARL PMLQTLRLOM NFINQAQLGI FRAFPGLRYV 420
DLSDNRISGA SELTATMGEA DGGEKVWLQP GDLAPAPVDT PSSEDFRPNC STLNFTLDLS 480
RNNLVIVQPE MFAQLSHLQC LRLSHNCISQ AVNGSQFLPL TGLQVLDLSH NKLDLYHEHS 540
FTELPRLEAL DLSYNSQPFG MQGVGHNFSF VAHLRTLRHL SLAHNNIHSQ VSQQLCSTSL 600
RALDFSGNAL GHMWAEGDLY LHFFQGLSGL IWLDLSQNRL HTLLPQTLRN LPKSLQVLRL 660
RDNYLAFFKW WSLHFLPKLE VLDLAGNQLK ALTNGSLPAG TRLRRLDVSC NSISFVAPGF 720
FSKAKELREL NLSANALKTV DHSWFGPLAS ALQILDVSAN PLHCACGAAF MDFLLEVQAA 780
VPGLPSRVKC GSPGQLQGLS IFAQDLRLCL DEALSWDCFA LSLLAVALGL GVPMLHHLCG 840
WDLWYCFHLC LAWLPWRGRQ SGRDEDALPY DAFVVFDKTQO SAVADWVYNE LRGQLEECRG 900
RWALRLCLEE RDWLPGKTLF ENLWASVYGS RKTLFVLAHT DRVSGLLRAS FLLAQQRLLE 960
DRKDVVVLVI LSPDGRRSRY VRLRQRLCRQ SVLLWPHQPS GQRSFWAQLG MALTRDNHHF 1020
YNRNFCQGPT AE 1032

SEQ ID NO: 35 Nucleodtidos de TLR9 humano

30



ccgetygetge
tcecagtetge
cagcgcectg
cctgggtace
caactggcetg
caccagcett
cctgeccage
catgcacttc
ggaagagcta
catatccctg
cctgeatgec
gcaggeactg
actcaagtac
gctgttgtece
cctgegtgtg
catggagtgc
tcttgaagge
tgggctggga
taaaaccaag
ccaaaagagy
cctgaaggag
geecactggcee
ggceccagete
ccgcatcagce
ggtetggetg
cttecaggecec
gaccgtgcag
caactgcatc
gctagacctg
acgactggag
ccacaacttce
caacatccac
cagcggcaat
aggccetgage
ccaaaccetyg
ggcecttettt
aggaaaccag
gctggatgtc
ggagctgecga
tgggceccetg
ctgtgggycy
cagccgggtg
cctgegecte
tgtggctetg
ctgcttccaca
ggatgccetkg

ctgggtgtac
cctgtgectg
ctcggtectat
tcteottgcege
cgtggtgctg
gcgcctetge
ctgggccceag
ctgeccaggga
actcacctceca

ccetgtggga
ccgccagacc
cacccgetgt
ttgeetgect
tteceotgaagt
tececttgtect
ctgcggeate
ccetgecaca
aacctgagct
tceectecagece
ctgegettece
gaggtggcce
aacaacctca
tacaaccgca
ctecgatgtgg
cctegteact
ctggtgttga
aacctccgag
gcctteocagg
gtgtecectttg
ctggacatgc
cgeetgecca
ggcatcttca
ggagcttegg
cagcectgggy
aactgcecagca
ccggagatgt
tcgecaggcayg
tcccacaata
gecectggacce
agettegtgg
agccaagtgt
gcactgggcee
ggtttgatct
cgcaacctec
aagtggtgga
ctgaaggcce
agctgcaaca
gagctcaacce
gcgagtgecec
gccetttatgy
aagtgtggca
tgcctyggatyg
ggceetgggtg
ctgtgectay
ccctacgatg

aacgagctte
gaggaacgcg
ggcagccgcea
gccagcttcece
gtgatcctga
cgccagagtyg
ctgggcatgg
cccacggecg
cctectge
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agggacctecg
ctcoctggagaa
ctctecetggt
tectacectg
ctgtgceccca
ccaaccgeat
tcaacctcaa
tgaccatcga
acaacaacat
ataccaacat
tattcatgga
cgggtgeocct
ctgtggtgcece
tegtcaaact
gcggaaattyg
tccccecaget
aggacagttc
tgctggacct
gcctaacaca
cceacctgtce
acggcatctt
tgctcecagac
gggecttcecec
agctgacagce
accttgetcee
cccteaactt
ttgcccaget
tcaatggcete
agctyggaccet
tcagctacaa
ctcacctgey
cccageaget
atatgtgggc
ggctggactt
ccaagagcct
gcctcecactt
tgaccaatgyg
gcatcagcett
ttagcgccaa
tgcaaatact
acttcctget
gtccgggceca
aggeccectete
tgcccatget
cectggettee
ccttegtggt

gggggcagct
actggctgec
agacgcectgtt
tgctggececa
gcecctgacgg
tcetectetyg
cectgaccag
aatagccgtg

SEQ ID NO: 36 Aminoacidos de TLR9 humano (1055)

agtgtgaagc
gceactgecee
gcaggecate
tgagctcceag
cttetecatg
ccaccaccte
gtggaactgce
gcececageacce
catgactgtg
cctgatgeta
cggcaactgt
ccttggectg
ccgecaaccetg
ggcgcctgag
ccgecgetge
acatcccgat
tctetectgg
gagtgagaac
gctgegcaag
tetggeccect
cttcegetea
tetgegtcetg
tggcectgege
caccatgggg
ggccccagtg
caccttggat
ctcgecacctg
ccagttcctg
ctaccacgag
cagccagcec
caccctgege
ctgcagtacy
cgagggagac
gtecccagaac
acaggtgetg
cctgcccaaa
cagcetgcect
cgtggceccece
cgccctcaag
agatgtaagc
ggaggtgcag
gctccaggge
ctgggactgt
gcatcaccte

ctggeggggy
cttcgacaaa

ggaggagtge
tggcaaaacc
tgtgctggcee
gcagegecetg
ccgccgetee
gccccacecag
ggacaaccac
agccggaate
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atectteccet
cccagcatgg
atgctggceea
cceccacggcece
geagcacccce
catgattetyg
ccgceggttyg
ttettggcetg
cctgegetge
gactctgecea
tattacaaga
ggcaacctca
ccttceagee
gacctggcca
gaccacgcte
accttcagcec
ctgaatgceca
ttectctaca
cttaacctgt
tcectteggga
ctcgatgaga
cagatgaact
tacgtggacc
gaggcagatg
gacactcccea
ctgtcacgga
cagtgcctge
cegetgaceg
cactcattea
tttggcatgce
cacctcagece
tcgectgeggg
ctetatcetge
cgectgcaca
cgtcectecgtg
ctggaagtcc
gctggeaccec
ggcttctttt
acagtggacce
gccaaccctce
getgecegtge
ctecagcatct
ttcgceetet
tgtggctyggg
cggcaaagtg
acgcagagcyg

cgtgggcgct
ctctttgaga
cacacggacc
ctggaggacc
cgctacgtgce
cceagtggtce
cacttetata
ctgcacggtyg

gtagctgctg
gtttectgeeg
tgaccctgge
tggtgaactg
gtggcaatgt
actttgecea
gcctcagecco
tgecccacect
ccaaatccet
gectegeegg
acccctgcag
cccacctgte
tggagtatct
atctgacegc
ccaacccectg
acctgagceg
gttggtteeg
aatgcatcac
ccttcaatta
geetggtege
ccacgceteeg
tcatcaacca
tgtcggacaa
gaggggagaa
gctctgaaga
acaacctggt
gcctgageca
gtctgcaggt
cggagctace
agggcgtggg
tggcccacaa
ccetggactt
acttctteca
ceccteetgec
acaattacct
tcgacctgge
ggcteeggag
ccaaggccaa
actcctggtt
tgcactgcge
ccggtcectgec
ttgcacagga
cgctgetgge
acctetggta
gygcgagatga
cagtggcaga

gggcactccyg
acctgtgggce
gggtcagtygyg
gcaaggacgt
ggctgcgcca
agcgcagcett
accggaactt
ccacctcceac

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
leg0
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3258



MPMKWSGWRW
QPHGLVNCNW
CPPVGLSPMH
LDSASLAGLH
LPSSLEYLLL
DTFSHLSRLE
KLNLSFNYQK
LOMNFINQAQ
VDTPSSEDFR
LPLTGLQVLD
RHLSLAHNNI
NRLHTLLPQT
PAGTRLRRLD
SANPLHCACG
CFALSLLAVA
KTQSAVADWY
AHTDRVSGLL
QPSGQRSFWA

atgececatga
ccacccecac
atcatgcetgg
cagececcacy
atggcagcac
ctccatgatt
tgcecegeegg
accttettgg
gtgecctgege
ctagactctg
tgttattaca
ctgggcaacc
ctgcctteca
gaggacctgg
tgcgaccacg
gataccttca
tggctgaatg
aacttcctet
aagcttaacc
ccttcectteg
tcactcgatyg
ctgcagatga
cgctacgtgg
ggggaggcag
gtggacactce

SWGPATHTAL
LFLKSVPHFS
FPCHMTIEPS
ALRFLFMDGN
SYNRIVKLAP
GLVLKDSSLS
RVSFAHLSLA
LGIFRAFPGL
PNCSTLNFTL
LSHNKLDLYH
HSQVSQOQLCS
LRNLPKSLQV
VSCNSISFVA
AAFMDFLLEV
LGLGVPMLHH
YNELRGQLEE
RASFLLAQOR
QLGMALTRDN

SEQ ID NO: 37 Nucledtidos de TLR9

agtggagtgg
agggtttetg
ccatgacccet
gcctggtgaa
ccegtggcaa
ctgactttge
ttggccteag
ctgtgeecac
tgcccaaate
ccagectege
agaacccctg
tcacccacct
gcctggagta
ccaatctgac
ctececcaaccce
gccacctgag
ccagttggtt
acaaatgcat
tgtccttcaa
ggagcctggt
agaccacgcet
acttcatcaa
acctgtcgga

atggagggga
ccagctctga
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PPPQGFCRSA
MAAPRGNVTS
TFLAVPTLEE
CYYKNPCRQA
EDLANLTALR
WLNASWFRGL
PSFGSLVALK
RYVDLSDNRI
DLSRNNLVTV
EHSFTELPRL
TSLRALDFSG
LRLRDNYLAF
PGFFSKAKEL
QAAVPGLPSR
LCGWDLWYCF
CRGRWALRLC
LLEDRKDVVV
HHFYNRNFCQ

humano

gtggaggtgg
cegeagegec
ggcectgggt
ctgcaactygg
tgtcaccagc
ccacctgecec
cccecatgcecac
cctggaagag
cctecatatce
cggcectgeat
caggcaggcea
gtcactcaag
tectgckgttg
cgceetgegt
ctgcatggag
ccgtcttgaa
ccgtgggetg
cactaaaacc
ttaccaaaag
cgecctgaag
ccggecactg
ccaggcccag
caaccgcatc
gaaggtctgg
agacttcagy

LHPLSLLVQA
LSLSSNRIHH
LNLSYNNIMT
LEVAPGALLG
VLDVGGNCRR
GNLRVLDLSE
ELDMHGIFFR
SGASELTATM
QPEMFAQLSH
EALDLSYNSQ
NALGHMWAEG
FKWWSLHFLP
RELNLSANAL
VKCGSPGQLQ
HLCLAWLPWR
LEERDWLPGK
LVILSPDGRR
GPTAE

agctgggggc
ctgcaceacege

accttgecetg
ctgttcctga
cttteccttgt
agcectgeggae
ttcecceotgee
ctaaacctga
ctgtcectcea
geceectgeget
ctggaggtag
tacaacaacc
tcctacaacc
gtgctcgatg
tgececctegte
ggectggtgt
ggaaacctcc
aaggcettce
agggtgtcct
gagctggaca
gecegeetge
cteggecatct
ageggagcett
ctgcagectyg
¢cececaactgea
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IMLAMTLALG
LHDSDFAHLP
VPALPKSLIS
LGNLTHLSLK
CDHAPNPCME
NFLYKCITKT
SLDETTLRPL
GEADGGEKVW
LQCLRLSHNC
PFGMQGVGHN
DLYLHFFQGL
KLEVLDLAGN
KTVDHSWFGP
GLSIFAQDLR
GRQSGRDEDA
TLFENLWASV
SRYVRLRQRL

cggccactca
tgtectetect
cettectace
agtctgtgcece
cetecaaceg
atctcaacct
acatgaccat
gctacaacaa
gcecatacecaa
tcctatteat
cecegyggtge
tcactgtggt
geatcgtcaa
tgggcggaaa
acttccceca
tgaaggacag
gagtgctgga
agggcctaac
ttgcecacct
tgcacgygeat
ccatgetcecca
tcagggcctt
cggagctgac
gggaccttge
gcaccctcaa

TLPAFLPCEL
SLRHLNLKWN
LSLSHTNILM
YNNLTVVPRN
CPRHFPQLHP
KAFQGLTQLR
ARLPMLQTLR
LQPGDLAPAP
ISQAVNGSQF
FSFVAHLRTL
SGLIWLDLSQ
QLKALTNGSL
LASALQILDV
LCLDEALSWD
LPYDAFVVED
YGSRKTLFVL
CRQSVLLWPH

cacagcceccete
ggtgcaggcece
ctgtgagctce
cecacttetec
catccaccac
caagtggaac
cgagcceagce
catcatgact
catcctgatg
ggacggecaac
cctecttgge
gcececcgeaac
actggegect
ttgcecgecege
gctacatccc
ttctectetec
cctgagtgag
acagcetgege
gtctetggee
cttcttecge
gactctgcgt
ccetggectg
agccaccatg
tccggeccea
cttcaccttg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260

1020
1055

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500



gatctgtcac
ctgcagtgce
ctgcegetga
gagcactcecat
ccetttggea
cgecacctea
acgtegetge
gacctctatce
aaccgcctge
ctgegtetee
aaactggaag
ccetgetggea
cceggettet
aagacagtygg
agogccaacc
caggctgeceg
ggcctcagca
tgtttegcee
ctetgtgget
gggcggcaaa
aaaacgcaga
tgcecgtggge
accctetttg
gceceacacgg
ctgctggagg
teccecgetatg
cagceccagtg
caccacttet

MVLRRRTLHP
SCSNITRLSL
AMRTLEELNL
KNPCTGAVEKV
ANLTSLRVLD
SSWFQGLVNL
KNLVSLQELN
DLSDNRISGP
SRNNLVTIKP
SFSELPQLQA
VRFLDFSGNG
LRDNYLSFFN
FFALAVELKE
KVPGLANGVK
GWDVWYCFHL
RRALRLCLED
DRKDVVVLVI
YNONFCRGPT

tgtcagaggg
ctgcaccecet
accctgcectg
ctgttectga
ctctecttga
aacctgeggce

ggaacaacct
tgegectgag
ccggtetgea
tcacggagcet
tgcagggcgt
gectggocecea
gggccectgga
tgcacttett
acaccecctccet
gtgacaatta
tcctegacet
ceegygetecy
tttccaaggce
accactectyg
ctetgeactg
tgeceggtet
tetttgeaca
tetegetget
gggacctctyg
gtgggcgaga
gcecgcagtggce
gctgggcact
agaacctgtg
accgggtcag
accgcaagga
tgcggetgeg
gtcagcgcag
ataaccggaa

LSLLVQAAVL
ISNRIHHLHN
SYNGITTVPR
TPGALLGLSN
VGGNCRRCDH
SVLDLSENFL
MNGIFFRSLN
STLSEATPEE
EMFVNLSRLQ
LDLSYNSQPF
MGRMWDEGGL
WTSLSFLPNL
VNLSHNILKT
CGSPGQLOGR
CLAWLPLLAR
RDWLPGQTLF
LRPDAHRSRY
AE

agcctcggga
tgtcecctect
cecttectace
agtctgtacc
tctccaaccg
agctgaacct
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ggtgaccgtg
ccacaactgc
ggtgctagac
accacgactyg
gggeccacaac
caacaacatce
cttecagecgge
ccaaggcctg
gccccaaace
cebggecette
ggcaggaaac
gaggctggat
caaggagctg
gtttgggcece
cgcetgtggy
gcceagecygy
ggacctgege
ggctgtgget
gtactgcttc
tgaggatgcc
agactgggtyg
ccgectgtge
ggceteggte
tggtcetettg
cgtegtggty
ccagcgccte
cttetgggece
cttetgecag

SEQ ID NO: 38 Aminoacidos de TLR9 murino

AETLALGTLP
SDFVHLSNLR
LPSSLVNLSL
LTHLSLKYNN
APNPCIECGQ
YESINHTNAF
KYTLRWLADL
ADDAEQEELL
CLSLSHNSIA
SMKGIGHNFS
YLHFFQGLSG
EVLDLAGNQL
VDRSWFGPIV
SIFAQDLRLC
SRRSAQALPY
ENLWASIYGS
VRLRQRLCRQ

SEQ ID NO: 39 Nucleodtidos de TLR9 murino

gaatcctcca
ggtacaggct
ctgtgagctg
cegtttctcet
tatccaccac
caagtggaac

cagccggaga
atctcgecagy
ctgtcccaca
gaggccctgg
ttcagetteg
cacagccaag
aatgecactgyg
ageggtttga
ctgegeaacc
tttaagtggt
cagctgaagg
gtcagctgea
cgagagctca
ctggcgagtg
gcggecttta
gtgaagtgtyg
ctctgoetgyg
ctgggcetgg
cacctgtgcee
ctgccctacyg
tacaacgagc
ctggaggaac
tatggcagece
cgcgecaget
ctggtgatcce
tgecgecaga
cagctgggea
ggacccacgyg

AFLPCELKPH
QLNLKWNCPP
SHTNILVLDA
LTKVPRQLPP
KSLHLHPETF
QNLTRLRKLN
PKLHTLHLQM
SADPHPAPLS
QAVNGSQFLP
FVAHLSMLHS
LLKLDLSQNN
KALTNGTLPN
MNLTVLDVRS
LDEVLSWDCF
DAFVVFDKAQ
RKTLFVLAHT
SVLFWPQQPN

tctecccaaca
gcagtgctgy
aagcctceatg
gcggcageat
ctgcacaact
tgtccaccca
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tgtttgceca
cagtcaatgg
ataagctgga
acctcageta
tggectcacct
tgtecceagea
gccatatgtg
tctggctgga
tccccaagag
ggagccteca
ccctgaccaa
acagcatcag
accttagege
ccctgcaaat
tggacttecect
gecagtececggyg
atgaggccct
gtgtgcccat
tggcectggcet
atgeccttogt
ttegggggea
gcgactggcet
gcaagacgcet
tectgetgge
tgagccetga
gtgtcecteet
tggecctgac
ccgaa

GLVDCNWLFL
TGLSPLHFSC
NSLAGLYSLR
SLEYLLVSYN
BEHLSHLEGLV
LSFNYRKEKVS
NEFINQAQLSI
TPASKNFMDR
LTNLQVLDLS
LSLAHNDIHT
LHILRPONLD
GTLLQKLDVS
NPLHCACGAA
GLSLLAVAVG
SAVADWVYNE
DRVSGLLRTS
GQGGFWAQLS

tggttetceceg
ctgagactcet
gcctggtgga
cctgctccaa
ccgacttegt
ctggcecttag

getcetegeac
ctccecagttc
cctctaceac
caacagccag
gegeaccetg
gctctgcagt
ggccgaggga
cttgtcecag
cctacaggtg
cttectgecece
tggcagcety
cttegtgace
caacgcecte
actagatgta
gctggaggtg
ccagctcecag
ctectgggac
gectgcecatceac
tcecetggegg
ggtcttcgac
gctggaggag
gcectggcaaa
gtttgtgctyg
ccagcagcgce
cggeecgecge
ctggcececac
cagggacaac

KSVPRFSAAA
HMTIEPRTFL
VLFMDGNCYY
LIVKLGPEDL
LKDSSLHTLN
FARLHLASSF
FGTFRALRFV
CKNFKFTMDL
HNKLDLYHWK
RVSSHLNSNS
NLPKSLKLLS
SNSIVSVVPA
FVDLLLEVQT
MVVPILHHLC
LRVRLEERRG
FLLAQORLLE
TALTRDNRHF

tcgaaggact
ggccctgggt
ctgcaattgg
catcaceccegce
ccacctgtcc
ccecectgeac

1560
1620
1680
1720
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3165

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

1020
1032

60
120
180
240
300
360



ttctcttgee
ctgaacctga
ctgagecctga
agcectgegeg
gtgaaggtga
tataacaacc
tcctataacce
gtacttgatg
tgtggccaaa
ggcctggtge
gtcaacctct
aatgccttte
aaggtatcct
gagctgaaca
gcecgatctge
ctcagcatct
agtgggcctt
gagctgttgt
atggacaggt
atcaageccag
tcecattgcac
gacctgtecc
ttgcaggecce
aatttcagtt
attcataccce
ggcaacggta
ctgagtggec
aaccttgaca
ttetttaact
aaccagcetaa
gatgtcageca
ctgaaagagg
cccattgtga
ggggcagect
ggtgtgaagt
cggetgtgeco
gcegtgggea
tttcatctgt
ctecectatg
tataacgagc
ctggaggacc
tatgggagcc
cgcaccagct
ttggtgatcec
tgcecgecaga
cagcetgagta
ggacctacag
tceegagttyg

acatgaccat
gctataatgg
gccacaccaa
ttectettecat
ceecaggoge
tcacaaaggt
tcattgtecaa
tgggtgggaa
agtccctecea
tgaaggacag
cggtgctgga
agaacctaac
ttgccegect
tgaacggcat
ccaaactcca
ttggtacctt
caacgctgte
ctgcggatcece
gtaagaactt
agatgtttgt
aggctgtcoaa
ataacaaact
tggacctgag
ttgtggccea
gtgtgtcctce
tgggceegeat
tgctgaagcet
acctccccaa
ggaccagtet
aggccctgac
gcaacagtat
tcaacctecay
tgaacctgac
tecgtagactt
gtggcagccc
tggatgaggt
tggtggtacc
gcetggeatg
atgccttegt
tgcgggtgeg
gagattggct
gcaagactcet
tectgetgge
tgcgtcegga
gtgtgctcett
cagcectgac
cagaatagct
ctetgeetge
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tgagcccaga
tatcaccact
catectggtt
ggacgggaac
cctecetggge
gccecgecaa
gctggggect
ttgecgtege
cctgeacect
ctectctceat
cctaagegayg
ccgectgage
ccacctggca
cttcttecage
cactctgecat
cegagecett
agaagccacce
tcacccaget
caagttcacce
caatctctca
tggcteteag
ggacttgtac
ctacaacagce
tetgtcecatg
acatctcaac
gtgggatgag
ggacctgtct
gagcactgaag
gtccttecetg
caatygcacc
cgtetetgtg
ccacaacatt
agttctagac
actgttggag
cggccagety
cetetettgg
tatactgcac
gctacectttg
ggtgttcgat
gctggaggag
geckbggecag
atttgtgetyg
tcagcagege
tgcecacege
ctggcceccecag
tagggacaac
cagagcaaca

accttcctgg
gtgecccgac
ctagatgcta
tgctactaca
ctgagcaatc
ctgecccccea
gaagacctgg
tgcgaccatyg
gagaccttec
acactgaact
aactttctet
aagctcaacc
agttcettca
tcgetcaaca
cttcaaatga
cgctttgtgyg
cctgaagagg
ccactgagca
atggacctgt
cgceteccagt
ttectgecge
cactggaaat
cagcccttta
ctacacagcc
agcaactcag
gggggccttt
caaaataacc
ctgetygagcece
cccaacctgg
¢tgectaatyg
gtcecagect
ctcaagacgy
gtgagaagca
gtgcagacca
cagyggccgta
gactgectttg
catctetgeg
ctggccecgea
aaggcacaga
cggegeggte
acgctetteg
gcccacacgy
ctgttggaag
tcecegetatg
cagcccaacg
cgccacttet
gctggaaaca

ctatgegtac
tgccecagete
acagcctcege
agaaccccetg
tcacccatcect
gcctggagta
ccaatctgac
ceccceaatcece
atcacctgag
cttcetggtt
atgaaagcat
tgtecttcaa
agaacctggt
agtacacgct
acttcatcaa
acttgtcaga
cagatgatgc
ccecetgette
ctcggaacaa
gtcttagect
tgactaatct
cgttcagtga
gcatgaaggy
ttagcectgge
tgaggtttct
atctccattt
tgcatatecct
tccgagacaa
aagtcctaga
gcaccctect
tcttegetct
tggatcgctce
accctectgcea
aggtgcctgg
gcatettecge
gcctttcact
gctgggacgt
gccgacgcag
gcgeagttge
gccgagecct
agaacctetg
accdcgteayg
accgcaagga
tgegactgcg
ggcagggggyg
ataaccagaa
gctgeatctt

actggaggag
cctggtgaat
cggcctatac
cacaggagcyg
gtcetctgaayg
cctcetggtg
ctcccttcga
ctgtatagaa
ccatctggaa
ccaaggtcetg
caaccacacc
ttaccgcaayg
gtcactgcag
cagatggcetyg
ccaggcacag
caatcgeatc
agagcaggag
taagaactte
cetggtgact
gagccacaac
gcaggtgctg
gctaccacag
tataggceccac
acacaatgac
tgacttcage
cttccaaggc
ccggceccecag
ctacctatct
cctggecaggce
ccagaaactyg
ggcggtcegag
ctggtttggy
ctgtgcctgt
cctggcectaat
acaggacctyg
cttggctgtg
ctggtactgt
cgcccaagcet
ggactgggtg
acgcttgtgt
ggcttcecatce
tggcecectectyg
cgtggtggtg
ccagcgtetce
cttctgggece
cttetgeegy
catgectggt

420

480

540

600

660

720

780

840

S00

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3200

Los expertos en la materia conocen bien los complejos de ribonucledsido de vanadilo (es decir, mezclas de
complejos de ribonucledsido adenina, citosina, guanosina, y uracilo y vanadilo), como inhibidores de ARNsa. Berger
SL y col. (1979) Biochemistry 18: 5143; Puskas RS y col. (1982) Biochemistry 21: 4602. Los complejos de

ribonucledsido de vanadilo estan disponibles en el mercado en proveedores que incluyen Sigma-Aldrich, Inc.

En una realizacion, el oligémero de ARN que contiene G y U inmunoestimulante no contiene un dinucledtido de CpG
y no es un acido nucleico inmunoestimulante de CpG. En algunas realizaciones, se usa un acido nucleico
inmunoestimulante de CpG en los procedimientos de la invencion.

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2734 652 T3

Un acido nucleico inmunoestimulante de CpG es un acido nucleico que contiene un dinucleétido de CG, cuyo resto
de C esta sin metilar. Se sabe que los acidos nucleicos inmunoestimulantes de CpG estimulan respuestas
inmunitarias de tipo Th1. Las secuencias de CpG, aunque son relativamente raras en el ADN humano se encuentran
normalmente en el ADN de organismos infecciosos tales como bacterias. El sistema inmunitario humano
aparentemente ha evolucionado para reconocer secuencias CpG como una sefial de advertencia temprana de la
infeccidon y para iniciar una respuesta inmunitaria inmediata y potente frente patdgenos invasores sin causar las
reacciones adversas observadas frecuentemente con otros agentes inmunoestimulantes. Por lo tanto, los acidos
nucleicos que contienen CpG, que confian en este mecanismo innato de defensa inmunitaria pueden usar una ruta
Unica y natural para actividad inmunitaria. Los efectos de los acidos nucleicos de CpG en la modulacion inmunitaria
se han descrito de forma extensa en los documentos de patente de Estados Unidos tales US 6.194.388 B1, US
6.207.646 B1, US 6.239.116 B1 y US 6.218.371 B1, y las solicitudes de patentes publicadas, tales como
PCT/US98/03678, PCT/US98/10408, PCT/US98/04703, y PCT/US99/09863.

Un acido nucleico de CpG es un acido nucleico que incluya al menos un dinucleétido de CpG sin metilar. Un acido
nucleico que contiene al menos un dinucleétido de CpG sin metilar es una molécula de acido nucleico que contiene
una citosina sin metilar en una secuencia de dinucleétidos citosina-guanina (es decir, "ADN CpG" o ADN que
contiene una citosina en la posicion 5' seguida de guanosina en la posicion 3' y unidas por un enlace de fosfato) y
activa el sistema inmunitario. Los acidos nucleicos de CpG pueden ser bicatenarios o monocatenarios. Por lo
general, las moléculas bicatenarias son mas estables in vivo, mientras que las moléculas monocatenarias presentan
un aumento de la actividad inmunitaria. Por lo tanto, en algunos aspectos es preferente que el acido nucleico sea
monocatenario y en otros aspectos es preferente que el acido nucleico sea bicatenario. En ciertas realizaciones,
aunque el acido nucleico sea monocatenario, éste es capaz de formar estructuras secundarias y terciarias (por
ejemplo, volviéndose plegar sobre si mismo, o por hibridaciéon con si mismo a través de su totalidad o en segmentos
seleccionados a lo largo de su longitud). En consecuencia, aunque la estructura primaria del acido nucleico puede
ser monocatenaria, sus estructuras de orden superior pueden ser bi o tricatenarias. Las expresiones acido nucleico
de CpG u oligonucledtido de CpG como se usan en el presente documento se refieren a un acido nucleico de CpG
inmunoestimulante a menos que se indique de otro modo. Todo el acido nucleico inmunoestimulante puede estar sin
metilar o algunas partes pueden estar sin metilar pero al menos el C del 5' CG 3' debe estar sin metilar.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para activar una célula inmunitaria. El procedimiento
implica poner en contacto una célula inmunitaria con una composicién inmunoestimulante, que se ha descrito
anteriormente, en una cantidad eficaz para inducir la activacion de la célula inmunitaria. Como se usa en el presente
documento, una "célula inmunitaria" es una célula que pertenece al sistema inmunitario. Las células inmunitarias
participan en la regulaciéon y en la ejecucion de respuestas inflamatorias e inmunitarias. Estas incluyen, pero no se
limitan a, linfocitos B (células B), linfocitos T (células T), linfocitos citoliticos naturales (NK), células dendriticas, otras
células que presentan antigenos especificos de tejido (por ejemplo, células de Langerhans), macréfagos, monocitos,
granulocitos (neutréfilos, eosindfilos, basdfilos), y mastocitos. Esplenocitos, timocitos, y células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) incluyen células inmunitarias. Las células inmunitarias se pueden aislar de la sangre, bazo,
médula 6sea, ganglios linfaticos, timo, y otros tejidos usando procedimientos de conocidos por los expertos en la
materia. Las células inmunitarias también pueden incluir ciertas lineas celulares asi como cultivos primarios
mantenidos in vitro o ex vivo.

En una realizacién, la activacion de la célula inmunitaria implica la secrecidon de una citoquina por la célula
inmunitaria. En una realizacion, la activacion de la célula inmunitaria implica la secrecién de una quimioquina por la
célula inmunitaria. En una realizacion, la activacion de la célula inmunitaria implica la expresion de una molécula
coestimulante/auxiliar por la célula inmunitaria. En una realizacién, la molécula coestimulante/auxiliar se selecciona
entre el grupo que consiste en moléculas de adhesion intercelular (ICAM, por ejemplo, CD54), antigenos asociados
a funcién leucocitaria (LFA, por ejemplo, CD58), B7 (CD80, CD86), y CD40.

La "activacion de una célula inmunitaria" hara referencia a una transiciéon de una célula inmunitaria desde un estado
de reposo o quiescente a un estado de aumento de la actividad metabdlica y fenotipo asociado con la funcién celular
inmunitaria. Tal funcion celular inmunitaria puede incluir, por ejemplo, secrecidon de productos solubles tales como
inmunoglobulinas, citoquinas, y quimioquinas; expresion de superficie celular de moléculas coestimulantes/auxiliares
y antigenos de MHC; migracién de células inmunitarias; fagocitosis y actividad citotéxica hacia células diana; y
maduraciéon de células inmunitarias. En algunos casos, la activacion inmunitaria puede hacer referencia a la
activacion inmunitaria de Th1; en otros casos, la activaciéon inmunitaria puede hacer referencia a la activacion
inmunitaria de Th2.

"Activacion inmunitaria de Th1" como se usa el presente documento se refiere a la activacién de células inmunitarias
para expresar productos secretados de tipo Th1, que incluyen ciertas citoquinas, quimioquinas, y subclases de
inmunoglobulinas; y activacion de ciertas células inmunitarias. Los productos secretados de tipo Th1 incluyen, por
ejemplo, las citoquinas IFN-y, IL-2, IL-12, IL-18, TNF-q, y la quimioquina IP-10 (CXCL10). En el ratén, la activacion
inmunitaria de Th1 estimula la secrecion de IgG2a. La activacion inmunitaria de Th1 también puede incluir la
activacion de linfocitos NK y células dendriticas, es decir, células implicadas en la inmunidad celular. Se cree que la
activacion inmunitaria de Th1 contrarregula la activacion inmunitaria de Th2.

"Activacion inmunitaria de Th2" como se usa en el presente documento se refiere a la activacion de células
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inmunitarias para que expresen productos secretados de tipo Th2, que incluyen ciertas citoquinas y subclases de
inmunoglobulina. Los productos secretados de tipo Th2 incluyen, por ejemplo, las citoquinas IL-4 e IL-10. En el raton,
la activacion inmunitaria de Th2 estimula la secrecion de IgG1 e IgE. Se cree que la activacion inmunitaria de Th2
contrarregula la activacion inmunitaria de Th1.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento mediante la induccién de una respuesta inmunitaria en
un sujeto. El procedimiento implica la administracion a un sujeto de una composicién en una cantidad eficaz para
inducir una respuesta inmunitaria en el sujeto. Por lo tanto, las composiciones se pueden usar para tratar un sujeto
con necesidad de activacion inmunitaria. Un sujeto con necesidad de activacion inmunitaria puede incluir un sujeto
con necesidad de activacién inmunitaria de tipo Th1.

Las composiciones y procedimientos se pueden usar solos o en conjunto con otros agentes, para tratar un sujeto
con necesidad de activacion inmunitaria de tipo Th1. Un "sujeto con necesidad de activacion inmunitaria de tipo Th1"
es un sujeto que tiene o que esta en riesgo de desarrollar una enfermedad, trastorno, o afeccién que se beneficiaria
de una respuesta inmunitaria sesgada hacia Th1. Tal sujeto puede tener o puede estar en riesgo de tener un
trastorno mediado por Th2 que es susceptible a regulacién cruzada o supresion mediada por Th1. Tales trastornos
incluyen, por ejemplo, ciertas enfermedades autoinmunitarias especificas de 6rganos. Como alternativa, tal sujeto
puede tener o puede estar en riesgo de tener un estado deficiente en Th1. Tales trastornos incluyen, por ejemplo,
tumores, infecciones con agentes patdgenos intracelulares, y SIDA.

Como se usa en el presente documento, "ARN rico en G y U" hara referencia a ARN con una longitud de al menos 5
nucledtidos de longitud que como composicion de bases tiene al menos un 60 por ciento, mas preferentemente al
menos un 80 por ciento, y lo mas preferentemente al menos un 90 por ciento de guanina (G) y uracilo (U). Tal
composicion de bases se mide con respecto a la longitud completa del ARN si no tiene mas de 10 bases de longitud,
y sobre un tramo de al menos 10 bases contiguas si el ARN tiene mas de 10 bases de longitud.

Como se usa en el presente documento, "ARN rico en G" hara referencia a ARN con una composicion de bases de
al menos un 70 por ciento, mas preferentemente al menos un 80 por ciento, incluso mas preferentemente al menos
un 90 por ciento, y lo mas preferentemente al menos un 95 por ciento de guanina (G). Tal composicién de bases se
mide con respecto a la longitud completa del ARN si no tiene mas de 10 bases de longitud, y sobre un tramo de al
menos 10 bases contiguas si el ARN tiene mas de 10 bases de longitud.

En algunas realizaciones, las composiciones incluyen un conjugado de ADN:ARN. Un conjugado de ADN:ARN hara
referencia a una molécula o complejo que incluye al menos un desoxirribonucledsido unido al menos un
ribonucledsido. Los componentes desoxirribonucledsido y ribonucledsido deben estar unidos por interaccion de
pares de bases. Como alternativa, los componentes de desoxirribonucledsido y ribonucledsido pueden estar unidos
por enlaces covalente entre las fracciones de azlcar de él al menos un desoxirribonucledsido y el al menos un
ribonucledsido. El enlace covalente entre las fracciones de aztcar puede ser directo o indirecto, por ejemplo a través
de un enlazador. Por lo general, las interacciones de pares de bases son, pero no se limitan a, interacciones de
pares de bases de tipo Watson-Crick no covalentes. En la divulgacion se contemplan otras interacciones de pares de
bases, incluyendo interacciones no covalentes (por ejemplo, emparejamiento de bases de Hoogstein) y covalentes.
Por lo general, las interacciones de pares de bases también implicaran formacion de duplex que implican dos
hebras, pero también se contemplan interacciones de orden superior.

En el presente documento se hace referencia a que un conjugado de ADN:ARN que implica un enlace covalente
entre las fracciones de azucar del al menos un desoxirribonucledsido y el al menos un ribonucledsido tiene una
estructura principal de ADN:ARN quimérica. El conjugado de ADN:ARN que tiene una estructura principal de
ADN:ARN quimérica tendra una estructura primaria definida por su secuencia de bases, y puede tener
adicionalmente una estructura secundaria o de orden superior. Una estructura secundaria o de orden superior
incluira al menos una interaccion de pares de bases intramolecular, por ejemplo, una estructura de tallo-lazo, o
interaccion de pares de bases intermolecular.

Formacién de pares de bases heteroduplex hara referencia a interacciéon de pares de bases intramolecular o
intermolecular entre ADN y ARN. Por ejemplo, se puede producir formacion de pares de bases heteroduplex entre
moléculas de ADN y ARN complementarias individuales. Como alternativa, tal como en el caso de moléculas de
acidos nucleicos de estructura principal quimérica de ADN:ARN adecuadas, se puede producir formacién de pares
de bases heteroduplex entre regiones complementarias de ADN y ARN dentro de la misma molécula.

En algunas realizaciones, las composiciones incluyen una estructura principal de ADN:ARN quimérica que tiene un
sitio de escision entre el ADN y el ARN. Un sitio de escision se refiere a un elemento estructural a lo largo de la
estructura principal quimérica que es susceptible a la escisién con cualquier medio adecuado. El sitio de escision
puede ser un enlace fosfodiéster que es relativamente susceptible a la escision mediante endonucleasas. En este
caso, el ADN y el ARN cada uno puede incluir enlaces internucleétido que estan estabilizados, de modo que la
estructura principal quimérica es la mas susceptible a la escisidon con endonucleasas en la unién del fosfodiéster
entre el ADN estabilizado y el ARN estabilizado. El sitio de escision se puede disefiar de modo que sea susceptible a
la escisidn en ciertas condiciones de pH, por ejemplo, relativamente mas estable a pH mas elevado que a pH mas
bajo, o viceversa. Tal sensibilidad al pH se puede conseguir, por ejemplo, mediante preparacion de la composicion
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de ADN:ARN quimérico en liposomas. El sitio de escision puede implicar un enlace disulfuro. Tal enlace disulfuro
puede ser relativamente mas estable en condiciones de oxidacidon que en condiciones de reduccion, por ejemplo, las
Ultimas condiciones presentes dentro de un endosoma. El sitio de escisidon también puede implicar un enlazador que
es susceptible a escision con una enzima, pH, condiciones redox, o similares. En algunas realizaciones, la
composicion puede incluir mas de un sitio de escision.

Los conjugados permiten la seleccion de proporciones molares fijas de los componentes de los conjugados. En el
caso de conjugados de ADN:ARN puede ser ventajoso o conveniente tener una proporcion de 1:1 de ADN y ARN.
Los conjugados que son ADN:ARN heteroduplex normalmente tendran una proporcién de 1:1 de ADN y ARN. Los
conjugados que tienen una estructura principal de ADN:ARN quimérica también pueden tener normalmente una
proporcion de 1:1 de ADN y ARN. En la divulgacion se contemplan conjugados que tienen otras proporciones de
ADN:ARN, que incluyen, pero no se limitan a, 1:2, 1:3, 1:4, 2:1, 3:1, 4:1, etcétera. La conjugacién puede estabilizar
uno 0 mas componentes en comparacion con la estabilidad del mismo componente o componentes solos. La
conjugacion también puede facilitar la administracion de los compuestos a células a una proporcion seleccionada.

Los sitios de escisién pueden servir para cualquiera de varios fines Utiles en la presente divulgacion. Una vez
administrados a una célula de interés, los componentes unidos a través del sitio (o sitios) de escision se pueden
liberar para que lleguen a ser independiente u éptimamente activos dentro de la célula o en la proximidad de la
célula. En algunas realizaciones, los sitios de escision pueden ser importantes para la farmacocinética de al menos
uno de los componentes del conjugado. Por ejemplo, los sitios de escision se pueden disefar y seleccionar para que
confieran un tiempo de liberacion prolongado de uno de los componentes.

La divulgacion proporciona en general procedimientos eficaces para identificar compuestos inmunoestimulantes y los
compuestos y agentes identificados de este modo. Por lo general, los procedimientos de identificacion sistematica
implican someter a ensayo compuestos que inhiben o aumentan la sefializacion a través de un TLR en particular.
Los procedimientos usan un TLR, un ligando de referencia adecuado para el TLR, y un compuesto
inmunoestimulante candidato. El TLR seleccionado se pone en contacto con un compuesto de referencia adecuado
(ligando de TLR) y se mide una sefal de referencia mediada por TLR. El TLR seleccionado también se pone en
contacto con un compuesto inmunoestimulante candidato y se mide una sefal de ensayo mediada por TLR. La sefal
de ensayo y la sefial de referencia se comparan a continuaciéon. Un compuesto inmunoestimulante candidato
favorable se puede usar posteriormente como un compuesto de referencia en el ensayo. Tales procedimientos se
pueden adaptar para identificacion sistematica de alto rendimiento, automatizada de compuestos candidatos.
Algunos ejemplos de tales procedimientos de identificacion sistematica de alto rendimiento se describen en los
documentos de Patente de Estados Unidos N.° 6.103.479; 6.051.380; 6.051.373; 5.998.152; 5.876.946; 5.708.158;
5.443.791; 5.429.921; y 5.143.854.

La mezcla de ensayo comprende un compuesto inmunoestimulante candidato. Por lo general, una pluralidad de
mezclas de ensayo se ejecuta en paralelo con diferentes concentraciones de agente para obtener una respuesta
diferente a las diversas concentraciones. Por lo general, una de estas concentraciones sirve como un control
negativo, es decir, a concentracion cero de agente o a una concentracion de agentes inferior a los limites de
deteccion del ensayo. Los compuestos inmunoestimulantes candidatos incluyen numerosas clases quimicas, aunque
por lo general son compuestos organicos. Preferentemente, los compuestos inmunoestimulantes candidatos son
compuestos organicos pequefios, es decir, los que tienen un peso molecular superior a 50 y sin embargo inferior a
aproximadamente 2500. Los compuestos inmunoestimulantes candidatos poliméricos pueden tener pesos
moleculares superiores, por ejemplo, oligonucleétidos en el intervalo de aproximadamente 2500 a aproximadamente
12.500. Los compuestos inmunoestimulantes candidatos comprenden grupos quimicos funcionales necesarios para
interacciones estructurales con polipéptidos, y pueden incluir al menos un grupo amino, carbonilo, hidroxilo o
carboxilo, preferentemente al menos dos de los grupos quimicos funcionales y mas preferentemente al menos tres
de los grupos quimicos funcionales. Los compuestos inmunoestimulantes candidatos pueden comprender estructura
de carbono ciclica o heterociclica y/o estructuras aromaticas o poliaromaticas sustituidas con uno o mas de los
grupos funcionales identificados anteriormente. Los compuestos inmunoestimulantes candidatos también pueden ser
biomoléculas tales como acidos nucleicos, péptidos, sacaridos, acidos grasos, esteroles, isoprenoides, purinas,
pirimidinas, derivados o analogos estructurales de los mencionados anteriormente, o combinaciones de los mismos y
similares. Cuando el compuesto inmunoestimulante candidato es un acido nucleico, el compuesto
inmunoestimulante candidato por lo general es una molécula de ADN o de ARN, aunque también se contemplan
acidos nucleicos modificados que tienen enlaces o subunidades no naturales.

Los compuestos inmunoestimulantes candidatos se obtienen a partir de una diversidad de fuentes, que incluyen
bibliotecas de compuestos naturales, sintéticos, o semisintéticos, o cualquier combinacién de los mismos. Por
ejemplo, estan disponibles numerosos medios para sintesis aleatoria y dirigida de una amplia diversidad de
compuestos organicos y biomoléculas, que incluyen expresion de oligonucledtidos aleatorios, bibliotecas
combinatorias organicas sintéticas, bibliotecas de presentacion de fagos de péptidos aleatorios, y similares. Como
alternativa, algunas bibliotecas de compuestos naturales en forma de extractos bacterianos, fungicos, vegetales y
animales estan disponibles o se producen facilmente. Ademas, algunas bibliotecas y compuestos naturales y
producidos de forma sintética se pueden modificar facilmente a través de medios quimicos, fisicos, y bioquimicos
convencionales. Ademas, algunos agentes farmacoldgicos conocidos se pueden someter a modificaciones quimicas
dirigidas o aleatorias tales como acilacion, alquilacion, esterificacion, amidificacion, etc., para producir analogos
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estructurales de los compuestos inmunoestimulantes candidatos.

Por lo tanto, una fuente de compuestos inmunoestimulantes candidatos son bibliotecas de moléculas basadas en
ligandos de TLR conocidos, por ejemplo, oligonucleétidos de CpG conocidos por que interactdan con TLR9, en los
que la estructura del ligando se cambia la una o mas posiciones de la molécula para que contenga mas o menos
fracciones quimicas o fracciones quimicas diferentes. Los cambios estructurales realizados a las moléculas en la
creacion de bibliotecas de inhibidores analogos pueden ser sustituciones y/o adiciones dirigidas, aleatorias, o una
combinacioén de sustituciones y/o adiciones dirigidas y aleatorias. Un experto habitual en la materia de preparacion
de bibliotecas de combinaciéon puede preparar facilmente tales bibliotecas basandose en ligandos existentes de
TLRO.

En la mezcla también se puede incluir una diversidad de otros reactivos. Estos incluyen reactivos tales como sales,
tampones, proteinas neutras (por ejemplo, albumina), detergentes, etc. que se pueden usar para facilitar la union
optima de proteina-proteina y/o proteina-acido nucleico. Tal reactivo también puede reducir interacciones no
especificas o de fondo de los componentes de la reaccién. También se pueden usar otros reactivos que mejoran la
eficacia del ensayo tales como inhibidores de proteasas, inhibidores de nucleasas, agentes antimicrobianos, y
similares.

El orden de adicion de componentes, temperatura de incubacion, tiempo de incubacion, y otros parametros del
ensayo se pueden determinar facilmente. Tal experimentacion simplemente implica la optimizacion de los
parametros del ensayo, no la composicion fundamental del ensayo. Por lo general, las temperaturas de incubacion
estan entre 4 °C y 40 °C. Los tiempos de incubacion se minimizan preferentemente para facilitar una identificacion
sistematica de alto rendimiento, rapida, y por lo general estan entre 1 minuto y 10 horas.

Después de la incubacion, el nivel de sefializacion de TLR se detecta mediante cualquier procedimiento conveniente
disponible para el usuario. Para ensayos de tipo union libres de células, a menudo se usa una etapa de separacion
para separar componentes unidos de los no unidos. La etapa de separacion se puede conseguir en una diversidad
de formas. Por ejemplo, la separacion se puede conseguir en solucion, o, de forma conveniente, al menos uno de los
componentes se inmoviliza en un sustrato sélido, a partir del que se pueden separar facilmente los componentes no
unidos. El sustrato solido puede consistir en una amplia diversidad de materiales y en una amplia diversidad de
formas, por ejemplo, placa de microtitulacion, microperla, varilla, particula de resina, etc. El sustrato se elige
preferentemente para maximizar proporciones de seial a ruido, principalmente para minimizar la unién al fondo, as
asi como para facilidad separacion y costes.

La separacion se puede realizar por ejemplo retirando una perla o varilla de un depdsito, vaciando o diluyendo un
depdsito tal como un pocillo de placa de microtitulacién, aclarando una perla, particula, columna cromatografica o
filtro con una solucion de lavado o disolvente. La etapa de separacion incluye preferentemente multiples aclarados o
lavados. Por ejemplo, cuando el sustrato sélido es una placa de microtitulacién, los pocillos se pueden lavar varias
veces con una soluciéon de lavado, por lo general incluye los componentes de la mezcla de incubacion que no
participan en reuniones especificas tales como sales, tampon, detergente, proteina no especifica, etc. Cuando el
sustrato solido es una perla magnética, las perlas se pueden lavar una o mas veces con una solucién de lavado y se
pueden aislar usando un iman.

La deteccion se puede realizar de cualquier forma conveniente para ensayos basados en células tales como medida
de un polipéptido inducido dentro, en la superficie de, o secretado por la célula. Algunos ejemplos de procedimientos
de deteccién utiles en ensayos basados en células incluyen analisis de clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS), bioluminiscencia, fluorescencia, ensayo de inmunoabsorcion unido a enzimas (ELISA),
reaccion en cadena de polimerasa y transcriptasa inversa (RT-PCR), y similares. Algunos ejemplos de
procedimientos de deteccion utiles ensayos libres de células incluyen bioluminiscencia, fluorescencia, ensayo de
inmunoabsorcion unido a enzimas (ELISA), reaccion en cadena de polimerasa y transcriptasa inversa (RT-PCR), y
similares.

Un sujeto hara referencia a un ser humano o animal que incluye, pero no se limita a un perro, gato, caballo, vaca,
cerdo, oveja, cabra, pollo, roedor, por ejemplo, ratas y ratones, primate, por ejemplo, mono, y peces o especies de
acuicultura tales como peces de aleta (por ejemplo, salmén) y mariscos (por ejemplo, gambas y vieiras). Algunos
sujetos adecuados para procedimientos terapéuticos o profilacticos incluyen especies de vertebrados e
invertebrados. Los sujetos pueden ser mascotas domésticas (por ejemplo, perros, gatos, peces, etc.), animales de
ganado agricola (por ejemplo, vacas, caballos, cerdos, pollos, etc.), animales de laboratorio (por ejemplo, ratones,
ratas, conejos, etc.), animales de zoo (por ejemplo, leones, jirafas, etc.), pero no se limitan a los mismos. Aunque
muchas de las realizaciones que se describen en el presente documento se refieren a trastornos humanos, la
divulgacion también es util para tratar a otros vertebrados no humanos.

Como se usa en el presente documento, el término "tratar", cuando se usa con respecto a uno de los trastornos que
se describen en el presente documento, se refiere tanto a tratamiento profilactico que disminuye la probabilidad de
que un sujeto desarrolle el trastorno asi como a tratamiento de un trastorno establecido, por ejemplo, para reducir o
eliminar el trastorno o sintomas de trastorno, o para prevenir que el trastorno o sintomas del trastorno empeoren.
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Un sujeto que tiene un trastorno se refiere a un sujeto que tiene una manifestacion del trastorno que se puede medir
de forma objetiva. Por lo tanto, por ejemplo, un sujeto que tiene un cancer es un sujeto que tiene células cancerosas
detectables. Un sujeto que tiene una infeccion es un sujeto que se ha expuesto a un organismo infeccioso y tiene
niveles detectables agudos o crénicos del organismo en el cuerpo. La infeccidon puede ser latente (inactiva) o activa.

Un sujeto en riesgo de tener un trastorno se define como un sujeto que tiene un riesgo mas elevado de lo normal de
desarrollar el trastorno. El riesgo normal por lo general es el riesgo de una poblacién de individuos normales que no
tienen el trastorno y que no estan predispuestos de forma identificable, por ejemplo, genética o ambientalmente, al
desarrollo del trastorno. Por lo tanto, un sujeto en riesgo de tener un trastorno puede incluir, pero no se limita a, un
sujeto que esta predispuesto genéticamente desarrollar el trastorno, asi como un sujeto que esta o estara expuesto
a un agente ambiental conocido o que se cree que causa del trastorno. Algunos agentes ambientales incluyen
especificamente, pero no se limitan a, agentes infecciosos tales como virus, bacterias, hongos, y parasitos. Otros
agentes ambientales pueden incluir, por ejemplo, humo del tabaco, ciertos agentes quimicos organicos, asbesto, y
similares.

La expresion "cantidad eficaz" de un acido nucleico u otro agente terapéutico se refiere a la cantidad necesaria o
suficiente para observar un efecto biolégico deseado. En general, una cantidad eficaz es la cantidad necesaria para
provocar la activacion del sistema inmunitario, dando como resultado potencialmente el desarrollo de una respuesta
inmunitaria especifica de antigeno. En algunas realizaciones, el acido nucleico u otro agente terapéutico se
administran en una cantidad eficaz para estimular o inducir una respuesta inmunitaria de Th1 o una respuesta
inmunitaria general. Una cantidad eficaz para estimular una respuesta inmunitaria de Th1 se puede definir como la
cantidad que estimula la produccién de una o mas citoquinas de tipo Th1, tales como IL-2, IL-12, TNF-a, y EFN-y,
y/o produccién de uno o mas anticuerpos de tipo Th1.

Ademas en otro aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria en un
sujeto. El procedimiento de acuerdo con este aspecto de la divulgacion implica la administracion a un sujeto de un
antigeno, y la administracion al sujeto de una composicion inmunoestimulante de la invencion en una cantidad eficaz
para inducir una respuesta inmunitaria al antigeno. Se debe indicar que el antigeno se puede administrar antes,
después, o de forma simultanea con la composicién inmunoestimulante. Ademas, tanto el antigeno como el
compuesto inmunoestimulante se pueden administrar al sujeto mas de una vez.

La divulgacion proporciona adicionalmente, en otro aspecto adicional, un procedimiento por induccién de una
respuesta inmunitaria en un sujeto. El procedimiento implica aislar células dendriticas de un sujeto, poner en
contacto las células dendriticas ex vivo con una composicidon inmunoestimulante, poner en contacto las células
dendriticas ex vivo con un antigeno, y administrar las células de dendriticas puestas en contacto con el sujeto.

El término "antigeno" se refiera una molécula capaz de provocar una respuesta inmunitaria. El término antigeno
incluye ampliamente cualquier tipo de molécula que es reconocida por un sistema hospedador como si fuera
extrafia. Los antigenos incluyen, pero no se limitan a, antigenos microbianos, antigenos para el cancer, y alérgenos.
Los antigenos incluyen, pero no se limitan a, células, extractos celulares, proteinas, polipéptidos, péptidos,
polisacaridos, conjugados de polisacaridos, miméticos peptidicos y no peptidicos de polisacaridos y otras moléculas,
moléculas pequenfas, lipidos, glucolipidos, y carbohidratos. Muchos antigenos tienen naturaleza proteica o
polipeptidica, ya que las proteinas y polipéptidos son generalmente mas antigénicos que los carbohidratos o las
grasas.

El antigeno puede ser un antigeno que esta codificado por un vector de acido nucleico o puede estar codificado en
un vector de acido nucleico. En el primer caso, el vector de acido nucleico se administra al sujeto y el antigeno se
expresa in vivo. En el uUltimo caso, el antigeno se puede administrar directamente al sujeto. Un antigeno no
codificado en un vector de acido nucleico como se usa en el presente documento se refiere a cualquier tipo de
antigeno que no es un acido nucleico. Por ejemplo, en algunos aspectos el antigeno no codificado en un vector de
acido nucleico es un péptido o un polipéptido. Modificaciones menores de las secuencias de aminoacidos primarias
de antigeno peptidicos o polipeptidicos también pueden dar como resultado un polipéptido que tiene una actividad
antigénica basicamente equivalente en comparacion con el polipéptido homdlogo sin modificar. Tales modificaciones
pueden ser deliberadas, tal como por mutagénesis dirigida, o pueden ser espontaneas. Todos los polipéptidos
producidos con estas modificaciones se incluyen en el presente documento siempre y cuando todavia exista
antigenicidad. El péptido o el polipéptido, por ejemplo, se pueden obtener por via viral. Los antigenos utiles pueden
tener cualquier longitud, que varia de fragmentos de péptidos pequefios de una proteina o polipéptido de longitud
completa hasta la forma de longitud completa. Por ejemplo, el antigeno puede tener una longitud inferior a 5, inferior
a 8, inferior a 10, inferior a 15, inferior a 20, inferior a 30, inferior a 50, inferior a 70, inferior a 100, o0 mas restos de
aminoacidos, con la condicién de que estimule una respuesta inmunitaria especifica.

El acido nucleico que codifica al antigeno esta unido de forma operativa a una secuencia de expresion genética que
dirige la expresion del acido nucleico de antigeno dentro de una célula eucariota. La secuencia de expresion
genética es cualquier secuencia de nucledtidos reguladora, tal como una secuencia promotora o combinacion de
promotor-potenciador, que facilita la transcripcion y la traduccién eficaces del acido nucleico de antigeno al que se
une de forma operativa. La secuencia de expresion genética, por ejemplo, puede ser un promotor de mamifero o
viral, tal como un promotor constitutivo o inducible. Los promotores de mamifero constitutivos incluyen, pero no se
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limitan a, los promotores de los siguientes genes: hipoxantina fosforribosil transferasa (HPRT), adenosina
desaminasa, piruvato quinasa, promotor de (-actina y otros promotores constitutivos. Algunos promotores virales a
modo de ejemplo que funcionan de forma constitutiva en células eucariotas incluyen, por ejemplo, promotores del
citomegalovirus (CMV), virus de simio (por ejemplo, SV40), virus del papiloma, adenovirus, virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), virus del sarcoma de Rous, las repeticiones terminales largas (LTR) del virus de la
leucemia de Moloney y otros retrovirus, y el promotor de timidina quinasa del virus del herpes simple. Los expertos
habituales en la materia conocen promotores constitutivos. Los promotores Utiles como secuencias de expresion
genética de la invencién también incluyen promotores inducibles. Los promotores inducibles se expresan en
presencia de un agente inductor. Por ejemplo, el promotor de metalotioneina se induce para que promueva la
transcripcion y la traduccion en presencia de ciertos iones metalicos. Los expertos habituales en la materia conocen
otros promotores inducibles.

En general, la secuencia de expresion genética incluira, cuando sea necesario, secuencias de no transcripcion en la
posiciéon 5' y secuencias de no traduccion en la posicion 5' implicadas con el inicio de la transcripcion y la traduccion,
respectivamente, tales como una caja TATA, secuencia de proteccion, secuencia CAAT, y similares. Especialmente,
tales secuencias de no transcripcion en la posicion 5' incluirdn una region promotora que incluye una secuencia
promotora para control de la transcripcion del acido nucleico de antigeno unido de forma operativa. Las secuencias
de expresion genética incluyen opcionalmente secuencias potenciadoras o secuencias activadas corriente arriba
cuando se desee.

El acido nucleico de antigeno se une de forma operativa a la secuencia de expresiéon genética. Como se usa en el
presente documento, se dice que la secuencia de acidos nucleicos de antigeno y la secuencia de expresion genética
estan unidas de forma operativa cuando se unen covalentemente de una manera tal que se produce la expresion o
transcripcion y/o traduccion de la secuencia codificante del antigeno bajo la influencia o control de la secuencia de
expresion genética. Se dice que dos secuencias de ADN estan unidas de forma operativa si la induccion de un
promotor en la secuencia de expresion genética en la posicion 5' da como resultado la transcripcién de la secuencia
del antigeno si la naturaleza de la union entre las dos secuencias de ADN no (1) da como resultado la introduccion
de una mutacion de desplazamiento del marco de lectura, (2) interfiere con la capacidad de la regién promotora para
dirigir la transcripcion de la secuencia del antigeno, o (3) interfiere con la capacidad del ARN transcrito
correspondiente a traducir en una proteina. Por lo tanto, una secuencia de expresion genética estaria unida de forma
operativa a una secuencia de acidos nucleicos de antigeno si la secuencia de expresion genética fuera capaz de
efectuar transcripcion de una secuencia de acidos nucleicos de antigeno de modo que el transcrito resultante se
traduce en la proteina o polipéptido deseados.

El acido nucleico de antigeno se puede administrar al sistema inmunitario solo o en asociacién con un vector. En su
sentido mas amplio, un vector es cualquier vehiculo capaz de facilitar la transferencia del acido nucleico de antigeno
a las células del sistema inmunitario de modo que el antigeno se puede expresar y esta presente en la superficie de
la célula inmunitaria. El vector generalmente transporta el acido nucleico a las células inmunitarias con una
reduccion de la degradacion con respecto al grado de degradacion que daria como resultado la ausencia del vector.
El vector incluye opcionalmente la secuencia de expresion genética que se ha descrito anteriormente para aumentar
la expresion del acido nucleico de antigeno en las células inmunitarias. En general, los vectores utiles incluyen, pero
no se limitan a, plasmidos, fagémidos, virus, otros vehiculos derivados de fuentes virales o bacterianas que se han
manipulado mediante la insercion incorporacion de las secuencias de acidos nucleicos de antigeno. Los vectores
virales son un tipo de vector preferente e incluyen, pero no se limitan a, secuencias de acidos nucleicos de los
siguientes virus: retrovirus, tales como virus de leucemia murina de Moloney, virus del sarcoma murino de Harvey,
virus de tumor de mama murino, y virus del sarcoma de Rous; adenovirus, virus adenoasociados; virus de tipo SV40;
virus de polioma; virus Epstein-Barr; virus del papiloma; virus del herpes; virus vaccinia; virus de la polio; y virus de
ARN tal como un retrovirus. Se pueden usar facilmente otros vectores no mencionados pero que se conocen en la
técnica.

Los vectores virales preferentes se basan en virus eucariotas no citopaticos en los que genes no esenciales se ha
sustituido con el gen de interés. Algunos virus no citopaticos incluyen retrovirus, cuyo ciclo vital implica transcripcion
inversa del ARN viral gendmico en ADN con posterior integracion proviral en el ADN celular hospedador. Se han
aprobado retrovirus para ensayos de terapia genética en seres humanos. Los mas utiles son los retrovirus que
tienen déficit de replicacion (es decir, son capaces de dirigir la sintesis de las proteinas deseadas, pero son
incapaces de fabricar una particula infecciosa). Tales vectores de expresion retroviral alterada genéticamente tienen
utilidad general para la transduccion de genes de alta eficacia in vivo. En Kriegler, M., Gene Transfer and
Expression, A Laboratory Manual, W.H. Freeman Co., Nueva York (1990) y Murray, EJ. Methods in Molecular
Biology, vol. 7, Humana Press, Inc., Cliffton, New Jersey (1991) se proporcionan protocolos convencionales para
producir retrovirus con déficit de replicacion (incluyendo las etapas de incorporacion de material genético exdgeno en
un plasmido, transfecciéon de una linea celular de empaquetamiento con plasmido, produccidon de retrovirus
recombinantes mediante la linea celular de empaquetamiento, recolecciéon de particulas virales de los medios de
cultivo, e infeccién de las células diana con particulas virales).

Un virus preferente para ciertas aplicaciones es el virus adenoasociado, un virus de ADN bicatenario. El virus
adenoasociado puede someter a ingenieria para que tenga déficit de replicacion y sea capaz de infectar una amplia
gama de tipos y especies celulares. Adicionalmente tiene ventajas, tales como estabilidad en calor y en disolvente
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lipidico; frecuencias de transduccién elevadas en células de diversos linajes, incluyendo células hematopoyéticas; y
falta de inhibicion de superinfeccion permitiendo de este modo muiltiples series de transducciones. Segun se informa,
algunos virus adenoasociados de tipo silvestre manifiestan cierta preferencia por sitios de integracion en el ADN
celular humano, minimizando de este modo la posibilidad de mutagénesis de insercién y variabilidad de expresién de
genes insertados caracteristica de la infeccion retroviral. Ademas, se han seguido infecciones de virus
adenoasociados de tipo silvestre en cultivo tisular para mas de 100 pasos en ausencia de presion selectiva, lo que
implica que la integracion gendomica del virus adenoasociado es un suceso relativamente estable. El virus
adenoasociado también puede funcionar de una forma extracromosémica. Los virus adenoasociados recombinantes
que carecen de la proteina replicasa aparentemente carecen de esta especificidad de secuencia de integracion.

Otros vectores incluyen vectores plasmidos. En la técnica se han descrito de forma extensa vectores plasmidos y
son bien conocidos por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Sambrook y col., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Segunda Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. En los ultimos afos, se han
encontrado encontrados vectores plasmidos que son particularmente ventajosos para administracion de genes a
células in vivo debido a su incapacidad para replicarse e integrarse en un genoma hospedador. Estos plasmidos, sin
embargo, tienen un promotor compatible con la célula hospedadora, pueden expresar un péptido de un gen
codificado de forma operativa dentro del plasmido. Algunos plasmidos usados habitualmente incluyen pBR322,
pUC18, pUC19, pRc/CMV, SV40, y pBlueScript. Los expertos habituales en la materia conocen bien otros
plasmidos. Ademas, los plasmidos se pueden disefiar a medida usando enzimas de restriccion y reacciones de
ligacion para retirar y afiadir fragmentos especificos de ADN.

Recientemente se ha descubierto que se pueden administrar plasmidos que portan genes al sistema inmunitario
usando bacterias. Las formas modificadas de bacterias tales como Salmonella se pueden transfectar con el plasmido
y usar como vehiculos de administracion. Los vehiculos de administracion bacteriana se pueden administrar a un
sujeto hospedador por via oral o mediante otros medios de administracion. Las bacterias administran el plasmido a
células inmunitarias, por ejemplo, linfocitos B, células dendriticas, probablemente pasando a través de la barrera
intestinal. Se han establecido niveles elevados de proteccion inmunitaria usando esta metodologia. Tales
procedimientos de administracion son Uutiles para los aspectos de la divulgacion que utilizan la administracion
sistémica de antigenos, acidos nucleicos, y/u otros agentes terapéuticos.

En algunos aspectos, los acidos nucleicos se administran junto con agentes terapéuticos tales como medicamentos
especificos para trastornos. Como se usa en el presente documento, un medicamento especifico para trastornos es
una terapia o agente que se usa predominantemente en el tratamiento o prevencion de un trastorno.

En un aspecto, la combinacion de acidos nucleicos y medicamentos especificos para trastornos permite la
administracion de dosis mas elevadas de medicamentos especificos para trastornos sin tantos efectos secundarios
como normalmente se experimentan con las dosis elevadas. En otro aspecto, la combinacion de acidos nucleicos y
medicamentos especificos para trastornos permite la administracion de dosis subterapéuticas, menores de cualquier
compuesto, pero con una eficacia mas elevada que la que se conseguiria de otro modo usando tales dosis bajas.
Como un ejemplo, mediante la administracion de una combinacion de un acido nucleico inmunoestimulante y un
medicamento, es posible conseguir una respuesta eficaz incluso cuando el medicamento se administre a una dosis
que sola no proporcionaria un beneficio terapéutico (es decir, una dosis subterapéutica). Como otro ejemplo, la
administracion combinada consigue una respuesta incluso cuando el acido nucleico se administra a una dosis que
sola no proporcionaria un beneficio terapéutico.

Los acidos nucleicos y/u otros agentes terapéuticos también se pueden administrar en programas fijos o en
diferentes relaciones en el tiempo entre si. Las diversas combinaciones pueden tener ventajas sobre los
procedimientos de la técnica anterior de modulacién de respuestas inmunitarias o prevencion o tratamiento de
trastornos, en particular con respecto a la disminucion de la toxicidad no especifica para tejidos normales.

El cancer es una enfermedad que implica el crecimiento descontrolado (es decir, division) de células. Algunos de los
mecanismos conocidos que contribuyen a la proliferacion descontrolada de las células cancerosas incluyen
independencia de factores de crecimiento, insuficiencia para detectar mutacién genémica, y sefializacion celular
inapropiada. La capacidad de las células cancerosas para ignorar controles de crecimiento normal puede dar como
resultado un aumento de la tasa de proliferacién. Aunque las causas del cancer no se han establecido de forma
firme, existen algunos factores conocidos que contribuyen, o al menos predisponen a un sujeto, al cancer. Tales
factores incluyen mutaciones genéticas en particular (por ejemplo, mutacion del gen BRCA para el cancer de mama,
APC para el cancer de colon), exposicidon a agentes que se sospecha que causan cancer, o agentes carcindbgenos
(por ejemplo, asbesto, radiacion UV) y disposicion familiar para canceres en particular tales como el cancer de
mama.

El cancer puede ser un cancer maligno o no maligno. Los canceres o tumores incluyen, pero no se limitan a cancer
del tracto biliar; cancer de cerebro; cancer de mama; cancer de cuello uterino; coriocarcinoma; cancer de colon;
cancer de endometrio ; cancer de es6fago; cancer gastrico; neoplasias intraepiteliales; linfomas; cancer de higado;
cancer de pulmén (por ejemplo, microcitico y no microcitico); melanoma; neuroblastomas; cancer oral; cancer de
ovarios; cancer de pancreas; cancer de prostata; cancer rectal; sarcomas; cancer de piel; cancer testicular; cancer
de tiroides; y cancer renal, asi como otros carcinomas y sarcomas. En una realizacion, el cancer es leucemia de
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células pilosas, leucemia mielégena croénica, leucemia de linfocitos T cutaneos, mieloma mudltiple, linfoma folicular,
melanoma maligno, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células renales, carcinoma de prostata,
carcinoma de células de la vejiga, o carcinoma de colon.

Un "sujeto que tiene un cancer" es un sujeto que tiene células cancerosas detectables.

Un "sujeto con riesgo de desarrollar un cancer" es uno que tiene una probabilidad mas elevada de lo normal de
desarrollar cancer. Estos sujetos incluyen, por ejemplo, sujetos que tienen una anomalia genética que se ha
demostrado que esta asociada con una probabilidad mas elevada de desarrollar un cancer, sujetos que tienen una
disposicion familiar de cancer, sujetos expuestos a agentes que causan cancer (es decir, agentes carcin6genos)
tales como tabaco, asbesto, otras toxinas quimicas, y sujetos tratados anteriormente para el cancer y en remision
aparente.

Un "antigeno para el cancer" como se usa en el presente documento es un compuesto, tal como un péptido o
proteina, asociado con una superficie de célula tumoral o cancerosa y que es capaz de provocar una respuesta
inmunitaria cuando se expresa en la superficie de una célula presentadora de antigeno en el contexto de una
molécula de MHC. Los antigenos para el cancer se pueden preparar a partir de células cancerosas preparando
extractos en bruto de células cancerosas, por ejemplo, como se describe en Cohen PA y col. (1994) Cancer Res 54:
1055-8, purificando parcialmente los antigenos, mediante tecnologia recombinante, o mediante sintesis de novo de
antigenos conocidos. Los antigenos para el cancer incluyen, pero no se limitan a, antigenos que se expresan de
forma recombinante, una parte inmunégena de, o un tumor o cancer completo. Tales antigenos se pueden aislar o
preparar de forma recombinante o mediante cualquier otro medio conocido la técnica.

Las expresiones "antigeno para el cancer" y "antigeno tumoral" se usan indistintamente y se refieren a antigenos
que se expresan esencialmente mediante células cancerosas y que por lo tanto se pueden aprovechar con el fin de
dirigirse a células cancerosas. Los antigenos para el cancer son antigenos que pueden estimular potencialmente
respuestas inmunitarias aparentemente especificas de tumor. Algunos de estos antigenos estan codificados, aunque
no necesariamente expresados, por células normales. Estos antigenos se pueden caracterizar como los que
normalmente son silenciosos (es decir, no se expresan) en células normales, los que se expresan solamente en
ciertos estadios de diferenciacion y los que se expresan de forma temporal tales como antigenos embrionarios y
fetales. Otros antigenos para el cancer estan codificados por genes celulares mutantes, tales como oncogenes (por
ejemplo, oncogén ras activado), genes supresores (por ejemplo, p53 mutante), proteinas de fusiéon que resultan de
supresiones internas o translocaciones cromosdmicas. Ademas otros antigenos para el cancer se pueden codificar
con genes virales tales como los portados en virus de tumor de ARN y ADN. Ejemplos de antigenos tumorales
incluyen MAGE, MART-1/Melan-A, gp100, Dipeptidil peptidasa IV (DPPIV), proteina de unién a adenosina
desaminasa (ADAbp), ciclofiina b, antigeno asociado a Colorrectal (CRC)--C017-1A/GA733, Antigeno
Carcinoembrionario (CEA) y sus epitopos inmunogénicos CAP-1 y CAP-2, etv6, am11, Antigeno Especifico de
Prostata (PSA) y sus epitopos inmunogénicos PSA-1, PSA-2, y PSA-3, antigeno de membrana especifico de
prostata (PSMA), cadena de receptores de linfocitos T/CD3-zeta, familia MAGE de antigenos tumorales (por
ejemplo, MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A5, MAGE-A6, MAGE-A7, MAGE-A8, MAGE-A9,
MAGE-A10, MAGE-A11, MAGE-A12, MAGE-Xp2 (MAGE-B2), MAGE-Xp3 (MAGE-B3), MAGE-Xp4 (MAGE-B4),
MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-C3, MAGE-C4, MAGE-C5), familia GAGE de antigenos tumorales (por ejemplo,
GAGE-1, GAGE-2, GAGE-3, GAGE-4, GAGE-5, GAGE-6, GAGE-7, GAGE-8, GAGE-9), BAGE, RAGE, LAGE-1,
NAG, GnT-V, MUM-1, CDKA4, tirosinasa, p53, familia MUC, HER2/neu, p21ras, RCAS1, a-fetoproteina, E-cadherina,
a-catenina, B-catenina e y-catenina, p120ctn, gp100°me'""7  PRAME, NY-ESO-1, cdc27, proteina de poliposis
adenomatosa coli (APC), fodrina, Conexina 37, idiotipo de lg, gangliésidos p15, gp75, GM2 y GD2, productos virales
tales como proteinas del virus del papiloma humano, familia Smad de antigenos tumorales, Imp-1, P1A, antigeno
nuclear codificado por EBV (EBNA)-1, glucégeno fosforilasa de cerebro, SSX-1, SSX-2 (HOM-MEL-40), SSX-1,
SSX-4, SSX-5, SCP-1y CT-7, y c-erbB-2.

Algunos canceres o tumores y antigenos tumorales asociados con tales tumores (pero no de forma exclusiva),
incluyen leucemia linfoblastica aguda (etv6; am11; ciclofilina b), linfoma de linfocitos B (idiotipo de 1g), glioma (E-
cadherina; a-catenina; B-catenina; y-catenina; p120ctn), cancer de vejiga (p21ras), cancer biliar (p21ras), cancer de
mama (familia MUC; HER2/neu; c-erbB-2), carcinoma de cuello uterino (p53; p21ras), carcinoma de colon (p21ras;
HER2/neu; c-erbB-2; familia MUC), cancer colorrectal (antigeno asociado a Colorrectal (CRC)--C017-1A/GA733;
APC), coriocarcinoma (CEA), cancer de células epiteliales (ciclofilina b), cancer gastrico (HER2/neu; c-erbB-2; ga733
glicoproteina), cancer hepatocelular (o-fetoproteina), linfoma de Hodgkins (Imp-1; EBNA-1), cancer de pulmén (CEA;
MAGE-3; NY-ESO-1), leucemia derivada de células linfoides (ciclofilina b), melanoma (proteina p15, gp75, antigeno
oncofetal, gangliésidos GM2 y GD2), mieloma (familia MUC; p21ras), carcinoma de pulmén de células no
microciticas (HER2/neu; c-erbB-2), cancer nasofaringeo (Imp-1; EBNA-1), cancer de ovarios (familia MUC;
HER2/neu; c-erbB-2), cancer de prostata (Antigeno Especifico de Prostata (PSA) y sus epitopos inmunogénicos
PSA-1, PSA-2, y PSA-3; PSMA; HER2/neu; c-erbB-2), cancer pancreatico (p21ras; familia MUC; HER2/neu; c-erbB-
2; glucoproteina ga733), cancer renal (HER2/neu; c-erbB-2), canceres de células escamosas de cuello uterino y
esofago (productos virales tales como proteinas del virus del papiloma humano), cancer testicular (NY-ESO-1),
leucemia de linfocitos T (epitopos de HTLV-1), y melanoma (Melan-A/MART-1; cdc27; MAGE-3; p21ras;
gp100PmeI117)_
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Para ejemplos de antigenos tumorales que se unen a cualquiera o a ambas moléculas MHC de clase | y MHC de
clase Il, véanse las siguientes referencias: Coulie, Stem Cells 13: 393-403, 1995; Traversari y col. J Exp Med 176:
1453-1457, 1992; Chaux y col. J Immunol 163: 2928-2936, 1999; Fujie y col. Int J Cancer 80: 169-172, 1999;
Tanzarella y col. Cancer Res 59: 2668-2674, 1999; van der Bruggen y col. Eur J Immunol 24: 2134-2140, 1994;
Chaux y col. J Exp Med 189: 767-778, 1999; Kawashima y col. Hum Immunol 59: 1-14, 1998; Tahara y col. Clin
Cancer Res 5: 2236-2241,1999; Gaugler y col. J Exp Med 179: 921-930, 1994; van der Bruggen y col. Eur J Immunol
24: 3038-3043, 1994; Tanaka y col. Cancer Res 57: 4465-4468, 1997; Oiso y col. Int J Cancer 81: 387-394, 1999;
Herman y col. Immunogenetics 43: 377-383, 1996; Manici y col. J Exp Med 189: 871-876, 1999; Duffour y col. Eur J
Immunol 29: 3329-3337, 1999; Zorn y col. Eur J Immunol 29: 602-607, 1999; Huang y col. J Immunol 162: 6849-
6854, 1999; Boél y col. Immunity 2: 167-175,1995; Van den Eynde y col. J Exp Med 182: 689-698,1995; De Backer y
col. Cancer Res 59: 3157-3165, 1999; Jager y col. J Exp Med 187: 265-270, 1998; Wang y col. J Immunol 161: 3596-
3606, 1998; Aarnoudse y col. Int J Cancer 82: 442-448, 1999; Guilloux y col. J Exp Med 183: 1173-1183, 1996;
Lupetti y col. J Exp Med 188: 1005-1016, 1998; Wolfel y col. Eur J Immunol 24: 759-764, 1994; Skipper y col. J Exp
Med 183: 527-534, 1996; Kang y col. J Immunol 155: 1343-1348, 1995; Morel y col. Int J Cancer 83: 755-759, 1999;
Brichard y col. Eur J Immunol 26: 224-230, 1996; Kittlesen y col. J Immunol 160: 2099-2106, 1998; Kawakami y col. J
Immunol 161: 6985-6992, 1998; Topalian y col. J Exp Med 183: 1965-1971, 1996; Kobayashi y col. Cancer Research
58: 296-301, 1998; Kawakami y col. J Immunol 154: 3961-3968, 1995; Tsai y col. J Immunol 158: 1796-1802, 1997;
Cox y col. Science 264: 716-719, 1994; Kawakami y col. Proc Natl Acad Sci USA 91: 6458-6462,1994; Skipper y col.
J Immunol 157: 5027-5033, 1996; Robbins y col. J Immunol 159: 303-308, 1997; Castelli y col. J Immunol 162: 1739-
1748, 1999; Kawakami y col. J Exp Med 180: 347-352, 1994; Castelli y col. J Exp Med 181: 363-368, 1995;
Schneider y col. Int J Cancer 75: 451-458,1998; .Wang y col. J Exp Med 183: 1131-1140, 1996; Wang y col. J Exp
Med 184: 2207-2216, 1996; Parkhurst y col. Cancer Research 58: 4895-4901, 1998; Tsang y col. J Natl Cancer Inst
87: 982-990, 1995; Correale y col. J Natl Cancer Inst 89: 293-300, 1997; Coulie y col. Proc Natl Acad Sci USA 92:
7976-7980, 1995; Wdlfel y col. Science 269: 1281-1284,1995; Robbins y col. J Exp Med 183: 1185-1192, 1996;
Brandie y col. J Exp Med 183: 2501-2508, 1996; ten Bosch y col. Blood 88: 3522-3527, 1996; Mandruzzato y col. J
Exp Med 186: 785-793,1997; Guéguen y col. J Immunol 160: 6188-6194, 1998; Gjertsen y col. Int J Cancer 72: 784-
790, 1997; Gaudin y col. J Immunol 162: 1730-1738, 1999; Chiari y col. Cancer Res 59: 5785-5792, 1999; Hogan y
col. Cancer Res 58: 5144-5150, 1998; Pieper y col. J Exp Med 189: 757-765,1999; Wang y col. Science 284: 1351-
1354,1999; Fisk y col. J Exp Med 181: 2109-2117,1995; Brossart y col. Cancer Res 58: 732-736,1998; Ropke y col.
Proc Natl Acad Sci USA 93: 14704-14707, 1996; lkeda y col. Immunity 6: 199-208, 1997; Ronsin y col. J Immunol
163: 483-490, 1999; Vonderheide y col. Immunity 10: 673-679, 1999. Estos antigenos asi como otros se desvelan en
la Solicitud PCT, PCT/US98/18601.

Las composiciones y procedimientos se pueden usar solos o en conjunto con otros agentes y procedimientos utiles
para el tratamiento del cancer. En la actualidad, el cancer se trata usando una diversidad de modalidades que
incluyen cirugia, terapia de radiacion y quimioterapia. La eleccion de la modalidad de tratamiento dependera del tipo,
ubicacion y diseminacion del cancer. Por ejemplo, la cirugia y la terapia radiacion pueden ser mas apropiadas en el
caso de masas tumorales bien definidas, sélidas y menos practicas en el caso de canceres tumorales no sélidos
tales como leucemia y linfoma. Una de las ventajas de la cirugia y de la terapia de radiacion es la capacidad de
controlar hasta cierto punto el impacto de la terapia, y por lo tanto limitar la toxicidad hacia los tejidos normales en el
organismo. Sin embargo, la cirugia y la terapia de radiacion a menudo van seguidas de quimioterapia para
protegerse frente a cualquier célula cancerigena que permanece o que es resistente a la radiacion. La quimioterapia
también es el tratamiento mas apropiado para canceres diseminados tales como leucemia y linfoma asi como para
metastasis.

Quimioterapia se refiere a terapia que usa agentes quimicos y/o biolégicos para atacar a células cancerosas. A
diferencia de la cirugia o la radiacion localizada, la quimioterapia se administra generalmente de una manera
sistémica y por lo tanto la toxicidad para los tejidos normales es una preocupacion importante. Debido a que muchos
agentes de quimioterapia se dirigen a las células cancerosas basandose en sus perfiles proliferativos, tejidos tales
como el tracto gastrointestinal y la médula 6sea que normalmente son proliferativos también son susceptibles a los
efectos de la quimioterapia. Uno de los principales efectos secundarios de la quimioterapia es la mielosupresion (que
incluye anemia, neutropenia y trombocitopenia), que resulta de la muerte de precursores hematopoyéticos normales.

Se han desarrollado muchos agentes quimioterapéuticos para el tratamiento del cancer. Sin embargo, no todos los
tumores responden a los agentes quimioterapéuticos y otros, aunque inicialmente responden a los agentes
quimioterapéuticos, pueden desarrollar resistencia. Como resultado, la busqueda de farmacos eficaces contra el
cancer se ha intensificado en un esfuerzo por encontrar agentes aun mas eficaces con menos toxicidad no
especifica.

Los medicamentos para el cancer funcionan en una diversidad de formas. Algunos medicamentos para el cancer
trabajan teniendo como objetivo mecanismos fisiolégicos que son especificos para células tumorales. Algunos
ejemplos incluyen la orientacion de genes especificos y sus productos genéticos (es decir, principalmente proteinas)
que se encuentran mutados en canceres. Tales genes incluyen, pero no se limitan a, oncogenes (por ejemplo, Ras,
Her2, bcl-2), genes supresores de tumores (por ejemplo, EGF, p53, Rb), y dianas del ciclo celular (por ejemplo,
CDK4, p21, telomerasa). Algunos medicamentos para el cancer se pueden dirigir alternativamente a rutas de
transduccion de sefiales y mecanismos moleculares que estan alterados en células cancerosas. La direccion de las
células cancerosas a través de los epitopos expresados en su superficie celular se consigue mediante el uso de

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2734 652 T3

anticuerpos monoclonales. En el presente documento este ultimo tipo de medicamento para el cancer se denomina
generalmente inmunoterapia.

Otros medicamentos se dirigen a células diana distintas de las células cancerosas. Por ejemplo, algunos
medicamentos preparan el sistema inmunitario para atacar a las células tumorales (es decir, vacunas contra el
cancer). Sin embargo, otros medicamentos, llamados inhibidores de la angiogénesis, funcionan atacando el
suministro de sangre de los tumores sdlidos. Dado que los canceres mas malignos son capaces de experimentar
metastasis (es decir, salir del sitio del tumor primario y establecerse en otro sitio, formando de este modo un tumor
secundario), los medicamentos que impiden esta metastasis también son utiles en el tratamiento del cancer. Algunos
mediadores angiogénicos incluyen FGF basico, VEGF, angiopoyetinas, angiostatina, endostatina, TNF-a, TNP-470,
trombospondina-1, factor plaquetario 4, CAl, y ciertos miembros de la familia de proteinas integrinas. Una categoria
de este tipo de medicamento es un inhibidor de metaloproteinasa, que inhibe las enzimas usadas por las células
cancerosas para existir en el sitio del tumor primario y extravasarse en otro tejido.

Algunas células cancerosas son antigénicas y por lo tanto pueden ser diana del sistema inmunitario. En un aspecto,
la administracion combinada de medicamentos para acidos nucleicos y cancer, en particular los que se clasifican
como inmunoterapias para el cancer, es Util para estimular una respuesta inmunitaria especifica frente a un antigeno
para el cancer.

La teoria de la vigilancia inmunitaria es que una funcién principal del sistema inmunitario es detectar y eliminar
células neoplasicas antes de que se forme un tumor. Un principio basico de esta teoria es que las células
cancerosas son antigénicamente diferentes de las células normales y por lo tanto provocan reacciones inmunitarias
que son similares a las que causan rechazo de aloinjertos inmunolégicamente incompatibles. Algunos estudios han
confirmado que las células tumorales son diferentes, ya sea cualitativa o cuantitativamente, en su expresion de
antigenos. Por ejemplo, los "antigenos especificos de tumores" son antigenos que se asocian especificamente con
células tumorales pero no con células normales. Algunos ejemplos de antigenos especificos de tumores son
antigenos virales en tumores inducidos por virus de ADN o ARN. Los antigenos "asociados a tumores" estan
presentes tanto en células tumorales como en células normales, pero estan presentes en una cantidad diferente o
una forma diferente en las células tumorales. Algunos ejemplos de tales antigenos son antigenos oncofetales (por
ejemplo, antigeno carcinoembrionario), antigenos de diferenciacion (por ejemplo, antigenos T y Tn) y productos de
oncogenes (por ejemplo, HER/neu).

Se han identificado diferentes tipos de células que pueden destruir dianas tumorales in vitro e in vivo: linfocitos
citoliticos naturales (NK), linfocitos T citoliticos (CTL), linfocitos citoliticos activados por linfoquinas (LAK) y
macrofagos activados. Los linfocitos NK pueden eliminar las células tumorales sin haberse sensibilizado previamente
a antigenos especificos, y la actividad no requiere la presencia de antigenos de clase | codificados por el complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) en células diana. Se cree que los linfocitos NK participan en el control de
tumores nacientes y en el control del crecimiento metastasico. Por el contrario a los linfocitos NK, los CTL pueden
destruir células tumorales solamente después de que se hayan sensibilizado a antigenos tumorales y cuando el
antigeno diana se expresa en las células tumorales que también expresan la clase | de MHC. Se cree que los CTL
son células efectoras en el rechazo de tumores trasplantados y de tumores causados por virus de ADN. Los
linfocitos LAK son un subgrupo de linfocitos nulos distintos de las poblaciones de NK y CTL. Los macrofagos
activados pueden destruir células tumorales de una manera que no es ni dependiente de antigenos ni restringida por
MHC una vez activados. Se cree que los macréfagos activados disminuyen la tasa de crecimiento de los tumores
que infiliran. En los ensayos in vitro se han identificado otros mecanismos inmunitarios tales como reacciones
citotoxicas mediadas por células, dependientes de anticuerpos y lisis por anticuerpo mas complemento. Sin
embargo, se cree que estos mecanismos efectores inmunitarios son menos importantes in vivo que la funcién de NK,
los CTL, LAK y macrdéfagos in vivo (para revision véase Piessens WF y col. "Tumor Immunology"”, En: Scientific
American Medicine. Vol. 2, Scientific American Books, N.Y., pp. 1-13, 1996).

El objetivo de la inmunoterapia es aumentar la respuesta inmunitaria de un paciente a un tumor establecido. Un
procedimiento de inmunoterapia incluye el uso de adyuvantes. Las sustancias adyuvantes derivadas de
microorganismos, tales como el bacilo de Calmette-Guérin, aumentan la respuesta inmunitaria y mejoran la
resistencia a tumores en animales.

Los agentes inmunoterapéuticos son medicamentos que se derivan de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que
se unen especificamente o reconocen un antigeno para el cancer. Algunas inmunoterapias basadas en anticuerpos
pueden funcionar mediante la unién a la superficie celular de una célula cancerigena y de ese modo estimular el
sistema inmunitario enddégeno para atacar a la célula cancerigena. Otra forma en la que funciona la terapia basada
en anticuerpos es un sistema de administracién para la direccién especifica de sustancias téxicas a células
cancerosas. Algunos anticuerpos estan generalmente conjugados con toxinas tales como ricina (por ejemplo, de
semillas de ricino), caligueamicina y maitansinoides, con is6topos radiactivos tales como Yodo-131 e lItrio-90, con
agentes quimioterapéuticos (como se describe en el presente documento), o con modificadores de la respuesta
bioldgica. De esta manera, las sustancias toxicas se pueden concentrar en la region del cancer y se puede minimizar
la toxicidad no especifica para células normales. Ademas del uso de anticuerpos que son especificos para antigenos
para el cancer, también son Utiles en la divulgacion anticuerpos que se unen a la vasculatura, tales como los que se
unen a células endoteliales. Esto se debe a que los tumores solidos en general, dependen de los vasos sanguineos
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recién formados para sobrevivir, y por lo tanto la mayoria de los tumores son capaces de reclutar y estimular el
crecimiento de nuevos vasos sanguineos. Como resultado, una estrategia de muchos medicamentos para el cancer
es atacar los vasos sanguineos que alimentan un tumor y/o los tejidos conectivos (o estroma) que apoyan tales
vasos sanguineos.

Las vacunas contra el cancer son medicamentos que pretenden estimular una respuesta inmunitaria endégena
frente a las células cancerosas. Las vacunas producidas en la actualidad activan principalmente el sistema
inmunitario humoral (es decir, la respuesta inmunitaria dependiente de anticuerpos). Otras vacunas actualmente en
desarrollo se centran en la activacion del sistema inmunitario mediada por células que incluyen linfocitos T
citotoxicos, que son capaces de destruir las células tumorales. En general, las vacunas contra el cancer mejoran la
presentacion de antigenos para el cancer tanto a células presentadoras de antigeno (por ejemplo, macréfagos y
células dendriticas) y/u otras célula inmunitarias tales como linfocitos T, linfocitos B y linfocitos NK.

Aunque las vacunas contra el cancer pueden tomar una de varias formas, como se analiza a continuacién, su
finalidad es administrar antigenos para el cancer y/o antigenos asociados con cancer a células presentadoras de
antigeno (APC) con el fin de facilitar el procesamiento endégeno de dichos antigenos por APC y la presentacion final
de la presentacion de antigenos en la superficie celular en el contexto de moléculas de MHC de clase I. Una forma
de vacuna contra el cancer es una vacuna de células completas que es una preparacién de células cancerosas que
se han eliminado de un sujeto, tratadas ex vivo y que a continuacion se vuelven a introducir como células completas
en el sujeto. También se pueden usar lisados de células tumorales como vacunas contra el cancer para provocar
una respuesta inmunitaria. Otra forma de vacuna contra el cancer es una vacuna peptidica que usa proteinas
pequefas especificas de cancer o asociadas a cancer para activar linfocitos T. Las proteinas asociadas a cancer
son proteinas que no se expresan exclusivamente por células cancerosas (es decir, otras células normales todavia
pueden expresar estos antigenos). Sin embargo, la expresion de antigenos asociados con el cancer por lo general
esta regulada de forma positiva de manera consistente con canceres de un tipo en particular. Otras vacunas contra
el cancer incluyen vacunas de gangliésidos, vacunas de proteinas de choque térmico, vacunas virales y bacterianas,
y vacunas de acidos nucleicos.

Sin embargo, otra forma de vacuna contra el cancer es una vacuna de células dendriticas que incluye células
dendriticas completas que se han expuesto a un antigeno para el cancer o un antigeno asociado con cancer in vitro.
También se pueden usar lisados de fracciones de membrana de células dendriticas como vacunas contra el cancer.
Algunas vacunas de células dendriticas son capaces de activar directamente las APC. Una célula dendritica es una
APC profesional. Las células dendriticas forman la unién entre el sistema inmunitario innato y el adquirido mediante
la presentacion de antigenos y a través de su expresion de receptores de reconocimiento de patrones que detectan
moléculas microbianas como LPS en su entorno local. Las células dendriticas internalizan, procesan y presentan
antigenos especificos solubles a los que se exponen. El proceso de internalizacion y presentacion de antigenos
causa una rapida regulacion positiva de la expresion del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) y
moléculas coestimulantes, la produccion de citoquinas y migracion hacia érganos linfaticos en los que se cree que
estan implicadas en la activacion de linfocitos T.

Como se usa en el presente documento, los agentes quimioterapéuticos abarcan todas las otras formas de
medicamentos para el cancer que no entran en las categorias de agentes de inmunoterapéuticos o vacunas contra
el cancer. Los agentes quimioterapéuticos cémo se usan en el presente documento incluyen agentes tanto quimicos
como bioldgicos. Estos agentes funcionan para inhibir una actividad celular de la que las células cancerosas
dependen para una supervivencia continua. Algunas categorias de agentes quimioterapéuticos incluyen agentes
alquilantes/alcaloides, antimetabolitos, hormonas o analogos de hormonas, y diversos farmacos antineoplasicos. La
mayoria de estos agentes, si no todos, son directamente toxicos para las células cancerosas y no requieren
estimulacion inmunitaria.

Una "enfermedad infecciosa" o, equivalentemente, una "infeccién" como se usa en el presente documento, se refiere
a un trastorno que surge de la invasion de un hospedador, superficialmente, localmente, o sistémicamente, por un
organismo infeccioso. Los organismos infecciosos incluyen bacterias, virus, hongos y parasitos. En consecuencia,
"enfermedad infecciosa" incluye infecciones bacterianas, infecciones virales, infecciones por hongos e infecciones
parasitarias.

Un sujeto que tiene una enfermedad infecciosa es un sujeto que se ha expuesto a un organismo infeccioso y tiene
niveles detectables agudos o cronicos del organismo en el cuerpo. La exposicion al organismo infeccioso se produce
generalmente con la superficie externa del sujeto, por ejemplo, piel o membranas mucosas y/o se refiere a la
penetracion de la superficie externa del sujeto por el organismo infeccioso.

Un sujeto en riesgo de desarrollar una enfermedad infecciosa es un sujeto que tiene un riesgo de exposicion a un
patégeno que causa la infeccion mas elevado de lo normal. Por ejemplo, un sujeto en riesgo puede ser un sujeto que
esta planeando viajar a una zona en la que se encuentra un determinado tipo de agente infeccioso o puede ser un
sujeto que a través de la forma de vida o procedimientos de médica esta expuesto a fluidos corporales que pueden
contener organismos infecciosos o directamente al organismo o a un sujeto vivo en una zona en la que se ha
identificado un organismo infeccioso. Los sujetos con riesgo de desarrollar una enfermedad infecciosa también
incluyen generalmente poblaciones a las que una agencia médica recomienda vacunacioén frente a un organismo
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infeccioso en particular.

Un sujeto con riesgo de desarrollar una enfermedad infecciosa incluye los sujetos que tienen un riesgo general de
exposicioén a un microorganismo, por ejemplo, gripe, pero que no tienen la enfermedad activa durante el tratamiento
de la invencion, asi como sujetos que se considera que estan en riesgo especifico de desarrollar una enfermedad
infecciosa debido a factores médicos o ambientales que exponen al sujeto a un microorganismo en particular.

Las bacterias son organismos unicelulares que se multiplican asexualmente por fisién binaria. Se clasifican y se
nombran en funcién de su morfologia, reacciones de tincion, requisitos nutricionales y metabdlicos, estructura
antigénica, composicion quimica, y homologia genética. Las bacterias se pueden clasificar en tres grupos basados
en sus formas morfologicas, esféricos (cocos), varilla recta (Bacilos) y varilla curvada o espiral (vibrio,
campylobacter, spirillum, y espiroquetas). Las bacterias también se caracterizan mas habitualmente basandose en
sus reacciones de tincion en dos clases de organismos, gram-positivos y gram-negativos. Gram se refiere al
procedimiento de tincion que se realiza normalmente en laboratorios de microbiologia. Los organismos gram-
positivos conservan la tincion siguiendo el procedimiento de tincién y aparecen con un color violeta oscuro. Los
organismos gram-negativos no retienen la tinciéon pero absorben la contratincion y por lo tanto aparecen de color
rosa.

Las bacterias infecciosas incluyen, pero no se limitan a, bacterias gram-negativas y gram-positivas. Las bacterias
gram-positivas incluyen, pero no se limitan a, especies de Pasteurella, especies de Staphylococci, y especies de
Streptococcus. Las bacterias gram-negativas incluyen, pero no se limitan a, Escherichia coli, especies de
Pseudomonas, y especies de Salmonella. Algunos ejemplos especificos de bacterias infecciosas incluyen, pero no
se limitan a: Helicobacter pyloris, Borrelia burgdorferi, Legionella pneumophilia, Mycobacteria sps (por ejemplo, M.
tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. kansasii, M. gordonae), Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes, Streptococcus pyogenes (Grupo A de Streptococcus), Streptococcus
agalactiae (Grupo B de Streptococcus), Streptococcus (grupo viridans), Streptococcus faecalis, Streptococcus bovis,
Streptococcus (especies anaerdbicas), Streptococcus pneumoniae, Campylobacter sp. patdgeno, Enterococcus sp.,
Haemophilus influenzae, Bacillus anthracis, Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium sp., Erysipelothrix
rhusiopathiae, Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae,
Pasturella multocida, Bacteroides sp., Fusobacterium nucleatum, Streptobacillus moniliformis, Treponema pallidum,
Treponema pertenue, Leptospira, Rickettsia, y Actinomyces israelli.

Los virus son agentes infecciosos pequefios que generalmente contienen un nucleo de acido nucleico y un
revestimiento de proteina, pero no son organismos vivos de forma independiente. Los virus también pueden tomar la
forma de acidos nucleicos infecciosos que carecen de una proteina. Un virus no puede sobrevivir en ausencia de
una célula viva dentro de la que se puede replicar. Los virus entran en células vivas especificas, ya sea por
endocitosis o por inyeccion directa de ADN (fago) y se multiplican, causando la enfermedad. El virus multiplicado se
puede liberar a continuacion e infectar células adicionales. Algunos virus son virus que contienen ADN y otros son
virus que contienen ARN. En algunos aspectos, la divulgacion también tiene la intencién de tratar enfermedades en
las que estan implicados priones en la progresion de la enfermedad, como por ejemplo encefalopatia espongiforme
bovina (es decir, enfermedad de las vacas locas, BSE) o infeccion de tembladera en animales, o la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob en seres humanos.

Los virus incluyen, pero no se limitan a, enterovirus (que incluyen, pero no se limitan a, virus de la familia
picornaviridae, tales como virus de la polio, virus coxsackie, ecovirus), rotavirus, adenovirus, virus de la hepatitis.
Algunos ejemplos especificos de virus que se han encontrado en seres humanos incluyen, pero no se limitan a:
Retroviridae (por ejemplo, virus de inmunodeficiencia humana, tales como VIH-1 (también denominado HTLV-III,
LAV o HTLV-III/LAV, o VIH-II; y otros aislados, tales como VIH-LP; Picornaviridae (por ejemplo, virus de la polio,
virus de la hepatitis A; enterovirus, virus Coxsackie humanos, rinovirus, ecovirus); Calciviridae (por ejemplo, cepas
que causan gastroenteritis); Togaviridae (por ejemplo, virus de la encefalitis equina, virus de la rubéola); Flaviviridae
(por ejemplo, virus del dengue, virus de la encefalitis, virus de la fiebre amarilla); Coronaviridae (por ejemplo,
coronavirus); Rhabdoviridae (por ejemplo, virus de la estomatitis vesicular, virus de la rabia); Filoviridae (por ejemplo,
virus del ébola); Paramyxoviridae (por ejemplo, virus de la parainfluenza, virus del sarampion, virus de las paperas,
virus sincitial respiratorio); Orthomyxoviridae (por ejemplo, virus de la gripe); Bungaviridae (por ejemplo, virus
Hantaan, virus bunga, flebovirus y virus Nairo); Arenaviridae (virus de la fiebre hemorragica); Reoviridae (por
ejemplo, reovirus, orbivirus y rotaviruses); Birnaviridae; Hepadnaviridae (virus de la Hepatitis B); Parvoviridae
(parvovirus); Papovaviridae (virus del papiloma, virus del polioma); Adenoviridae (la mayoria de los adenovirus);
Herpesviridae (virus del herpes simple (HSV) 1 y 2, virus de la varicela zdster, citomegalovirus (CMV)); Poxviridae
(virus varidlico, virus vaccinia, virus de la viruela); Iridoviridae (por ejemplo, virus de la fiebre del cerdo africano); y
virus sin clasificar (por ejemplo, los agentes etiolégicos de las encefalopatias espongiformes, el agente de la
hepatitis delta (que se cree que es un satélite defectuoso del virus de la hepatitis B), los agentes de hepatitis no A,
no B (clase 1 = transmitido por via interna; clase 2 = transmitido por via parenteral (es decir, Hepatitis C); virus
Norwalk y relacionados, y astrovirus).

Los hongos son organismos eucariotas, de los cuales solamente unos pocos causan infeccion en mamiferos
vertebrados. Dado que los hongos son organismos eucariotas, difieren de forma significativa de las bacterias
procariotas en tamario, organizacion estructural, ciclo de vida y mecanismo de la multiplicacion. Los hongos se
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clasifican generalmente basandose en caracteristicas morfolégicas, modos de reproduccion y caracteristicas de
cultivo. Aunque los hongos pueden causar diferentes tipos de enfermedad en sujetos, tales como alergias
respiratorias después de la inhalacién de antigenos de hongos, intoxicacién por hongos debido a la ingestion de
sustancias toxicas, tales como toxina de Amanita phalloides y falotoxina producida por setas venenosas y
aflatoxinas, producidas por especies de Aspergillus, no todos los hongos causan enfermedades infecciosas.

Los hongos infecciosos pueden causar infecciones sistémicas o superficiales. La infeccion sistémica primaria se
puede producir en sujetos sanos normales, y las infecciones oportunistas se encuentran con mayor frecuencia en
individuos inmunocomprometidos. Los agentes fungicos mas comunes que causan infeccion sistémica primaria
incluyen Blastomyces, Coccidioides, y Htoplasma. Los hongos comunes que causan infeccion oportunista en sujetos
inmunocomprometidos o inmunosuprimidos incluyen, pero no se limitan a, Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, y diversas especies de Aspergillus. Las infecciones fungicas sistémicas son infecciones invasivas de
los drganos internos. El organismo normalmente entra en el cuerpo a través de los pulmones, el tracto
gastrointestinal o catéteres intravenosos. Estos tipos de infecciones pueden ser causadas por hongos patdgenos
primarios o por hongos oportunistas.

Las infecciones fungicas superficiales implican crecimiento de hongos sobre una superficie externa sin invasion de
los tejidos internos. Las infecciones fungicas superficiales habituales incluyen infecciones fungicas cutaneas que
implican piel, cabello o uias.

Las enfermedades asociadas con infeccion por hongos incluyen aspergilosis, blastomicosis, candidiasis,
cromoblastomicosis, coccidioidomicosis, criptococosis, infecciones oculares por hongos, pelo por hongos, ufias, e
infecciones de la piel, histoplasmosis, lobomicosis, micetoma, otomicosis, paracoccidioidomicosis, Penicillium
marneffei diseminada, feohifomicosis, rinosporidioisis, esporotricosis y zigomicosis.

Los parasitos son organismos que dependen de otros organismos para sobrevivir y por lo tanto deben entrar, o
infectar, otro organismo para continuar su ciclo de vida. El organismo infectado, es decir, el hospedador, proporciona
tanto nutricion como habitat al parasito. Aunque en su sentido mas amplio el término parasito puede incluir todos los
agentes infecciosos (es decir, bacterias, virus, hongos, protozoos y helmintos), hablando en general, el término se
utiliza para hacer referencia Unicamente a protozoos, helmintos y artrépodos ectoparasitos (por ejemplo, garrapatas,
acaros, etc.). Los protozoos son organismos unicelulares que se pueden replicar tanto por via intracelular como por
via extracelular, en particular en la sangre, tracto intestinal o la matriz extracelular de los tejidos. Los helmintos son
organismos pluricelulares que casi siempre son extracelulares (siendo una excepcion Trichinella spp.). Los helmintos
normalmente requieren la salida de un hospedador primario y la transmision en un hospedador secundario con el fin
de replicarse. A diferencia de estas clases mencionadas anteriormente, los artropodos ectoparasitos forman una
relacion parasitaria con la superficie externa del cuerpo del hospedador.

Los parasitos incluyen parasitos intracelulares y parasitos intracelulares obligados. Algunos ejemplos de parasitos
incluyen, pero no se limitan a, Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, Plasmdodium
vivax, Plasmodium knowlesi, Babesia microti, Babesia divergens, Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, Trichinella
spiralis, Leishmania major, Leishmania donovani, Leishmania braziliensis, Leishmania tropica, Trypanosoma
gambiense, Trypanosoma rhodesiense y Schistosoma mansoni.

En la bibliografia se han descrito ampliamente otros microorganismos médicamente relevantes, por ejemplo, véase
C. G. A Thomas, Medical Microbiology, Bailliere Tindall, Gran Bretafia 1983. Cada una de las listas mencionadas
anteriormente es ilustrativa y no pretende ser limitante.

Las composiciones y procedimientos se pueden usar solos o en combinacion con otros agentes y procedimientos
Utiles para el tratamiento de la infeccion. Algunos medicamentos para infeccion incluyen, pero no se limitan a,
agentes antibacterianos, agentes antivirales, agentes antifingicos y agentes antiparasitarios. Algunas expresiones
como "agente antiinfeccioso", "antibidtico”, "agente antibacteriano”, "agente antiviral", "agente antifungico", "agente
antiparasitario" y "parasiticida" tienen significados bien establecidas para los expertos habituales en la materia y se
definen en textos médicos convencionales. En resumen, los agentes antibacterianos destruyen o inhiben bacterias, e
incluyen antibidticos, asi como otros compuestos sintéticos o naturales que tienen funciones similares. Los agentes
antivirales se pueden aislar o se pueden sintetizar de fuentes naturales y son utiles para destruir o inhibir virus. Los
agentes antifingicos se usan para tratar infecciones fungicas superficiales, asi como infecciones flngicas sistémicas
oportunistas y primarias. Los agentes antiparasitarios destruyen o inhiben parasitos. Muchos antibidticos son
moléculas de bajo peso molecular que se producen como metabolitos secundarios por las células, tales como
microorganismos. En general, los antibiéticos interfieren con una o mas funciones o estructuras que son especificas
para el microorganismo y que no estan presentes en las células hospedadoras.

Uno de los problemas con las terapias antiinfecciosas son los efectos secundarios que se producen en el
hospedador que se trata con el agente antiinfeccioso. Por ejemplo, muchos agentes antiinfecciosos pueden destruir
o inhibir un amplio espectro de microorganismos y no son especificos para un tipo de especies en particular. El
tratamiento con estos tipos de agentes antiinfecciosos da como resultado la destruccién de la flora microbiana
normal que vive en el hospedador, asi como el microorganismo infeccioso. La pérdida de la flora microbiana puede
conducir a complicaciones de la enfermedad y puede predisponer al hospedador a infeccion por otros patégenos, ya
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que la flora microbiana compite con y funciona como barrera para agentes patdgenos infecciosos. Otros efectos
secundarios pueden surgir como resultado de efectos especificos o0 no especificos de estas entidades quimicas en
células o tejidos no microbianos del hospedador.

Otro problema con el uso generalizado de agentes antiinfecciosos es el desarrollo de cepas de microorganismos
resistentes a antibidticos. Ya se han desarrollado enterococos resistentes a la vancomicina, pneumococos
resistentes a la penicilina, S. aureus multirresistente y cepas de fuberculosis multirresistentes y se estan convirtiendo
en problemas clinicos importantes. El uso generalizado de agentes antiinfecciosos probablemente producira muchas
cepas de bacterias resistentes a antibidticos. Como resultado, se requeriran nuevas estrategias de agentes
antiinfecciosos para combatir a estos microorganismos.

Los antibioticos antibacterianos que son eficaces para destruir o inhibir una amplia gama de bacterias se denominan
antibiéticos de amplio espectro. Otros tipos de antibidticos antibacterianos son predominantemente eficaces frente a
bacterias de la clase gram-positiva o gram-negativa. Estos tipos de antibidticos se conocen como antibidticos de
espectro reducido. Otros antibidticos que son eficaces frente a un Gnico organismo o enfermedad y no frente a otros
tipos de bacterias, se conocen como antibiéticos de espectro limitado.

En ocasiones los agentes antibacterianos se clasifican en funcién de su modo de accioén principal. En general, los
agentes antibacterianos son inhibidores de la sintesis de la pared celular, inhibidores de la membrana celular,
inhibidores de la sintesis de proteinas, inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos o funcionales, e inhibidores
competitivos. Los inhibidores de la sintesis de la pared celular inhiben una etapa en el proceso de sintesis de la
pared celular, y en general en la sintesis de peptidoglucanos bacterianos. Los inhibidores de la sintesis de la pared
celular incluyen antibidticos de B-lactama, penicilinas naturales, penicilinas semisintéticas, ampicilina, acido
clavulanico, cefalolsporinas y bacitracina.

Las B-lactamas son antibiéticos que contienen un anillo de B-lactama de cuatro miembros que inhibe la ultima etapa
de la sintesis de peptidoglucano. Los antibidticos de (-lactama se pueden sintetizar o pueden ser naturales. Los
antibiéticos de B-lactama producidos por Penicillium son las penicilinas naturales, tales como la penicilina G o
penicilina V. Estas se producen por fermentacion de Penicillium chrysogenum. Las penicilinas naturales tienen un
espectro de actividad estrecho y generalmente son eficaces frente a Estreptococos, Gonococos, y Estafilococos.
Otros tipos de penicilinas naturales, que también son eficaces frente a bacterias gram-positivas, incluyen penicilinas
F, X, K,yO.

Las penicilinas semisintéticas son generalmente modificaciones de la molécula de acido 6-aminopenicilanico
producida por un moho. El acido 6-aminopenicilanico se puede modificar mediante la adicién de cadenas laterales
que producen penicilinas que tienen espectros de actividad mas amplios que las penicilinas naturales u otras
propiedades ventajosas diversas. Algunos tipos de penicilinas semisintéticas tienen amplios espectros frente a
bacterias gram-positivas y gram-negativas, pero son inactivados por la penicilinasa. Estas penicilinas semisintéticas
incluyen ampicilina, carbenicilina, oxacilina, azlocilina, mezlocilina y piperacilina. Otros tipos de penicilinas
semisintéticas tienen actividades mas estrechas frente a bacterias gram-positivas, pero han desarrollado
propiedades de modo que no se inactivan con la penicilinasa. Estas incluyen, por ejemplo, meticilina, dicloxacilina y
nafcilina. Algunas de las penicilinas semisintéticas de amplio espectro se pueden usar en combinacion con
inhibidores de B-lactamasa, tales como acidos clavulanicos y sulbactam. Los inhibidores de la B-lactamasa no tienen
accion antimicrobiana pero funcionan para inhibir la penicilinasa, protegiendo de este modo a la penicilina
semisintética de la degradacion.

Uno de los efectos secundarios graves asociados con las penicilinas, tanto naturales como semisintéticas, es la
alergia a la penicilina. Las alergias a la penicilina son muy graves y pueden causar la muerte rapidamente. En un
sujeto que es alérgico a la penicilina, la molécula de B-lactama se unira a una proteina del suero que inicia una
respuesta inflamatoria mediada por IgE. La respuesta inflamatoria conduce a anafilaxis y posiblemente a la muerte

Otro tipo de antibidtico de B-lactama son las cefalolsporinas. Estas son sensibles a la degradacion por bacterias B-
lactamasas, y por lo tanto, no siempre son eficaces en solitario. Sin embargo, las cefalosporinas son resistentes a la
penicilinasa. Son eficaces frente a una diversidad de bacterias gram-positivas y gram-negativas. Las cefalosporinas
incluyen, pero no se limitan a, cefalotina, cefapirina, cefalexina, cefamandol, cefaclor, cefazolina, cefuroxina,
cefoxitina, cefotaxima, cefsulodina, cefetamet, cefixima, ceftriaxona, cefoperazona, ceftazidina, y moxalactam.

La bacitracina es otra clase de antibidticos que inhiben la sintesis de la pared celular, inhibiendo la liberacién de
subunidades de muropéptido o peptidoglucano de la molécula que administra la subunidad a la parte exterior de la
membrana. Aunque la bacitracina es eficaz frente a bacterias gram-positivas, su uso esta limitado en general para
administracion tdpica debido a su alta toxicidad.

Los carbapenems son otro antibidtico de p-lactama de amplio espectro, que son capaces de inhibir la sintesis de la
pared celular. Algunos ejemplos de carbapenems incluyen, pero no se limitan a, imipenems. Las monolactamas son
también antibiéticos de B-lactama de amplio espectro, e incluyen, euztreonam. Un antibiético producido por
Streptomyces, la vancomicina, es también eficaz frente a bacterias gram-positivas mediante la inhibicion de la
sintesis de la membrana celular.
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Otra clase de agentes antibacterianos son los agentes antibacterianos que son inhibidores de la membrana celular.
Estos compuestos desorganizan la estructura o inhiben la funcion de las membranas bacterianas. Uno de los
problemas con los agentes antibacterianos que son inhibidores de la membrana celular es que pueden producir
efectos en células eucariotas asi como en bacterias debido a las similitudes en los fosfolipidos en membranas
bacterianas y eucariotas. Por lo tanto, estos compuestos son raramente lo suficientemente especificos como para
permitir que estos compuestos se usen por via sistémica y evitar el uso de dosis elevadas para administracion local.

Un inhibidor de la membrana celular clinicamente util es la Polimixina. Las polimixinas interfieren con la funcién de la
membrana mediante la uniéon a fosfolipidos de la membrana. La polimixina es eficaz principalmente frente a
bacterias gram-negativas y se usa generalmente en infecciones graves por Pseudomonas o infecciones por
Pseudomonas que son resistentes a antibiéticos menos toxicos. Los efectos secundarios graves asociados con la
administracion sistémica de este compuesto incluyen dafios en el rifidn y otros érganos.

Otros inhibidores de la membrana celular incluyen Anfotericina B y Nistatina, que son agentes antifingicos usados
principalmente en el tratamiento de infecciones fungicas sistémicas e infecciones por levaduras de Candida. Los
imidazoles son otra clase de antibiético que son inhibidores de la membrana celular. Los imidazoles se usan como
agentes antibacterianos, asi como agentes anti fungicos, por ejemplo, se usan para el tratamiento de infecciones por
levadura, infecciones dermatofiticas, e infecciones fungicas sistémicas. Los imidazoles incluyen, pero no se limitan a
clotrimazol, miconazol, ketoconazol, itraconazol, y fluconazol.

Muchos agentes antibacterianos son inhibidores de la sintesis de proteinas. Estos compuestos evitan que las
bacterias sinteticen proteinas estructurales y enzimas y por lo tanto causan la inhibicion del crecimiento o funcién o
muerte celular de células bacterianas. En general, estos compuestos interfieren con los procesos de transcripcion y
traduccion. Los agentes antibacterianos que bloguean la transcripcion incluyen, pero no se limitan a, Rifampinas y
Etambutol. Las rifampinas, que inhiben la enzima ARN polimerasa, tienen una actividad de amplio espectro y son
eficaces frente a bacterias gram-positivas y gram-negativas, asi como a Mycobacterium tuberculosis. El etambutol es
eficaz frente a Mycobacterium tuberculosis.

Los agentes antibacterianos que bloquean la traduccion interfieren con los ribosomas bacterianos para evitar que el
ARNmM se traduzca en las proteinas. En general esta clase de compuestos incluye, pero no se limita a, tetraciclinas,
cloranfenicol, los macrdlidos (por ejemplo, eritromicina) y los aminoglucésidos (por ejemplo, estreptomicina).

Los aminoglucésidos son una clase de antibidticos que son producidos por la bacteria Streptomyces, tales como, por
ejemplo, estreptomicina, kanamicina, tobramicina, amikacina, y gentamicina. Los aminoglucésidos se han usado
frente a una amplia diversidad de infecciones bacterianas causadas por bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.
La estreptomicina se ha usado ampliamente como un farmaco principal en el tratamiento de la tuberculosis. La
gentamicina se usa frente a muchas cepas de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, incluyendo infecciones
por Pseudomonas, especialmente en combinacién con Tobramicina. La kanamicina se usa frente a muchas
bacterias Gram-positivas, incluyendo estafilococos resistentes a la penicilina. Un efecto secundario de los
aminoglucosidos que ha limitado su uso clinico es que a dosis que son esenciales para la eficacia, se ha demostrado
que el uso prolongado deteriora la funcién renal y causa dafio a los nervios auditivos, conduciendo a sordera.

Otro tipo de agente antibacteriano inhibidor de la traduccion son las tetraciclinas. Las tetraciclinas son una clase de
antibioticos que son de amplio espectro y son eficaces frente a una diversidad de bacterias gram-positivas y gram-
negativas. Los ejemplos de tetraciclinas incluyen tetraciclina, minociclina, doxiciclina y clortetraciclina. Son
importantes para el tratamiento de muchos tipos de bacterias pero son particularmente importantes en el tratamiento
de la enfermedad de Lyme. Como resultado de su baja toxicidad y efectos secundarios directos minimos, las
tetraciclinas se han usado en exceso y se han utilizado mal por la comunidad médica, lo que lleva a problemas. Por
ejemplo, su uso excesivo ha llevado al desarrollo generalizado de resistencia.

Los agentes anti-bacterianos tales como los macrélidos se unen de forma reversible a la subunidad ribosémica 50 S
e inhiben la elongacion de la proteina por la peptidil transferasa o impiden la liberacion de ARNt no cargado del
ribosoma bacteriano o ambos. Estos compuestos incluyen eritromicina, roxitromicina, claritromicina, oleandomicina,
y azitromicina. La eritromicina es activa frente a la mayoria de bacterias Gram-positivas, Neisseria, Legionella y
Haemophilus, pero no frente a Enterobacteriaceae. La lincomicina y clindamicina, que bloguean la formacién de
enlaces peptidicos durante la sintesis de proteinas, se usan frente a bacterias gram-positivas.

Otro tipo de inhibidor de la traduccién es el cloranfenicol. El cloranfenicol se une el ribosoma 70 S inhibiendo la
enzima peptidil transferasa bacteriana evitando de este modo el crecimiento de la cadena de polipéptido durante la
sintesis de proteinas. Un efecto secundario grave asociado con el cloranfenicol es la anemia aplasica. La anemia
aplasica se desarrolla a dosis de cloranfenicol que son eficaces para el tratamiento de bacterias en una pequena
proporcion (1/50.000) de los pacientes. El cloranfenicol, que en otras épocas fue un antibidtico altamente prescrito,
en la actualidad se usa en raras ocasiones como resultado de las muertes por anemia. Debido a su eficacia todavia
se usa en situaciones que amenazan la vida (por ejemplo, fiebre tifoidea).

Algunos agentes antibacterianos interrumpen la sintesis o funcién de acidos nucleicos, por ejemplo, se unen a ADN
o ARN de modo que sus mensajes no se pueden leer. Estos incluyen, pero no se limitan a, quinolonas y
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cotrimoxazol, ambos agentes quimicos sintéticos y rifamicinas, una sustancia quimica natural o semisintética. Las
quinolonas bloquean la replicacién del ADN bacteriano mediante la inhibicion de la ADN girasa, la enzima necesaria
por las bacterias para producir su ADN circular. Son de amplio espectro y algunos ejemplos incluyen norfloxacina,
ciprofloxacina, enoxacina, acido nalidixico y temafloxacina. El acido nalidixico es un agente bactericida que se une a
la enzima ADN girasa (topoisomerasa), que es esencial para la replicacion del ADN y permite que los
superenrollamientos se relajen y se vuelvan a formar, inhibiendo la actividad de la ADN girasa. El uso principal del
acido nalidixico es en el tratamiento de infecciones del tracto urinario inferior (TUI), ya que es eficaz frente a varios
tipos de bacterias Gram-negativas, tales como E. coli, Enterobacter aerogenes, K. pneumoniae y especies de
Proteus que son causas comunes de TUI. El cotrimoxazol es una combinacion de sulfametoxazol y trimetoprim, que
bloquea la sintesis bacteriana del acido félico, necesaria para fabricar nucleétidos de ADN. La rifampicina es un
derivado de rifamicina que es activo frente a bacterias Gram-positivas (incluyendo Mycobacterium tuberculosis y
meningitis causada por Neisseria meningitidis) y algunas bacterias Gram-negativas. La rifampicina se une a la
subunidad beta de la polimerasa y bloquea la adicién del primer nucledtido que es necesario para activar la
polimerasa, bloqueando de este modo la sintesis del ARNm.

Otra clase de agentes antibacterianos son compuestos que funcionan como inhibidores competitivos de enzimas
bacterianas. Los inhibidores competitivos son todos en su mayoria estructuralmente similares a un factor de
crecimiento bacteriano y compiten por la union, pero no realizan la funcion metabdlica en la célula. Estos
compuestos incluyen sulfonamidas y formas modificadas quimicamente de sulfanilamida que tienen una actividad
antibacteriana aun mayor y mas amplia. Las sulfonamidas (por ejemplo, gantrisina y trimetoprim) son utiles para el
tratamiento de Strepfococcus pneumoniae, estreptococos beta-hemoliticos y E. coli, y se han usado en el
tratamiento de UTI no complicada causada por E. coli, y en el tratamiento de la meningitis meningocdcica.

Los agentes antivirales son compuestos que previenen la infeccion de células por virus o la replicacion del virus
dentro de la célula. Hay muchos menos farmacos antivirales que farmacos antibacterianos debido a que el proceso
de replicacion viral esta tan estrechamente relacionado con la replicacion del ADN dentro de la célula hospedadora,
que los agentes antivirales no especificos solian ser téxicos a menudo para el hospedador. Hay varias etapas en el
proceso de infeccion viral que se pueden bloquear o inhibir con agentes antivirales. Estas etapas incluyen la unién
del virus a la célula hospedador han (inmunoglobulina o péptidos de unién), desrevestimiento del virus (por ejemplo
amantadina), sintesis o traduccion del ARNm viral (por ejemplo, interferdn), replicacion del ARN o ADN viral (por
ejemplo, analogos de nucledsidos), maduracion de nuevas proteinas de virus (por ejemplo, inhibidores de la
proteasa), y nacimiento y liberacion del virus.

Otra categoria de agentes antivirales son analogos de nucledsidos. Los analogos de nucledsidos son compuestos
sintéticos que son similares a los nucleosidos, pero que tienen un grupo desoxirribosa o ribosa incompleto o
anomalo. Una vez que los analogos de nucledsido estan en la célula, estos se encuentran fosforilados, produciendo
la forma trifosfato que compite con los nucleétidos normales para su incorporacion en el ADN o ARN viral. Una vez
que la forma trifosfato del analogo de nucledsido se incorpora en la cadena de acido nucleico en crecimiento, causa
asociacion irreversible con la polimerasa viral y por lo tanto terminacion de la cadena. Los analogos de nucledsidos
incluyen, pero no se limitan a, aciclovir (usado para el tratamiento del virus del herpes simple y el virus de la varicela
zo6ster), ganciclovir (Util para el tratamiento de citomegalovirus), idoxuridina, ribavirina (util para el tratamiento del
virus sincitial respiratorio), didesoxiinosina, didesoxicitidina, y zidovudina (azidotimidina).

Otra clase de agentes antivirales incluye citoquinas tales como interferones. Los interferones son citoquinas que son
secretadas por las células infectadas con virus, asi como células inmunitarias. Los interferones funcionan mediante
la union a receptores especificos en células adyacentes a las células infectadas, provocando el cambio en la célula
que lo protege de la infeccion por el virus. El a y B-interferon también induce la expresion de moléculas de MHC de
Clase | y Clase Il en la superficie de las células infectadas, dando como resultado un aumento de la presentacion de
antigenos para el reconocimiento de la célula inmunitaria hospedadora. Los a y B-interferones estan disponibles
como formas recombinantes y se han usado para el tratamiento de la infeccién por hepatitis cronica B y C. En las
dosis que son eficaces para terapia antiviral, los interferones tienen efectos secundarios graves, como fiebre,
malestar general y pérdida de peso.

La terapia con inmunoglobulina se usa para la prevencion de la infeccion viral. La terapia con inmunoglobulina para
infecciones virales es diferente de la de las infecciones bacterianas, porque en lugar de ser especifica de antigeno,
la terapia con inmunoglobulina funciona mediante la unién a viriones extracelulares y evita que se adhieran y que
entren en células que son susceptibles a la infeccién viral. La terapia es util para la prevencion de la infeccion viral
durante el periodo de tiempo en el que los anticuerpos estan presentes en el hospedador. En general hay dos tipos
de terapias con inmunoglobulina, la terapia con inmunoglobulina normal y la terapia con globulina hiperinmune. La
terapia con globulina inmune normal usa un producto de anticuerpo que se prepara a partir del suero de donantes de
sangre normales y se combina. Este producto combinado contiene bajos titulos de anticuerpos para una amplia
gama de virus humanos, tales como hepatitis A, parvovirus, enterovirus (especialmente en neonatos). La terapia con
globulina hiperinmune usa anticuerpos que se preparan a partir del suero de individuos que tienen titulos elevados
de un anticuerpo para un virus en particular. Esos anticuerpos se usan a continuacion frente a un virus especifico.
Algunos ejemplos de globulinas hiperinmunes incluyen inmunoglobulina zéster (util para la prevencion de la varicela
en nifios inmunocomprometidos y neonatos), inmunoglobulina antirrabica humana (util en la profilaxis posterior a la
exposiciéon de un sujeto mordido por un animal rabioso), inmunoglobulina de la hepatitis B (util en la prevencion del
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virus de la hepatitis B, especialmente en un sujeto expuesto al virus), e inmunoglobulina RSV (util en el tratamiento
de infecciones por el virus sincitial respiratorio).

Los agentes antifungicos son Utiles para el tratamiento y prevencion de hongos infecciosos. Los agentes antifungicos
se clasifican en ocasiones por su mecanismo de accién. Algunos agentes antifungicos funcionan como inhibidores
de la pared celular mediante la inhibicion de la glucosa sintasa. Estos incluyen, pero no se limitan a,
basiungina/ECB. Otros agentes antifungicos funcionan mediante la desestabilizacion de la integridad de la
membrana. Estos incluyen, pero no se limitan a, imidazoles, tales como clotrimazol, sertaconzol, fluconazol,
itraconazol, ketoconazol, miconazol, y voriconacol, asi como FK 463, anfotericina B, BAY 38-9502, MK 991,
pradimicina, UK 292, butenafina y terbinafina. Otros agentes antifingicos funcionan descomponiendo la quitina (por
ejemplo, quitinasa) o inmunosupresion (crema 501).

Los agentes antiparasitarios son agentes que destruyen parasitos directamente. Tales compuestos se conocen en la
técnica y por lo general estan disponibles en el mercado. Algunos ejemplos de antiparasitarios Utiles para
administracion humana incluyen, pero no se limitan a, albendazol, anfotericina B, benznidazol, bitionol, HCI de
cloroquina, fosfato de cloroquina, clindamicina, deshidroemetina, dietilcarbamazina, furoato de diloxanida, eflomitina,
flirazolidaona, glucocorticoides, halofantrina, yodoquinol, ivermectina, mebendazol, mefloquina, antimoniato de
meglumina, melarsoprol, metrifonato, metronidazol, niclosamida, nifurtimox, oxamniquina, paromomicina, isetionato
de pentamidina, piperazina, praziquantel, fosfato de primaquina, proguanil, pirantel, pirimetanamina-sulfonamidas,
pirimetanmina-sulfadoxina, HCI de quinacrina, sulfato de quinina, gluconato de quinidina, espiramicina,
estibogluconato sodico (gluconato de antimonio y sodio), suramina, tetraciclina, doxiciclina, tiabendazol, tinidazol,
trimetroprim-sulfametoxazol, y triparsamida.

Las composiciones y procedimientos de la divulgacion también pueden encontrar uso en el tratamiento de la alergia
y el asma.

Una "alergia" se refiere a hipersensibilidad adquirida a una sustancia (alérgeno). Algunas afecciones alérgicas
incluyen, pero no se limitan a, eczema, rinitis alérgica o coriza, fiebre del heno, conjuntivitis alérgica, asma bronquial,
urticaria (ronchas) y alergias alimentarias, otras afecciones atdpicas que incluyen dermatitis atdpica; anafilaxis;
alergia a medicamentos; y angioedema. Algunas enfermedades alérgicas incluyen, pero no se limitan a, rinitis (fiebre
del heno), asma, urticaria, y dermatitis atdpica.

La alergia es una enfermedad asociada con la produccidon de anticuerpos de una clase de inmunoglobulina en
particular, IgE, frente a alérgenos. El desarrollo de una respuesta mediada por IgE a los aeroalérgenos comunes
también es un factor que indica predisposicion hacia el desarrollo de asma. Si un alérgeno encuentra una IgE
especifica que se une a un receptor Fc de IgE (FCSR) en la superficie de un basdfilo (que circula en la sangre) o
mastocito (dispersado a través del tejido sélido), la célula se activa, dando como resultado la produccién y liberacion
de mediadores tales como histamina, serotonina y mediadores lipidicos.

Un sujeto que tiene una alergia es un sujeto que en la actualidad esta experimentando o ha experimentado
previamente una reaccion alérgica como respuesta a un alérgeno.

Un sujeto con riesgo de desarrollar una alergia o asma es un sujeto que se ha identificado como que ha tenido una
alergia o asma en el pasado, pero que en la actualidad no esta experimentando la enfermedad activa, asi como un
sujeto que se considera que presenta riesgo de desarrollar asma o alergia debido a factores genéticos o
ambientales. Un sujeto con riesgo de desarrollar alergia o asma también puede incluir un sujeto que presenta
cualquier riesgo de exposicion a un alérgeno o un riesgo de desarrollar asma, es decir, alguien que ha padecido un
ataque de asma previamente o tiene una predisposicion a los ataques asmaticos. Por ejemplo, un sujeto con riesgo
puede ser un sujeto que esta planeando viajar a una zona en la que se encuentra un determinado tipo de alérgeno o
iniciador asmatico o incluso puede ser cualquier sujeto que vive en una zona en la que se ha identificado un
alérgeno. Si el sujeto desarrolla respuestas alérgicas a un antigeno en particular y el sujeto puede estar expuesto al
antigeno, es decir, durante la temporada de polen, entonces ese sujeto esta en riesgo de exposicion al antigeno.

El nombre genérico para las moléculas que causan una reaccion alérgica es alérgeno. Un "alérgeno" como se usa
en el presente documento es una molécula capaz de provocar una respuesta inmunitaria caracterizada por la
produccion de IgE. Un alérgeno es una sustancia que puede inducir una respuesta alérgica o asmatica en un sujeto
susceptible. Por lo tanto, en el contexto de la presente divulgacion, el término alérgeno se refiere a un tipo especifico
de antigeno que puede desencadenar una respuesta alérgica que estd mediada por anticuerpos IgE. El
procedimiento y las preparaciones se extienden a una amplia clase de tales alérgenos y fragmentos de alérgenos o
haptenos que actuan como alérgenos. El listado de alérgenos es enorme y puede incluir polenes, venenos de
insectos, caspa de animales, polvo, esporas de hongos, y farmacos (por ejemplo, penicilina).

Existen numerosas especies de alérgenos. La reaccion alérgica se produce cuando la inmunoglobulina del tipo IgE
sensibilizante de tejido reacciona con alérgenos extrafios. El anticuerpo IgE se une a mastocitos y/o basofilos y estas
células especializadas liberan mediadores quimicos (aminas vasoactivas) de la reaccion alérgica cuando se
estimulan para que lo hagan mediante alérgenos que se unen por puente a los extremos de la molécula de
anticuerpo. Entre los mediadores mejor conocidos de reacciones alérgicas en el hombre se encuentran histamina,

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2734 652 T3

factor de activacion de plaquetas, metabolitos del acido araquiddnico, y serotonina. La histamina y las otras aminas
vasoactivas normalmente se almacenan en mastocitos y leucocitos basofilos. Los mastocitos se dispersan a lo largo
de los tejidos animales y los basdfilos circulan dentro del sistema vascular. Estas células fabrican y almacenan
histamina dentro de la célula a menos que se produzca la secuencia especializada de sucesos que implican la unién
de IgE para desencadenar su liberacion.

Los sintomas de la reaccion alérgica varian, dependiendo de la ubicacion dentro del organismo en el que la IgE
reacciona con el antigeno. Si la reaccién se produce a lo largo del epitelio respiratorio, los sintomas son estornudos,
tos y reacciones asmaticas. Si la interaccion se produce en el tracto digestivo, como en el caso de alergias
alimentarias, son comunes dolor abdominal y diarrea. Las reacciones sistémicas, por ejemplo después de una
picadura de abeja, pueden ser graves y a menudo mortales.

La hipersensibilidad de tipo retardado, también conocida como reaccién alérgica de tipo 1V, es una reaccion alérgica
caracterizada por un periodo de retraso de al menos 12 horas desde la invasion del antigeno en el sujeto alérgico
hasta la aparicion de la reaccion inflamatoria o inmunitaria. Los linfocitos T (linfocitos T sensibilizados) de individuos
en una condicion alérgica reaccionan con el antigeno, estimulando la los linfocitos T para que liberen linfoquinas
(factor inhibidor de migracién de macréfagos (MIF), factor activador de macrofagos (MAF), factor mitogénico (MF),
factor de reactivo de la piel (SRF), factor quimiotactico, factor de aceleracion de la neovascularizacion, etc.), que
funcionan como mediadores de la inflamacion, y la actividad bioldgica de estas linfoquinas, junto con los efectos
directos e indirectos de los linfocitos que aparecen localmente y otras células inmunitarias inflamatorias, dan lugar a
la reaccion alérgica de tipo IV. Las reacciones de alergia retardadas incluyen reaccion de tipo tuberculina, reaccion
de rechazo a homoinjerto, reaccion de proteccion del tipo dependiente de células, reaccion de hipersensibilidad por
dermatitis de contacto, y similares, que se sabe que son las que se suprimen mas fuertemente con agentes
esteroideos. En consecuencia, los agentes esteroideos son eficaces frente a enfermedades que son causadas por
reacciones alérgicas retardadas. El uso a largo plazo de agentes esteroideos en concentraciones que se usan en la
actualidad puede, sin embargo, conducir al grave efecto secundario conocido como dependencia de esteroides. Los
procedimientos resuelven algunos de estos problemas, al proporcionar dosis mas bajas y menores a administrar.

La hipersensibilidad inmediata (o respuesta anafilactica) es una forma de reaccion alérgica que se desarrolla muy
rapidamente, es decir, en cuestion de segundos o minutos desde la exposicion del paciente al alérgeno causal, y
esta mediada por anticuerpos IgE preparados por los linfocitos B. En los pacientes no alérgicos, no hay anticuerpo
IgE de relevancia clinica; pero, en una persona que padece enfermedades alérgicas, el anticuerpo IgE media la
hipersensibilidad inmediata mediante la sensibilizacién de los mastocitos que son abundantes en la piel, 6rganos
linfoides, en las membranas de los ojos, nariz y boca, y en el tracto respiratorio € intestinos.

Los mastocitos tienen receptores de superficie para IgE y los anticuerpos IgE en pacientes que padecen alergia
pasan a ser vinculantes para ellos. Como se ha analizado anteriormente de forma breve, cuando la IgE unida se
pone en contacto posteriormente con el alérgeno apropiado, se hace que el mastocito se desgranule y que libere
diversas sustancias denominadas mediadores bioactivos, tales como histamina, en el tejido circundante. Es la
actividad biolégica de estas sustancias la que es responsable de los sintomas clinicos habituales de la
hipersensibilidad inmediata; es decir, la contracciéon del musculo liso en las vias respiratorias o el intestino, la
dilatacion de los vasos sanguineos pequefios y el aumento de su permeabilidad a proteinas plasmaticas y agua, la
secrecion de moco pegajoso y espeso, y en la piel, enrojecimiento, hinchazén y la estimulacion de terminaciones
nerviosas que se traduce en picor o dolor.

"Asma" tal como se usan el presente documento se refiere a un trastorno del sistema respiratorio caracterizado por
inflamacion, estrechamiento de las vias respiratorias, y aumento de la reactividad de las vias respiratorias a agentes
inhalados. Con frecuencia, aunque no de forma exclusiva, el asma se asocia con una afeccion atdpica o alérgica.
Los sintomas del asma incluyen episodios recurrentes de sibilancias, dificultad para respirar y opresion en el pecho y
tos, como resultado de la obstruccion del flujo de aire. La inflamacion de las vias respiratorias asociada con asma se
puede detectar a través de observacion de una serie de cambios fisiologicos, tales como, la denudacion del epitelio
de las vias respiratorias, deposicion de colageno por debajo de la membrana basal, edema, activacion de
mastocitos, infiltracion de células inflamatorias, incluyendo neutrdfilos, eosindfilos, y linfocitos. Como resultado de la
inflamacién de las vias respiratorias, los pacientes con asma a menudo experimentan hiperreactividad de las vias
respiratorias, limitacion del flujo de aire, sintomas respiratorios, y cronicidad de la enfermedad. Algunas limitaciones
del flujo de aire incluyen broncoconstriccién aguda, edema de las vias respiratorias, formacion de tapén mucoso, y
remodelacion de las vias respiratorias, caracteristicas que a menudo conducen a obstruccion bronquial. En algunos
casos de asma, se puede producir fibrosis de la membrana sub-basal, que conduce a anomalias persistentes en la
funcién pulmonar.

Las investigaciones realizadas durante los ultimos afios han puesto de manifiesto que el asma es probablemente el
resultado de interacciones complejas entre células inflamatorias, mediadores, y otras células y tejidos que residen en
las vias respiratorias. Mastocitos, eosindfilos, células epiteliales, macrofagos y linfocitos T activados desempefian un
papel importante en el proceso inflamatorio asociado con el asma. Djukanovic R y col. (1990) Am Rev Respir Dis
142: 434-457. Se cree que estas células pueden influir en la funcion de las vias respiratorias a través de secrecion
de mediadores preformados y recién sintetizados que pueden actuar directa o indirectamente sobre el tejido local.
También se ha reconocido que las subpoblaciones de linfocitos T (Th2) desempefian un papel importante en la
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regulacion de la inflamacion alérgica en las vias respiratorias mediante la liberacién de citoquinas selectivas y
mediante el establecimiento de cronicidad de la enfermedad. Robinson DS y col. (1992) N Engl J Med 326: 298-304.

El asma es un trastorno complejo que surge en diferentes etapas en el desarrollo y se puede clasificar, en funcion
del grado de los sintomas, como agudo, subagudo o crénico. Una respuesta inflamatoria aguda se asocia con un
reclutamiento temprano de las células en las vias respiratorias. La respuesta inflamatoria subaguda implica el
reclutamiento de células, asi como la activacion de células residentes que causan un patron de inflamacién mas
persistente. La respuesta inflamatoria crénica se caracteriza por un nivel persistente de dafio celular y un proceso de
reparacion en curso, que puede dar como resultado anomalias permanentes en las vias respiratorias.

Un "sujeto que tiene asma" es un sujeto que tiene un trastorno del sistema respiratorio caracterizado por inflamacion,
estrechamiento de las vias respiratorias y aumento de la reactividad de las vias respiratorias a agentes inhalados. El
asma se asocia con frecuencia, aunque no de forma exclusiva, con sintomas atdpicos o alérgicos. Un "iniciador"
como se usa en el presente documento se refiere a una composicién o condicion ambiental que desencadena el
asma. Los iniciadores incluyen, pero no se limitan a, alérgenos, temperaturas frias, ejercicio, infecciones virales,
SOa.

Las composiciones y procedimientos se pueden usar solos o en conjunto con otros agentes y procedimientos utiles
en el tratamiento del asma. Un "medicamento para asma/alergia" como se usa en el presente documento es una
composicion de material que reduce los sintomas de, previene el desarrollo de, o inhibe una reacciéon asmatica o
alérgica. Diversos tipos de medicamentos para el tratamiento de asma y alergia se describen en las Directrices para
el Diagndstico y Gestion del Asma, Informe 2 del Panel Experto, Publicacion del NIH N.° 97/4051, 19 de julio de
1997. El resumen de los medicamentos como se describe en la publicacién del NIH se presenta a continuaciéon. En
la mayoria de las realizaciones, el medicamento para asma/alergia en algun grado para el tratamiento de asma y
alergia.

Los medicamentos para el tratamiento del asma generalmente se separan en dos categorias, medicamentos de
alivio rapido y medicamentos de control a largo plazo. Los pacientes con asma toman los medicamentos de control a
largo plazo en una base diaria para conseguir y mantener el control del asma persistente. Los medicamentos de
control a largo plazo incluyen agentes antiinflamatorios como corticosteroides, cromolina sédica y nedocromil;
broncodilatadores de acciéon prolongada, tales como agonistas B> de accion prolongada y metilxantinas; y
modificadores de leucotrienos. Los medicamentos de alivio rapido incluyen agonistas . de accién corta,
anticolinérgicos y corticosteroides sistémicos. Hay muchos efectos secundarios asociados con cada uno de estos
farmacos y ninguno de los farmacos solos o en combinacién es capaz de prevenir o tratar el asma completamente.

Algunos medicamentos para el asma incluyen, pero no se limitan, inhibidores de PDE-4, agonistas
broncodilatadores/beta-2, agentes de apertura del canal de K*, antagonistas de VLA-4, antagonistas de neuroquinas,
inhibidores de la sintesis del tromboxano A2 (TXA2), xantinas, antagonistas del acido araquidénico, inhibidores de la
5 lipoxigenasa, antagonistas del receptor de TXA2, antagonistas de TXA2, inhibidor de proteinas de activacion 5-
lipox, e inhibidores de proteasas.

Los broncodilatadores/agonistas 32 son una clase de compuestos que causan broncodilatacién o relajacion del
musculo liso. Algunos broncodilatadores/agonistas B2 incluyen, pero no se limitan a, salmeterol, salbutamol,
albuterol, terbutalina, D2522/formoterol, fenoterol, bitolterol, pirbuerol metilxantinas y orciprenalina. Los agonistas 32
de accion prolongada y broncodilatadores son compuestos que se usan para prevencion a largo plazo de sintomas,
ademas de las terapias antiinflamatorias. Algunos agonistas 2 de accion prolongada incluyen, pero no se limitan a,
salmeterol y albuterol. Estos compuestos se usan generalmente en combinacién con corticosteroides y
generalmente no se usan sin ninguna terapia inflamatoria. Se han asociado con efectos secundarios tales como
taquicardia, temblor del musculo esquelético, hipopotasemia, y prolongacion del intervalo QTc en sobredosis.

Las metilxantinas, incluyendo, por ejemplo, teofilina, se han usado para el control a largo plazo y prevencion de los
sintomas. Estos compuestos causan broncodilatacion que resulta de la inhibicion de la fosfodiesterasa y
probablemente del antagonismo de la adenosina. Las toxicidades agudas relacionadas con la dosis son un problema
particular con estos tipos de compuestos. Como resultado, la concentracion en suero de rutina se debe controlar
para tener en cuenta la toxicidad y el estrecho rango terapéutico que surge de las diferencias individuales en la
eliminacién metabolica. Los efectos secundarios incluyen taquicardia, taquiarritmias, nauseas y vomitos,
estimulacion del sistema nervioso central, dolor de cabeza, convulsiones, hematemesis, hiperglucemia e
hipopotasemia. Algunos agonistas 2 de accion corta incluyen, pero no se limitan a, albuterol, bitolterol, pirbuterol, y
terbutalina. Algunos de los efectos adversos asociados con la administracion de agonistas B> de accién corta
incluyen taquicardia, temblor del musculo esquelético, hipopotasemia, aumento de acido lactico, dolor de cabeza, e
hiperglucemia.

Algunos procedimientos convencionales para el tratamiento o prevencion de la alergia han implicado el uso de
antihistaminicos o terapias de desensibilizacion. Los antihistaminicos y otros farmacos que bloquean los efectos de
mediadores quimicos de la reaccion alérgica ayudan a regular la intensidad de los sintomas alérgicos pero no
impiden la reaccion alérgica y no tienen efecto sobre las respuestas alérgicas posteriores. Las terapias de
desensibilizacion se realizan suministrando pequefias dosis de un alérgeno, normalmente por inyeccion bajo la piel,
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con el fin de inducir una respuesta de tipo IgG frente al alérgeno. Se cree que la presencia de anticuerpo IgG ayuda
a neutralizar la produccion de mediadores resultantes de la induccion de anticuerpos IgE. Inicialmente, el sujeto se
trata con una dosis muy baja del alérgeno para evitar la induccién de una reaccion grave y la dosis se aumenta
lentamente. Este tipo de terapia es peligroso porque el sujeto en realidad se esta administrando con los compuestos
que provocan la respuesta alérgica y pueden surgir reacciones alérgicas graves.

Algunos medicamentos para la alergia incluyen, pero no se limitan a, antihistaminicos, esteroides, e inductores de
prostaglandinas. Los antihistaminicos son compuestos que contrarrestan la histamina liberada por mastocitos o
basdfilos. Estos son compuestos se conocen bien en la técnica y se usan normalmente para el tratamiento de la
alergia. Los antihistaminicos incluyen, pero no se limitan a, astemizol, azelastina, betatastina, buclizina, ceterizina,
analogos de cetirizina, CS 560, desloratadina, ebastina, epinastina, fexofenadina, HSR 609, levocabastina,
loratadina, mizolastina, norastemizol, terfenadina, y tranilast.

Los inductores de prostaglandina son compuestos que inducen la actividad de la prostaglandina. Las
prostaglandinas funcionan regulando la relajacién del musculo liso. Algunos inductores de prostaglandina incluyen,
pero no se limitan a, S-5751.

Los medicamentos para el asma/alergia también incluyen esteroides e inmunomoduladores. Los esteroides incluyen,
pero no se limitan a, beclometasona, fluticasona, triamcinolona, budesonida, corticosteroides y budesonida.

Los corticosteroides incluyen, pero no se limitan a, dipropionato de beclometasona, budesonida, flunisolida,
propionato de fluticasona, y aceténido de triamcinolona. Aunque la dexametasona es un corticosteroide que tiene
accion antiinflamatoria, no se usa regularmente para el tratamiento del asma/alergia en una forma inhalada porque
se absorbe altamente y tiene efectos secundarios supresores a largo plazo en una dosis eficaz. La dexametasona,
sin embargo, se puede usar para el tratamiento del asma/alergia, ya que cuando se administra en combinacion con
los acidos nucleicos de la invencion se puede administrar a una dosis baja para reducir los efectos secundarios.
Algunos de los efectos secundarios asociados con corticosteroides incluyen tos, disfonia, muguet oral (candidiasis),
y en dosis mas elevadas, efectos sistémicos, tales como supresion adrenal, osteoporosis, supresion del crecimiento,
adelgazamiento de la piel y formacion de hematomas con facilidad. Barnes y Peterson (1993) Am Rev Respir Dis
148: S1-S26; y Kamada AK y col. (1996) Am J Respir Crit Care Med 153: 1739-48.

Los corticosteroides sistémicos incluyen, pero no se limitan a, metilprednisolona, prednisolona y prednisona. Los
corticosteroides estan asociados con anomalias reversibles en el metabolismo de la glucosa, aumento del apetito,
retencion de liquidos, aumento de peso, alteracion del humor, hipertension, Ulcera péptica y necrosis aséptica de los
huesos. Estos compuestos son utiles para prevencion a corto plazo (3-10 dias) de la reaccion inflamatoria en el
asma persistente controlada de forma inadecuada. También funcionan en una prevencion a largo plazo de los
sintomas en el asma persistente grave para suprimir y controlar y en realidad revertir la inflamacién. Algunos de los
efectos secundarios asociados con el uso a largo plazo incluyen supresion del eje suprarrenal, supresion del
crecimiento, adelgazamiento dérmico, hipertension, diabetes, sindrome de Cushing, cataratas, debilidad muscular y,
en casos raros, funciéon inmunolégica alterada. Se recomienda que estos tipos de compuestos se usen en su dosis
eficaz mas baja (directrices para el diagndstico y tratamiento del asma; informe al panel de expertos; Publicacion del
NIH N.° 97-4051; julio de 1997).

Los inmunomoduladores incluyen, pero no se limitan a, el grupo que consiste en agentes antiinflamatorios,
antagonistas de leucotrienos, muteinas de IL-4, receptores solubles de IL-4, inmunosupresores (tales como vacuna
de péptido de tolerancia), anticuerpos anti-IL-4, antagonistas de IL-4, anticuerpos anti-IL-5, proteinas de fusion Fc
del receptor IL-13 solubles, anticuerpos anti-IL-9, antagonistas de CCR3, antagonistas de CCRS5, inhibidores de VLA-
4, y reguladores negativos de IgE.

Los modificadores de leucotrienos son de uso frecuente para el control a largo plazo y la prevencién de sintomas en
el asma leve persistente. Los modificadores de leucotrienos funcionan como antagonistas de los receptores de
leucotrienos compitiendo de forma selectiva para receptores LTD-4 y LTE-4. Estos compuestos incluyen, pero no se
limitan a, comprimidos de zafirlukast y comprimidos de zileuton. Los comprimidos de zileutén funcionan como
inhibidores de la 5-lipoxigenasa. Estos farmacos se han asociado con la elevaciéon de las enzimas hepaticas y
algunos casos de hepatitis reversible e hiperbilirrubinemia. Los leucotrienos son mediadores bioquimicos que se
liberan de los mastocitos, eosindfilos, y basofilos, que provocan la contraccion del musculo liso de las vias
respiratorias y aumentan la permeabilidad vascular, secreciones mucosas y activan las células inflamatorias en las
vias respiratorias de pacientes con asma.

Otros inmunomoduladores incluyen neuropéptidos que se ha demostrado que tienen propiedades
inmunomoduladoras. Los estudios funcionales han mostrado que la sustancia P, por ejemplo, puede influir en la
funcién de los linfocitos por mecanismos mediados por receptores especificos. También se ha mostrado que la
sustancia P modula las respuestas de hipersensibilidad inmediata distintas mediante la estimulacion de la
generacion de mediadores derivados del acido araquidénico a partir de mastocitos de la mucosa. McGillies J y col.
(1987) Fed Proc 46: 196-9 (1987). La sustancia P es un neuropéptido que se identificé primero en 1931. Von Euler y
Gaddum J Physiol (London) 72: 74-87 (1931). Su secuencia de aminoacidos fue informada por Chang y col. en
1971. Chang MM vy col. (1971) Nature New Biol 232: 86-87. La actividad inmunorreguladora de fragmentos de la
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sustancia P ha sido estudiada por Siemion IZ y col. (1990) Molec Immunol 27: 887-890 (1990).

Otra clase de compuestos son los reguladores negativos de IgE. Estos compuestos incluyen péptidos u otras
moléculas con la capacidad de unirse al receptor de IgE y de ese modo evitar la unidn de IgE especifica de antigeno.
Otro tipo de regulador negativo de IgE es un anticuerpo monoclonal dirigido frente a la regién de unioén al receptor de
IgE de la molécula de IgE humana. Por lo tanto, un tipo de regulador negativo de IgE es un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo anti-IgE. El anti-IgE se esta desarrollando en Genentech. Un experto en la materia podria preparar
fragmentos de anticuerpos funcionalmente activos de péptidos que tienen la misma funcion de unién. Otros tipos de
reguladores negativos de IgE son polipéptidos capaces de bloquear la unién del anticuerpo IgE a los receptores Fc
en las superficies celulares y desplazar a IgE de los sitios de union a IgE a los que ya esta unido.

Un problema asociado con los reguladores negativos de IgE es que muchas moléculas no tienen una fuerza de
union al receptor correspondiente con respecto a la interaccion muy fuerte entre la molécula de IgE nativa y su
receptor. Las moléculas que tienen esta fuerza tienden a unirse de forma irreversible al receptor. Sin embargo, tales
sustancias son relativamente toxicas ya que se pueden unir covalentemente y bloquear otras moléculas
estructuralmente similares en el organismo. En este contexto es de interés que la cadena del receptor de IgE
pertenece a una familia de genes mas grandes en la que, por ejemplo, estan contenidos varios de los diferentes
receptores Fc de IgG. Estos receptores son absolutamente fundamentales para la defensa del organismo, por
ejemplo, frente a infecciones bacterianas. Ademas, las moléculas activadas para union covalente son a menudo
relativamente inestables y por lo tanto es probable que tengan que administrarse varias veces al dia y después en
concentraciones relativamente elevadas con el fin de hacer posible bloquear completamente el grupo en renovacion
de forma continua de receptores de IgE en mastocitos y leucocitos basofilos.

Como medicamentos de control a largo plazo se usan cromolina sédica y nedocromil para la prevencion
principalmente de los sintomas del asma que proceden del ejercicio o sintomas alérgicos que surgen por alérgenos.
Se cree que estos compuestos bloquean reacciones tempranas y tardias a alérgenos al interferir con la funcion del
canal de cloruro. También estabilizan las membranas de los mastocitos e inhiben la activaciéon y liberacion de
mediadores de eosindfilos y células epiteliales. Por lo general se requiere un periodo de cuatro a seis semanas de
administracion para conseguir un beneficio maximo

Los anticolinérgicos se usan generalmente para el alivio del broncoespasmo agudo. Se cree que estos compuestos
funcionan por inhibicién competitiva de los receptores colinérgicos muscarinicos. Los anticolinérgicos incluyen, pero
no se limitan a, bromuro de ipratropio. Estos compuestos invierten solamente el broncoespasmo mediado de forma
colinérgica y no modifican ninguna reaccion con el antigeno. Algunos efectos secundarios incluyen sequedad de la
boca y secreciones respiratorias, aumento de sibilancias en algunos individuos, y visién borrosa si se pulveriza en
los ojos.

Ademas de medicamentos para el asma/alergia convencionales, se han usado otros procedimientos para el
tratamiento del asma/alergia solos o en combinacion con medicamentos establecidos. Un procedimiento preferente
para aliviar alergias, pero con frecuencia imposible, es la evitacion de alérgenos o iniciadores. Otro procedimiento
usado en la actualidad para el tratamiento de enfermedades alérgicas implica la inyeccion de dosis crecientes de
alérgeno para inducir tolerancia al alérgeno y para evitar reacciones alérgicas adicionales.

Se sabe que la terapia de inyeccion de alérgenos (inmunoterapia con alérgeno) reduce la gravedad de la rinitis
alérgica. Se ha teorizado que este tratamiento implica la producciéon de una forma diferente de anticuerpo, un
anticuerpo protector que se denomina "anticuerpo de bloqueo". Cooke RA y col. (1935) Serologic Evidence of
Immunity with Coexisting Sensitization in a Type of Human Allergy, Exp Med 62: 733. Otros intentos de tratar la
alergia implican la modificacion del alérgeno quimicamente de modo que su capacidad para causar una respuesta
inmunitaria en el paciente permanece sin cambios, mientras que su capacidad para causar una reaccion alérgica se
altera sustancialmente. Sin embargo, estos procedimientos pueden necesitar varios afios para ser eficaces y estan
asociados con el riesgo de efectos secundarios tales como shock anafilactico.

Las composiciones y procedimientos se pueden usar para modular una respuesta inmunitaria. La capacidad para
modular una respuesta inmunitaria permite la prevencion y/o tratamiento de trastornos en particular que se pueden
ver afectados a través de la modulacion del sistema inmunitario.

El tratamiento después que un trastorno ha comenzado tiene como objetivo reducir, mejorar o eliminar por completo
el trastorno, y/o sus sintomas asociados, o evitar que empeore. El tratamiento de los sujetos antes de que haya
comenzado un trastorno (es decir, tratamiento profilactico) tiene como objetivo reducir el riesgo de desarrollar el
trastorno. Como se usa en el presente documento, el término "prevenir" se refiere al tratamiento profilactico de
pacientes que estan en riesgo de desarrollar un trastorno (dando como resultado una disminucion de la probabilidad
de que el sujeto desarrolle el trastorno), y para la inhibicién de un desarrollo adicional de un trastorno ya establecido.

Para el tratamiento de un sujeto pueden ser necesarias dosis diferentes, dependiendo de la actividad del compuesto,
modo de administracion, finalidad de la inmunizacion (es decir, profilactica o terapéutica), naturaleza y gravedad del
trastorno, edad y el peso corporal del sujeto. La administracion de una dosis dada se puede realizar tanto mediante
administracion individual en forma de una unidad de dosis individual o bien varias unidades de dosis mas pequefias.
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La administracion de dosis mdltiples a intervalos especificos de semanas o meses de diferencia es habitual para
estimular las respuestas inmunitarias especificas del antigeno.

Combinado con las ensefianzas que se proporcionan en el presente documento, mediante la eleccién entre los
diversos compuestos activos y factores importantes como potencia, biodisponibilidad relativa, peso corporal del
paciente, gravedad de los efectos secundarios adversos y modo de administracion preferente, se puede planificar un
régimen de tratamiento profilactico o terapéutico eficaz que no cause toxicidad sustancial y sin embargo sea
totalmente eficaz para tratar al sujeto en particular. La cantidad eficaz para cualquier aplicacion particular puede
variar dependiendo de factores tales como la enfermedad o afeccién que se esta tratando, el agente terapéutico en
particular que se estda administrando (por ejemplo, en el caso de un acido nucleico inmunoestimulante, el tipo de
acido nucleico, es decir, un acido nucleico CpG, el nimero de motivos de CpG sin metilar o su posicion en el acido
nucleico, el grado de modificacion de la estructura principal para el oligonucleoétido, etc.), la talla del sujeto, o la
gravedad de la enfermedad o afeccion. Un experto en la materia puede determinar de forma empirica la cantidad
eficaz de un acido nucleico en particular y/u otro agente terapéutico sin necesidad de experimentacion indebida.

Las dosis objeto de los compuestos que se describen en el presente documento por lo general varian de
aproximadamente 0,1 ug a 10.000 mg, de forma mas habitual de aproximadamente 1 pg/dia a 8000 mg, y lo mas
habitualmente de aproximadamente 10 ug a 100 pug. Expresado en términos de peso corporal del sujeto, las dosis
habituales varian de aproximadamente 0,1 ug a 20 mg/kg/dia, mas habitualmente de aproximadamente 1 a 10
mg/kg/dia, y lo mas habitualmente de aproximadamente 1 a 5 mg/kg/ dia.

Las composiciones farmacéuticas que contienen acidos nucleicos y/u otros compuestos se pueden administrar
mediante cualquier via adecuada para la administracion de medicamentos. Una diversidad de vias de administracion
esta disponibles. El modo en particular seleccionado dependera, por supuesto, del agente o agentes seleccionados
en particular, la afeccion en particular que se esta tratando, y la dosificacion necesaria para eficacia terapéutica. Los
procedimientos, hablando en general, se pueden poner en practica usando cualquier dia de administracion que sea
médicamente aceptable, lo que significa cualquier modo que produzca niveles eficaces de una respuesta inmunitaria
sin causar efectos adversos clinicamente inaceptables. Las vias de administracion preferentes se analizan en el
presente documento. Para uso en terapia, una cantidad eficaz del acido nucleico y/u otro agente terapéutico se
puede administrar a un sujeto de cualquier modo que administre el agente a la superficie deseada, por ejemplo,
mucosal, sistémica.

La administraciéon de la composicion farmacéutica se puede conseguir con cualquier medio conocido por el experto
en la materia. Las vias de administracion incluyen, pero no se limitan a, oral, parenteral, intravenosa, intramuscular,
intranasal, sublingual, intratraqueal, inhalacion, subcutanea, ocular, vaginal, y rectal. Para el tratamiento o
prevencion de asma o alergia, tales compuestos preferentemente se inhalan, ingieren o administran por vias
sistémicas. Las vias sistémicas incluyen oral y parenteral. Los medicamentos inhalados son preferentes en algunas
realizaciones debido a la administracion directa al pulmén, el sitio de inflamacion, principalmente en pacientes
asmaticos. Varios tipos de dispositivos se usan regularmente para la administracion por inhalacién. Estos tipos de
dispositivos incluyen inhaladores de dosis medida (MDI), MDI accionado por la respiracion, inhalador de polvo seco
(DPI), camaras espaciadoras/de mantenimiento en combinacion con MDI, y nebulizadores.

Los agentes terapéuticos se pueden administrar a un tejido en particular, tipo de célula, o al sistema inmunitario, o
ambos, con la ayuda de un vector. En su sentido mas amplio, un "vector" es cualquier vehiculo capaz de facilitar la
transferencia de las composiciones a las células diana. El vector generalmente transporta el acido nucleico
inmunoestimulante, anticuerpo, antigeno, y/o medicamento especifico para el trastorno a las células diana con una
degradacion reducida con respecto al grado de degradacion que resultaria en ausencia del vector.

En general, los vectores utiles se dividen en dos clases: vectores biologicos y vectores quimicos/fisicos. Los
vectores bioldgicos y los vectores quimicos/fisicos son utiles en la administracion y/o absorcidn de agentes
terapéuticos de la divulgacion.

La mayoria de los vectores biolégicos se usan para la administracion de acidos nucleicos y esto seria lo mas
adecuado en la administracion de agentes terapéuticos que son o que incluyen acidos nucleicos
inmunoestimulantes.

Ademas de los vectores biologicos que se analizan en el presente documento, se pueden usar vectores
quimicos/fisicos para administrar agentes terapéuticos que incluyen acidos nucleicos inmunoestimulantes,
anticuerpos, antigenos, y medicamentos especificos para el trastorno. Como se usa en el presente documento, un
"vector quimicoffisico" se refiere a una molécula natural o sintética, distinta de las que se derivan de fuentes
bacterioldgicas o virales, capaces de administrar el acido nucleico y/u otro medicamento.

Un vector quimico/fisico preferente es un sistema de dispersion coloidal. Los sistemas de dispersion coloidal
incluyen sistemas basados en lipidos que incluyen emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y
liposomas. Un sistema coloidal preferente es un liposoma. Los liposomas son vesiculas de membrana artificial que
son utiles como un vector de administracion in vivo o in vitro. Se ha mostrado que las vesiculas unilamelares
grandes (LUV), que varian en tamafio de 0,2 a 4,0 um pueden encapsular macromoléculas grandes. ARN, ADN y
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viriones intactos se pueden encapsular dentro del interior acuoso y se pueden administrar a células de una forma
bioldgicamente activa. Fraley y col. (1981) Trends Biochem Sci 6: 11.

Los liposomas se pueden dirigir a un tejido en particular mediante el acoplamiento del liposoma a un ligando
especifico tal como un anticuerpo monoclonal, azucar, glucolipido, o proteina. Los ligandos que pueden ser utiles
para dirigir un liposoma a una célula inmunitaria incluyen, pero no se limitan a: intactos o fragmentos de moléculas
que interactian con receptores y moléculas especificos de células inmunitarias, tales como anticuerpos, que
interactian con los marcadores de superficie celular de las células inmunitarias. Tales ligandos se pueden identificar
facilmente mediante ensayos de unidn bien conocidos por los expertos en la materia. Ademas, en otras
realizaciones, el liposoma se puede dirigir al cancer acoplandolo a uno de los anticuerpos inmunoterapéuticos que
se han analizado anteriormente. Ademas, el vector se puede acoplar con un péptido de direccionamiento nuclear,
que dirigira el vector al nucleo de la célula hospedadora.

Las formulaciones de lipidos para transfeccion estan disponibles en el mercado en QIAGEN, por ejemplo, como
EFFECTENE™ (un lipido no liposémico con un potenciador de condensacion de ADN especial) y SUPERFECT™
(una nueva tecnologia dendrimérica de actuacion).

Los liposomas estan disponibles en el mercado en Gibco BRL, por ejemplo, como LIPOFECTIN™ vy
LIPOFECTACE™, que estan formados por lipidos catiénicos tales como cloruro de N-[1-(2,3 dioleiloxi)propil]-N,N,N-
trimetilamonio (DOTMA) y bromuro de dimetil dioctadecilamonio (DDAB). Los procedimientos para fabricar
liposomas se conocen bien en la técnica y se han descrito en muchas publicaciones. También se han revisado
liposomas en Gregoriadis G (1985) Trends Biotechnol 3: 235-241.

En una realizacion, el vehiculo es una microparticula o implante biocompatible que es adecuado para la implantacion
o la administracion al receptor mamifero. Los implantes bioerosionables a modo de ejemplo que son utiles de
acuerdo con este procedimiento se describen en la solicitud Internacional de PCT N.° PCT/US/03307 (Publicacion
N.° W095/24929, titulada "Sistema Polimérico de Administracion de Genes". El documento PCT/US/0307 describe
una matriz polimérica preferentemente biodegradable, biocompatible para el revestimiento de un gen exdégeno bajo
el control de un promotor apropiado. La matriz polimérica se puede usar para conseguir una liberacion sostenida del
agente terapéutico en el sujeto.

La matriz polimérica se presenta preferentemente en forma de una microparticula tal como una microesfera (en la
que el acido nucleico y/o el otro agente terapéutico se dispersa por toda una matriz polimérica solida) o una
microcapsula (en la que el acido nucleico y/o el otro agente terapéutico se almacena en el nucleo de una cubierta
polimérica). Otras formas de la matriz polimérica para contener el agente terapéutico incluyen peliculas,
revestimientos, geles, implantes, y endoprotesis vasculares. El tamafio y la composicion del dispositivo de matriz
polimérica se seleccionan para dar como resultado una cinética de liberacion favorable en el tejido en el que se
introduce la matriz. El tamafio de la matriz polimérica adicional se selecciona de acuerdo con el procedimiento de
administracion que se va a usar, por lo general inyeccion en un tejido o administracion de una suspension mediante
aerosol en las zonas nasal y/o pulmonar. Preferentemente, cuando se usa una ruta de aerosol, la matriz polimérica y
el acido nucleico y/o el otro agente terapéutico estan incluidos en un vehiculo tensioactivo. La composicion de la
matriz polimérica se puede seleccionar para que tenga tanto tasas de degradacion favorables como para que
también se forme de un material que es bioadhesivo, para aumentar ain mas la eficacia de la transferencia cuando
la matriz se administra a una superficie nasal y/o pulmonar que ha sufrido una lesion. La composicion de la matriz
también se puede seleccionar para que no se degrade, sino mas bien, para que se libere por difusion durante un
periodo de tiempo prolongado. En algunas realizaciones preferentes, el acido nucleico se administra al sujeto a
través de un implante mientras que el otro agente terapéutico se administra de forma aguda. Algunas microesferas
biocompatibles que son adecuadas para administracion, tales como administraciéon oral o mucosal, se desvelan en
Chickering y col. (1996) Biotec Bioeng 52: 96-101 y Mathiowitz E y col. (1997) Nature 386: 410-414 y Solicitud de
Pat. PCT WO97/03702.

Las matrices poliméricas tanto no biodegradables como biodegradables se pueden usar para administrar el acido
nucleico y/o el otro agente terapéutico al sujeto. Las matrices biodegradables son preferentes. Tales polimeros
pueden ser polimeros naturales o sintéticos. El polimero se selecciona basandose en el periodo de tiempo durante el
cual se desea la liberacion, generalmente en el orden de unas pocas horas a un afio o mas. Por lo general, la
liberacion durante un periodo que varia entre unas pocas horas y de tres a doce meses es mas deseable, en
particular para los agentes de acidos nucleicos. El polimero opcionalmente se presenta en forma de un hidrogel que
puede absorber hasta aproximadamente un 90 % de su peso en agua y, ademas, esta opcionalmente reticulado con
iones polivalentes u otros polimeros.

Los polimeros bioadhesivos de interés en particular incluyen hidrogeles bioerosionables descritos por H.S. Sawhney,
C.P. Pathak y J.A. Hubell en Macromolecules, (1993) 26: 581-587. Estos incluyen acidos polihialurénico, caseina,
gelatina, glutina, polianhidridos, acido poliacrilico, alginato, quitosano, poli(metacrilatos de metilo), poli(metacrilatos
de etilo), poli(metacrilato de butilo), poli(metacrilato de isobutilo), poli(metacrilato de hexilo), poli(metacrilato de
isodecilo), poli(metacrilato de laurilo), poli(metacrilato de fenilo), poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de isopropilo),
poli(acrilato de isobutilo), y poli(acrilato de octadecilo).
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Si el agente terapéutico es un acido nucleico, el uso de agentes de compactacion también puede ser deseable. Los
agentes de compactacion también se pueden usar solos, o en combinacion con, un vector biolégico o quimicoffisico.
Un "agente de compactacion”, como se usa en el presente documento, se refiere a un agente, tal como una histona,
que neutraliza las cargas negativas en el acido nucleico y por lo tanto permite la compactacion del acido nucleico en
un granulo fino. La compactacion del acido nucleico facilita la absorcion del acido nucleico por la célula diana. Los
agentes de compactacion se pueden usar solos, es decir, para administrar un acido nucleico en una forma que se
absorbe de manera mas eficaz por la célula o, mas preferentemente, en combinacién con uno o mas de los vectores
que se han descrito anteriormente.

Otras composiciones a modo de ejemplo que se pueden usar para facilitar la absorcion de un acido nucleico incluyen
fosfato calcico y otros mediadores quimicos de transporte intracelular, composiciones de microinyeccion,
electroporacion y composiciones de recombinacion homologa (por ejemplo, para la integracion de un acido nucleico
en una ubicacion preseleccionada dentro del cromosoma de la célula diana).

Los compuestos se pueden administrar solos (por ejemplo, en solucién salina o tampdn) o usando cualquier tipo de
vector de administracion conocidos en la técnica. Por ejemplo se han descrito los siguientes vehiculos de
administracion: cocleatos (Gould-Fogerite y col., 1994, 1996); Emulsomas (Vancott y col., 1998, Lowell y col., 1997);
ISCOM (Mowat y col., 1993, Carlsson y col., 1991, Hu y col., 1998, Morein y col., 1999); liposomas (Childers y col.,
1999, Michalek y col., 1989, 1992, de Haan 1995a, 1995b); vectores bacterianos vivos (por ejemplo, Salmonella,
Escherichia coli, Bacillus Calmette-Guerin, Shigella, Lactobacillus) (Hone y col., 1996, Pouwels y col., 1998, Chatfield
y col., 1993, Stover y col., 1991, Nugent y col., 1998); vectores virales vivos (por ejemplo, Vaccinia, adenovirus,
Herpes Simple) (Gallichan y col., 1993, 1995, Moss y col., 1996, Nugent y col., 1998, Flexner y col., 1988, Morrow y
col., 1999); microesferas (Gupta y col., 1998, Jones y col., 1996, Maloy y col., 1994, Moore y col., 1995, O'Hagan y
col., 1994, Eldridge y col., 1989); vacunas de acidos nucleicos (Fynan y col., 1993, Kuklin y col., 1997, Sasaki y col.,
1998, Okada y col., 1997, Ishii y col., 1997); polimeros (por ejemplo, carboximetilcelulosa, quitosano) (Hamajima y
col., 1998, Jabbal-Gill y col., 1998); anillos de polimero (Wyatt y col., 1998); proteosomas (Vancott y col., 1998,
Lowell y col., 1988, 1996, 1997); fluoruro sddico (Hashi y col., 1998); plantas transgénicas (Tacket y col., 1998,
Mason y col., 1998, Haq y col., 1995); virosomas (Gluck y col., 1992, Mengiardi y col., 1995, Cryz y col., 1998); vy,
particulas similares a virus (Jiang y col., 1999, Leibl y col.,1998).

Las formulaciones se administran en soluciones farmacéuticamente aceptables, que pueden contener rutinariamente
concentraciones farmacéuticamente aceptables de sal, agentes de taponamiento, conservantes, vehiculos
compatibles, adyuvantes, y opcionalmente otros ingredientes terapéuticos.

La expresion vehiculo farmacéuticamente aceptable se refiere a una o mas cargas, diluyentes o sustancias de
encapsulacion solidas o liquidas compatibles que son adecuadas para la administracién a un ser humano u otro
animal vertebrado. El término vehiculo se refiere a un ingrediente organico o inorganico, natural o sintético, que se
combina con el principio activo para facilitar la aplicacion. Los componentes de las composiciones farmacéuticas
también son capaces de mezclarse con los compuestos, y entre si, de tal manera que no hay interacciéon que
perjudique sustancialmente a la eficacia farmacéutica deseada.

Para administracion oral, los compuestos (es decir, acidos nucleicos, antigenos, anticuerpos, y otros agentes
terapéuticos) se pueden formular faciimente por combinacion del compuesto o compuestos activos con vehiculos
farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Tales vehiculos permiten que los compuestos de la
invencion se formulen como comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, pastas,
suspensiones y similares, para ingestion oral por un sujeto a tratar. Las preparaciones farmacéuticas para uso oral
se pueden obtener como excipiente sdélido, moliendo opcionalmente una mezcla resultante y procesando la mezcla
de granulos, después de afiadir agentes auxiliares adecuados, si se desea, para obtener comprimidos o nucleos de
gragea. Los excipientes adecuados son, en particular, cargas tales como azucares, incluyendo lactosa, sacarosa,
manitol o sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo, almidén de maiz, almidon de trigo, almidén de
arroz, almidon de patata, gelatina, goma de tragacanto, metil celulosa, hidroxipropilmetil-celulosa,
carboximetilcelulosa sédica, y/o polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, se pueden afadir agentes disgregantes, tales
como polivinil pirrolidona reticulada, agar, o acido alginico o una sal del mismo tal como alginato sodico.
Opcionalmente, las formulaciones orales también se pueden formular en solucién salina o tampones para neutralizar
las condiciones acidas internas o se pueden administrar sin ningun tipo de vehiculo.

Los nucleos de grageas se proporcionan con revestimientos adecuados. Para este fin, se pueden usar soluciones de
azucar concentradas, que pueden contener opcionalmente goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol,
polietilenglicol, y/o dioxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos adecuados o mezclas de
disolventes. Se pueden afiadir colorantes o pigmentos a los revestimientos de comprimidos o grageas para
identificacion o para caracterizacion de diferentes combinaciones de dosis de compuestos activos.

Las preparaciones farmacéuticas que se pueden usar por via oral incluyen capsulas de ajuste por presion hechas
con gelatina, asi como capsulas selladas blandas hechas de gelatina y un agente plastificante, tal como glicerol o
sorbitol. Las capsulas de ajuste por presion pueden contener los principios activos en mezcla con carga tal como
lactosa, aglutinantes tales como almidones, y/o lubricantes tales como talco o estearato de magnesio vy,
opcionalmente, agentes estabilizantes. En las capsulas blandas, los compuestos activos se pueden disolver o
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suspender en liquidos adecuados, tales como aceites grasos, parafina liquida, o polietilenglicoles liquidos. Ademas,
se pueden anadir estabilizantes. También se pueden usar microesferas formuladas para administracion oral. Tales
microesferas se han definido bien la técnica. Todas las formulaciones para administracion oral se deberian presentar
en dosificaciones adecuadas para tal administracion.

Para administracién bucal, las composiciones pueden tomar la forma de comprimidos o pastillas para chupar
formuladas de manera convencional.

Para la administraciéon por inhalacién, los compuestos para uso de acuerdo con la invencién se pueden administrar
convenientemente en forma de una presentacion de pulverizacion de aerosol desde envases presurizados o un
nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado la unidad de
dosificacién se puede determinar proporcionando una valvula para suministrar una cantidad medida. Se pueden
formular capsulas y cartuchos por ejemplo de gelatina para uso en un inhalador o insuflador que contiene una
mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidon.

Los compuestos, cuando es deseable administrarlos por via sistémica, se pueden formular para administracion
parenteral por inyeccion, por ejemplo, por inyeccion de bolo o infusion continua. Las formulaciones para inyeccion se
pueden presentar en forma de dosificaciéon unitaria, por ejemplo, en ampollas o en envases de dosis multiples, con
un conservante afadido. Las composiciones pueden tomar formas tales como suspensiones, soluciones o
emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos, y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de
suspension, estabilizantes y/o dispersantes.

Las formulaciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de los compuestos
activos en forma soluble en agua. Adicionalmente, las suspensiones de los compuestos activos se pueden preparar
como suspensiones de inyeccion oleosas apropiadas. Los disolventes o vehiculos lipofilos adecuados incluyen
aceites grasos tales como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo o
triglicéridos, o liposomas. Las suspensiones acuosas para inyeccion pueden contener sustancias que aumentan la
viscosidad de la suspension, tales como carboximetil celulosa sédica, sorbitol, o dextrano. Opcionalmente, la
suspension también puede contener agentes estabilizantes adecuados o agentes que aumentan la solubilidad de los
compuestos para permitir la preparacion de soluciones altamente concentradas.

Como alternativa, los compuestos activos pueden estar en forma de polvo para su constitucion con un vehiculo
adecuado, por ejemplo, agua estéril libre de pirégenos, antes de su uso.

Los compuestos también se pueden formular en composiciones rectales o vaginales tales como supositorios o
enemas de retencion, por ejemplo, que contienen bases de supositorio convencionales tales como manteca de
cacao u otros glicéridos.

Ademas de las formulaciones que se han descrito anteriormente, los compuestos también se pueden formular como
una preparacion de depdsito. Tales formulaciones de accion prolongada se pueden formular con materiales
adecuados poliméricos o hidréfobos (por ejemplo como una emulsidon en un aceite aceptable) o resinas de
intercambio i6nico, o como derivados poco solubles, por ejemplo, como una sal poco soluble.

Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender vehiculos o excipientes solidos o en fase gel
adecuados. Algunos ejemplos de tales vehiculos o excipientes incluyen pero no se limitan a carbonato calcico,
fosfato calcico, diversos azicares, almidones, derivados de celulosa, gelatina y polimeros tales como
polietilenglicoles.

Las formas liquidas adecuadas o la preparacion farmacéutica sélida son, por ejemplo, soluciones acuosas o salinas
para inhalacién, microencapsuladas, encocleadas, revestidas en particulas de oro microscépicas, contenidas en
liposomas, nebulizadores, aerosoles, granulos para su implantacion en la piel, o secos sobre un objeto punzante
para ser arafiado en la piel. Las composiciones farmacéuticas también incluyen granulos, polvos, comprimidos,
comprimidos revestidos, (micro)capsulas, supositorios, jarabes, emulsiones, suspensiones, cremas, gotas o
preparaciones con liberacién prolongada de compuestos activos, en cuya preparacion se usan habitualmente
excipientes y aditivos y/o agentes auxiliares tales como disgregantes, aglutinantes, agentes de revestimiento,
agentes de hinchamiento, lubricantes, aromatizantes, edulcorantes o solubilizantes como se ha descrito
anteriormente. Las composiciones farmacéuticas son adecuadas para su uso en una diversidad de sistemas de
administracion de farmacos. Para una breve revision de procedimientos de administracion de farmacos, véase
Langer R (1990) Science 249: 1527-1533.

Los acidos nucleicos y opcionalmente otros agentes terapéuticos y o antigenos se pueden administrar per se (puros)
o en forma de una sal farmacéuticamente aceptable. Cuando se usan en medicina, las sales deberian ser
farmacéuticamente aceptables, pero las sales no farmacéuticamente aceptables se pueden usar convenientemente
para preparar sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Tales sales incluyen, pero no se limitan a, las
preparadas a partir de los siguientes acidos: clorhidrico, bromhidrico, sulfurico, nitrico, fosférico, maleico, acético,
salicilico, p-toluenosulfonico, tartarico, citrico, metanosulfénico, férmico, maldnico, succinico, naftaleno-2-sulfénico, y
bencenosulfénico. Ademas, dichas sales se pueden preparar como sales de metales alcalinos o alcalinotérreos,
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tales como sales de sodio, potasio o calcio del grupo del acido carboxilico.

Los agentes de taponamiento adecuados incluyen: acido acético y una sal (1-2 % en p/v); acido citrico y una sal (1-
3 % en plv); acido borico y una sal (0,5-2,5 % en p/v); y acido fosférico y una sal (0,8-2 % en p/v). Los conservantes
adecuados incluyen cloruro de benzalconio (0,003-0,03 % en p/v); clorobutanol (0,3-0,9 % en p/v); parabenos (0,01-
0,25 % en p/v) y timerosal (0,004-0,02 % en p/v).

Las composiciones se pueden presentar convenientemente en forma de dosificacion unitaria y se pueden preparar
por cualquiera de los procedimientos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Todos los procedimientos incluyen
la etapa de poner los compuestos en asociacion con un vehiculo que constituye uno o mas ingredientes auxiliares.
En general, las composiciones se preparan asociando uniforme e intimamente los compuestos en asociaciéon con un
vehiculo liquido, un vehiculo sélido finamente dividido, 0 ambos, y a continuacion, si fuera necesario, dando forma al
producto. Las unidades de dosis liquidas son viales o ampollas. Las unidades de dosis sdélidas son comprimidos,
capsulas y supositorios.

Otros sistemas de administracion pueden incluir sistemas de liberaciéon en el tiempo, liberaciéon retardada o
administracion de liberacion sostenida. Tales sistemas pueden evitar administraciones repetidas de los compuestos,
aumentando la conveniencia para el sujeto y el médico. Muchos tipos de sistemas de administraciones estan
disponibles y son conocidos por los expertos habituales en la materia. Estos incluyen sistemas de base de polimeros
tales como poli(lactida-glicolido), copolioxalatos, policaprolactonas, poliesteramidas, poliortoésteres, acido
polihidroxibutlrico, y polianhidridos. Las microcapsulas de los polimeros mencionados anteriormente que contienen
farmacos se describen, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N.° 5.075.109. Los sistemas de administracion
también incluyen sistemas no poliméricos que son: lipidos que incluyen esteroles tales como el colesterol, ésteres de
colesterol y acidos grasos o grasas neutras tales como mono, di y triglicéridos; sistemas de liberacion de hidrogel;
sistemas silasticos; sistemas basados en péptidos; revestimientos de cera; comprimidos formados por compresion
usando aglutinantes y excipientes convencionales; implantes parcialmente fusionados; y similares. Algunos ejemplos
especificos incluyen, pero no se limitan a: (a) sistemas de erosién en los que un agente de la invencion esta
contenido en una forma dentro de una matriz tales como los que se describen en las Patentes de Estados Unidos
N.° 4.452.775, 4.675.189, y 5.736.152, y (b) sistemas de difusion en los que un componente activo se permea a una
velocidad controlada desde un polimero tal como se describe en las Patentes de Estados Unidos N.° 3.854.480,
5.133.974 y 5.407.686. Ademas, se pueden usar sistemas de administracion de hardware basados en bomba,
algunos de los cuales estan adaptadas para su implantacion.

La divulgacion también proporciona procedimientos eficaces de identificacion de compuestos inmunoestimulantes y
la optimizacion de los compuestos y agentes identificados de este modo. En general, los procedimientos de
identificacion sistematica implican someter a ensayo compuestos que inhiben o potencian la sefializacion a través de
un TLR en particular. Los procedimientos usan un TLR, un ligando de referencia adecuado para el TLR, y un
compuesto inmunoestimulante candidato. El TLR seleccionado se pone en contacto con un compuesto adecuado de
referencia (ligando de TLR) y se mide una sefial de referencia mediada por TLR. El TLR seleccionado también se
pone en contacto con un compuesto inmunoestimulante candidato y se mide una sefial de ensayo mediada por TLR.
A continuacién se comparan la sefial de ensayo y la sefial de referencia. Un compuesto inmunoestimulante
candidato favorable se puede usar posteriormente como un compuesto de referencia en el ensayo. Tales
procedimientos se pueden adaptar a identificacion sistematica de alto rendimiento, automatizada de compuestos
candidatos. Algunos ejemplos de tales procedimientos de identificacion sistematica de alto rendimiento se describen
en las Patentes de Estados Unidos N.° 6.103.479; 6.051.380; 6.051.373; 5.998.152; 5.876.946; 5.708.158;
5.443.791; 5.429.921; y 5.143.854.

Como se usa en el presente documento "sefializacion de TLR" se refiere a una capacidad de un polipéptido de TLR
para activar la ruta de sefalizacion de Toll/IL-IR (TIR), también denominada en el presente documento ruta de
transduccion de sefales de TLR. Los cambios en la actividad de TLR se pueden medir con ensayos disefiados para
medir la expresion de los genes bajo el control de promotores y potenciadores sensibles a kB. Tales genes pueden
ser genes de origen natural o pueden ser genes introducidos artificialmente en una célula. Los genes indicadores de
origen natural incluyen los genes que codifican IL-13, IL-6, IL-8, la subunidad p40 de interleuquina 12 (IL-12 p40), y
las moléculas coestimulantes CD80 y CD86. Otros genes se pueden colocar bajo el control de tales elementos de
regulacion y por lo tanto sirven para indicar el nivel de sefializacion de TLR.

La mezcla de ensayo comprende un compuesto inmunoestimulante candidato. Por lo general, una pluralidad de
mezclas de ensayo se ejecuta en paralelo con diferentes concentraciones de agente para obtener una respuesta
diferente a las diversas concentraciones. Por lo general, una de estas concentraciones sirve como un control
negativo, es decir, a concentracion cero de agente o a una concentracion de agente debajo de los limites de
deteccion del ensayo. Los compuestos inmunoestimulantes candidatos pueden incluir numerosas clases quimicas,
aunque por lo general son compuestos organicos. En algunas realizaciones, los compuestos inmunoestimulantes
candidatos son ARN pequefios 0 compuestos organicos pequefos, es decir, compuestos organicos que tienen un
peso molecular superior a 50 Daltons pero inferior a aproximadamente 2500 Daltons. Los compuestos
inmunoestimulantes candidatos poliméricos pueden tener pesos moleculares mas elevados, por ejemplo,
oligonucledtidos en el intervalo de aproximadamente 2500 a aproximadamente 12.500.
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Los compuestos inmunoestimulantes candidatos también pueden ser biomoléculas tales como acidos nucleicos,
péptidos, sacaridos, acidos grasos, esteroles, isoprenoides, purinas, pirimidinas, derivados o analogos estructurales
de los mencionados anteriormente, o combinaciones de los mismos y similares. Cuando el compuesto
inmunoestimulante candidato es un acido nucleico, el compuesto inmunoestimulante candidato por lo general es una
molécula de ADN o ARN, aunque también se contemplan acidos nucleicos modificados que tienen enlaces o
subunidades no naturales.

Los compuestos inmunoestimulantes candidato se pueden obtener a partir de una amplia diversidad de fuentes,
incluyendo bibliotecas de compuestos naturales, sintéticos, o semisintéticos, o cualquier combinacion de los mismos.
Por ejemplo, estan disponibles numerosos medios para la sintesis aleatoria y dirigida de una amplia variedad de
compuestos organicos y biomoléculas, incluyendo la expresion de oligonucledtidos aleatorios, bibliotecas
combinatorias organicas sintéticas, bibliotecas de presentacion de fagos de péptidos aleatorios, y similares. Como
alternativa, estan disponibles bibliotecas de compuestos naturales en forma de extractos bacterianos, fungicos,
vegetales y animales o se producen faciimente. Adicionalmente, las bibliotecas y compuestos naturales y producidos
por via sintética se pueden modificar facilmente a través de quimica convencional, medios fisicos y bioquimicos.
Ademas, algunos agentes farmacolégicos conocidos se pueden someter a modificaciones quimicas dirigidas o
aleatorias, tales como acilacion, alquilacién, esterificacion, amidificacion, etc., para producir analogos estructurales
de los compuestos inmunoestimulantes candidatos.

En la mezcla también se puede incluir una diversidad de otros reactivos. Estos incluyen reactivos tales como sales,
tampones, proteinas neutras (por ejemplo, albumina), detergentes, etc., que se pueden usar para facilitar la union
optima de proteina-proteina y/o proteina-acido nucleico. Tal reactivo también puede reducir las interacciones no
especificas o de fondo de los componentes de la reacciéon. También se deben usar otros reactivos que mejoran la
eficacia del ensayo, tales como inhibidores de proteasas, inhibidores de nucleasas, agentes antimicrobianos, y
similares.

El orden de adicién de los componentes, temperatura de incubacion, tiempo de incubacién, y otros parametros del
ensayo se pueden determinar facilmente. Tal experimentacion simplemente implica la optimizacion de los
parametros de ensayo, no la composicion fundamental del ensayo. Las temperaturas de incubacién por lo general
estan entre 4 °C y 40 °C, mas generalmente de aproximadamente 37 °C. Los tiempos de incubacién se minimizan
preferentemente para facilitar la identificacion sistematica de alto rendimiento, rapida, y por lo general estan entre
1 minuto y 10 horas.

Después de la incubacion, el nivel de sefalizacion de TLR se detecta por cualquier procedimiento conveniente
disponible para el usuario. Para ensayos de tipo de union libre de células, a menudo se usa una etapa de separacion
para separar componentes unidos de no unidos. La etapa de separacion se puede conseguir en una variedad de
maneras. Por ejemplo, la separacidon se puede realizar en solucion, o, convenientemente, al menos uno de los
componentes se inmoviliza sobre un sustrato sélido, a partir del cual los componentes no unidos se pueden separar
facilmente. El sustrato soélido se puede fabricar a partir de una amplia diversidad de materiales y con una amplia
diversidad de formas, por ejemplo, placa de microtitulacion, microperla, varilla de medicion, particula de resina, etc.
El sustrato se elige preferentemente para maximizar las proporciones de sefial a ruido, principalmente para
minimizar la unién de fondo, asi como para facilitar la separacioén y el coste.

La separacion se puede realizar, por ejemplo, mediante la retirada de una perla o varilla de medicion de un depésito,
vaciando o diluyendo un depésito tal como un pocillo de placa de microtitulacion, aclarando una perla, particula,
columna cromatografica o filtro con una solucién de lavado o disolvente. La etapa de separacion incluye
preferentemente multiples aclarados o lavados. Por ejemplo, cuando el sustrato soélido es una placa de
microtitulacion, los pocillos se pueden lavar varias veces con una solucion de lavado, que por lo general incluye los
componentes de la mezcla de incubacién que no participan en uniones especificas tales como sales, tampodn,
detergente, proteina no especifica, etc. Cuando el sustrato sélido es una perla magnética, las perlas se pueden lavar
una o mas veces con una solucién de lavado y se pueden aislar usando un iman.

La deteccion se puede realizar de cualquier manera conveniente para los ensayos basados en células tal como la
medicion de un polipéptido inducido dentro, en la superficie de, o secretado por la célula. Algunos ejemplos de
procedimientos de deteccién utiles en ensayos basados en células incluyen andlisis de clasificacion de células
activadas por fluorescencia (FACS), bioluminiscencia, fluorescencia, ensayo de inmunoabsorcion unido a enzimas
(ELISA), reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa inversa (RT-PCR), y similares. Algunos ejemplos de
procedimientos de deteccion utiles en ensayos libres de células incluyen bioluminiscencia, fluorescencia, ELISA, RT-
PCR, y similares.

Ejemplos
Ejemplo 1. Respuesta de PBMC humanas para oligorribonucleétidos que contienen G y U.

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) de donantes sanos, sembradas a
3 x 105 células/pocillo, estimuladas in vitro con diversos agentes inmunoestimulantes de ensayo y control durante
16 horas, y a continuacidon se analizaron mediante ensayo de inmunoabsorcién unido a enzimas (ELISA) usando
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pares de anticuerpos emparejados de BD-Pharmingen para citoquinas IL-12 p40 y TNF-a secretadas, realizado de
acuerdo con el protocolo del fabricante. También se incluyeron ciertos controles negativos, incluyendo medio solo y
DOTAP (pocillo de cultivo de 10 pg/ 200 pl; "Liposomas") solo. Los agentes inmunoestimulantes de control incluian
la imidazoquinolona R-848 (2 ug/ml), lipopolisacarido (LPS; 1 ug/ml), Pam3Cys (5 ug/ml), poli IC (50 pg/ml), and
ADN CpG (50 pyg/ml). Se trata de ligandos informados para TLR7, TLR4, TLR2, TLR3, y TLR9, respectivamente. Los
agentes inmunoestimulantes de ensayo incluian las siguientes moléculas de ARN, cada una a 50 pyg/ml, con y sin
DOTAP (10 ug en total "con Liposomas" y “sin Liposomas”, respectivamente): GUGUUUAC solo; GUAGGCAC solo;
GUGUUUAC en combinacion con GUAGGCAC; GUAGGA; GAAGGCAC; CUAGGCAC; CUCGGCAC; vy
CCCCCCCC. Cada uno de estos oligonucleotidos de ARN contenia un enlace de fosforotioato entre el penultimo
nucledsido y el nucledsido en el extremo una posicion 3'.

La FIG. 1 representa la respuesta de PBMC humanas a los agentes de ensayo y de control enumerados
anteriormente, tal como se mide mediante cantidades secretadas de I1L-12 p40 (pg/ml). Como se puede observar en
la FIG. 1, las PBMC eran sensibles a R-848, LPS, Pam3Cys, y poli IC, mientras que no eran sensibles a DOTAP
solo. De forma significativa, las PBMC humanas secretaron grandes cantidades de IL-12 p40 (10-20 ng/ml) como
respuesta a oligonucleétidos de ARN que contienen G y U, GUGUUUAC solo; GUAGGCAC solo; GUGUUUAC en
combinacion con GUAGGCAC; CUAGGCAC; si CUCGGCAC, cada uno en combinacion con DOTAP. También de
forma significativa, las PBMC humanas no secretaron cantidades significativas de IL-12 p40 como respuesta a
oligonucledtidos de ARN libres de G y U, GAAGGCAC y CCCCCCCC. Parecia que el efecto inmunoestimulante de
las moléculas de ARN que contienen G y U aumentaba en gran medida por la inclusion de DOTAP. En este
experimento, parecia que el ARN 6-mer que contiene G y U, GUAGGA ejercia poco o ningun efecto
inmunoestimulante ya sea con o sin DOTAP.

La FIG. 2 representa la respuesta de PBMC humanas a los agentes de ensayo y de control enumerados
anteriormente, tal como se mide mediante cantidades secretadas de TNF-a. Se observd un patrén de resultados
similar al igual que en la FIG. 1, es decir, las PBMC humanas secretaron grandes cantidades de TNF-a (40-
100 ng/ml) como respuesta a oligonucleotidos de ARN que contienen G y U, GUGUUUAC solo; GUAGGCAC solo;
GUGUUUAC en combinacion con GUAGGCAC; CUAGGCAC; y CUCGGCAC, cada uno en combinacion con
DOTAP. También de forma similar a los resultados de la FIG. 1, las PBMC humanas no secretaron cantidades
significativas de TNF-a como respuesta a oligonucleétidos de ARN libres de G y U, GAAGGCAC y CCCCCCCC, o
como respuesta al ARN 6-mer que contiene G y U, GUAGGA. Parecia que el efecto inmunoestimulante de las
moléculas de ARN que contienen G y U aumentaba en gran medida por la inclusiéon de DOTAP.

En este ejemplo se observara que es posible el siguiente emparejamiento de bases de autocomplementariedad
parcial, en el que se muestran pares de bases oscilantes de G-U unidos con un punto y los pares de bases de G-C y
A-U se muestran unidos con una linea:

CUAGGCAC
- -

CACGGAUC

CUAGGCAC

|11

CACGGAUC

CUCGGCAC
- -

CACGGCUC

CUCGGCAC

CACGGCUC

Ejemplo 2. Comportamiento de respuesta a la dosis de PBMC humanas para oligorribonucleétidos que
contienen Gy U.

Los experimentos que se describen en el ejemplo precedente se repitieron con concentraciones variables de
oligonucledtidos de ARN para evaluar el comportamiento de respuesta a la dosis de las PBMC humanas para
oligonucledtidos de ARN que contienen G y U de la invencion. Se afadié un total de 10, 3 0 1 yg de ARN a 10 yg de
DOTAP y a continuacion se afadieron a los pocillos de cultivo de 200 ul. Después de 16 horas, se realizaron ELISA
para IL-12 p40 y TNF-a como se describe en el Ejemplo 1.

La FIG. 3 representa la respuesta a la dosis de PBMC humanas a los diversos ARN como se mide mediante
cantidades secretadas de IL-12 p40 (ng/ml). Como se puede observar a partir de la FIG. 3, las PBMC humanas
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secretaron cantidades crecientes de 1L-12 p40 como respuesta a cantidades crecientes de oligémeros de ARN que
contienen G y U, GUGUUUAC; GUAGGCAC; CUAGGCAC; y CUCGGCAC, cada uno en combinacion con DOTAP.
Por el contrario, la FIG. 3 también muestra que parecia que las PBMC humanas no secretaban IL-12 p40 como
respuesta a cualquiera de las cantidades sometidas a ensayo de oligémeros de ARN libres de G y U, GAAGGCAC o
CCcCccccc.

Se midié la correspondiente respuesta a la dosis de PBMC humanas para los diversos ARN mediante cantidades
secretadas de TNF-a. Se observé un patron de resultados similar al igual que en la FIG. 3, es decir, las PBMC
humanas secretaron cantidades crecientes de TNF-a como respuesta a cantidades crecientes de oligonucleétidos
de ARN que contienen G y U, GUGUUUAC; GUAGGCAC; CUAGGCAC; y CUCGGCAC, cada uno en combinacion
con DOTAP. También de forma similar a los resultados de la FIG. 3, parece que las PBMC humanas no secretaban
cantidades significativas de TNF-a como respuesta a cualquiera de las cantidades sometidas a ensayo de
oligonucledtidos de ARN libres de G y U, GAAGGCAC y CCCCCCCC.

Ejemplo 3. Sensibilidad de la secuencia de bases de oligomeros de ARN

Se realizaron mutaciones puntuales en el oligonucledtido de ARN GUAGGCAC sustituyendo A o C en posiciones
seleccionadas. Los diversos oligorribonucledtidos incluian los siguientes: GUAGGCAC; GUAGGA; GAAGGCAC;
AUAAACAC; AUAGACAC; AUAAGCAC; GUAAACAC; CUAGGCAC; CUCGGCAC; y GUGUUUAC. Dos
oligonucledtidos se valoraron en PBMC humanas aisladas de donantes sanos y se sembraron a
3 x 105 células/pocillo. Se afiadio un total de 10 ug de ARN a 10 ug de DOTAP y a continuacion se afiadieron a los
pocillos de cultivo de 200 ul. EI TNF-a humano se midié6 con ELISA usando pares de anticuerpos emparejados de
BD-Pharmingen de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los resultados se muestran en la FIG. 4.

Ejemplo 4. Efecto de DOTAP en la respuesta de PBMC humanas a diversos estimulos.

Para caracterizar adicionalmente el papel de DOTAP en los efectos inmunoestimulantes de los oligémeros de ARN
que contienen G y U observados en los ejemplos mencionados anteriormente, se aislaron PBMC humanas de
donantes sanos, se sembraron a 3 x 10° células/pocillo, y se estimularon en presencia de ligandos de TLR
conocidos, ya sea con o sin DOTAP ("con Liposomas" o "sin Liposomas", respectivamente). Los ligandos de TLR
conocidos examinados eran el ARN total preparado a partir de hifas (hifas), ARN total preparado a partir de levadura
(levadura), ARN total preparado a partir de la linea celular HL-60 promielocitica (HL60), in vitro ARN ribosémico
transcrito para Sp6 de E. coli, ARN ribosémico transcrito in vitro para T7 de E. coli, LPS, poli IC, Pam3Cys, y R-848.
Como controles negativos se usaron medio solo y DOTAP solo. También se incluy6 el panel de los ARN de los
ejemplos mencionados anteriores, de nuevo a 10 ug/ml y sin DOTAP.

El ARN total se aisl6 de la linea celular HL-60 promielocitica humana usando Trizol (Sigma). Antes del aislamiento,
las células se trataron durante 4 horas con peroxido de hidrégeno 500 uM (H20-), que induce apoptosis en esta linea
celular (HL60 500). Las células sin tratar sirvieron como control (HL60 0).

Se aislé ARN de Candida albicans a partir de levadura o de hifas (inducido por 4 h de incubacién con suero bovino
fetal al 10 %). Se alimentaron células de un cultivo de 100 ml, se lavaron y se volvieron a suspender en 10 ml de
tampon de Tris/EDTA (10 mM, 1 mM). EI ARN se aisloé por extraccion con fenol acido caliente de acuerdo con
procedimientos que se describen en Ausubel FM y col., eds., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &
Sons, Nueva York.

El fragmento gendmico de 16S ARN de E. coli se amplificé con los cebadores
5-ATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACG-3' (SEQ ID NO: 5) y
5-TAAGGAGGTGATCCAACCGCAGGTTCC-3' (SEQ ID NO: 6) de ADN de E.coli genémico y se corond en el vector
pGEM T easy. Se realizd transcripcion in vitro usando T7 o Sp6 ARN polimerasa. El ARN transcrito se purifico
adicionalmente mediante extraccion con cloroformo/fenol, se precipitd, y se us6 a 10 ug.

Después de 16 horas de incubacion, se realizaron ELISA tal como se hizo anteriormente para evaluar la secrecion
de IL-12 p40 y TNF-a. Los resultados representativos se muestran en la FIG. 5.

La FIG. 5 representa el efecto de DOTAP en la cantidad de IL-12 p40 secretado por PBMC humanas después de la
incubacion con y sin DOTAP. Como se puede observar a partir de la figura, parecia que los siguientes estimulos
ejercian un efecto inmunoestimulante mayor en presencia de DOTAP que en su ausencia: hifas, levadura, Sp6 de E.
coli, y T7 de E. coli. Parecia que los siguientes estimulos ejercian un efecto inmunoestimulante reducido en
presencia de DOTAP que en su ausencia: LPS, poli IC. Parecia que los siguientes estimulos ejercian
aproximadamente el mismo efecto inmunoestimulante en presencia o ausencia de DOTAP: HL60, Pam3Cys y R-
848.

Ejemplo 5. El efecto inmunoestimulante de oligomeros de ARN que contienen G y U depende de las especies
y de MyD88.

Las siguientes células de murino se aislaron y se incubaron con diversos ARN y otros ligandos de TLR para evaluar
la especificidad de especies, tipo celular, y ruta de sefializacion: macrofagos de tipo silvestre en presencia de IFN-y;

63



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2734 652 T3

macrofagos deficientes en MyD88 en presencia de IFN-y; J774 (linea celular de macréfagos de raton); y RAW 264.7
(linea celular de macréfagos de ratén, por ejemplo, TIB-71 de la ATCC). Se generaron macréfagos de hueso murino
a partir de ratones C57BL/6 de tipo silvestre o deficientes en MyD88 por cultivo de células de médula dsea con
50 ng/ml de M-CSF durante 5 dias. Las células se sembraron a 25.000 células/pocillos se trataron con 20 ng/ml de
IFN-y durante 16 horas. Las lineas celulares de macréfagos de murino RAW y J774 se sembraron a
10.000 células/pocillo.

Se examinaron los siguientes agentes de ensayo y de control: R-848 (2 ug/ml), ODN 1668 (ADN CpG; 5'-
TCCATGACGTTCCTGATGCT-3; SEQ ID NO: 7); LPS (1 pg/ml); poli IC (50 pg/ml); Pam3Cys (5 ug/ml);
lonomicina/TPA,; las siguientes moléculas de ARN, cada una con ("+ Lipo") y sin DOTAP (pocillo de cultivo de
10 wg/200 pl): GUGUUUAC solo (ARN1); GUAGGCAC solo (ARN2); GUGUUUAC en combinacion con GUAGGCAC
(ARN1/2); UCCGCAAUGGACGAAAGUCUGACGGA (ARNG6; SEQ ID NO: 8);
GAGAUGGGUGCGAGAGCGUCAGUAUU (ARN9; SEQ ID NO: 9); y las siguientes moléculas de ADN, que
corresponden a ARN1, ARN2, y ARN1/2: GTGTTTAC solo (DNA1); GTAGGCAC solo (DNA2); y GTGTTTAC en
combinacién con GTAGGCAC (ADN1/2). Cada uno de estos oligonucleétidos de ARN y ADN contenia un enlace
fosforotioato entre el pendltimo nucledsido y el nucledsido en el extremo 3'. Cada uno del ARN6 y ARN9 contenia
ademas un enlace fosforotioato entre el penultimo nucledsido y el nucledsido en el extremo 5. EI ARN6 corresponde
a un tallo lazo de ARN ribosémico derivado de Listeria monocytogenes. EI ARN9 corresponde a un tallo lazo
derivado del virus de inmunodeficiencia humana (VIH, un retrovirus de ARN). Las células se cultivaron durante 12
horas y los sobrenadantes se cosecharon. IL-12 p40, IL-6, y TNF-a murino se midieron con ELISA usando partes de
anticuerpos emparejados de BD-Pharmingen de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los resultados
representativos se muestran en la FIG. 6.

El panel A de la FIG. 6 muestra que los macréfagos de murino de tipo silvestre en presencia de IFN-y secretan
cantidades significativas de IL-12 p40 como respuesta a R-848; ODN 1668 (ADN CpG); LPS; poli IC; Pam3Cys; y
oligébmeros de ARN que contienen G y U, GUGUUUAC en combinacién con GUAGGCAC (con DOTAP). Por el
contrario, el panel B de la FIG. 6 muestra que los macréfagos de murino deficientes en MyD88 en presencia de IFN-
y secretan poco o ningun IL-12 p40 como respuesta a cualquiera de los agentes de ensayo y control examinados,
demostrando de este modo una dependencia de MyD88 para la respuesta inmunoestimulante a estos compuestos.
Tal resultado es coherente con la participacion con un TLR en la respuesta inmunoestimulante para cualquiera de
estos compuestos, incluyendo en particular los oligonucleodtidos de ARN que contienen G y U de la invencion. Los
paneles C y D de la FIG. 6 muestran patrones de respuesta generalmente similares, aunque algo atenuados, de las
lineas celulares de macrofagos de raton J774 y RAW 264.7 asi como para macréfagos de murino de tipo silvestre en
presencia de IFN-y, como se muestra en el panel A. Se encontraron resultados basicamente similares en ELISA
realizados en paralelo midiendo IL-6 y TNF-a.

En estudios adicionales que implican células de tipo silvestre de MyD88, se observd que la adicién de bafilomicina
anulaba en gran medida o totalmente el efecto inmunoestimulante de los oligdmeros de ARN. Junto con la
dependencia de MyD88, esta observacion es coherente con la implicacion de al menos uno de TLR3, TLR7, TLRS, y
TLRO.

Ejemplo 6. Uso de éster de colesterilo en lugar de lipido catiénico

Para investigar la posibilidad de usar oligdmero de ARN modificado con éster de colesterilo en lugar de oligémero de
ARN mas lipido catidnico, el oligdbmero de ARN, GUGUGUGU, se prepar6 con (R 1058) y sin (R 1006) una
modificacion del éster de colesterilo en la posicion 3'. Estos dos oligdmeros de ARN con y sin DOTAP, se afiadieron
en un intervalo de concentraciones a cultivos durante la noche de PBMC humanas. Los sobrenadantes del cultivo se
cosecharon, y se midié6 TNF-a, IL-12 p40, e IFN-a humanos con ELISA usando pares de anticuerpos emparejados
de BD-Pharmingen de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los resultados representativos para experimentos
que incluyen DOTAP se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Modificacién de Ester de Colesterilo en Lugar de DOTAP

TNF-a TNF-a IFN-a IFN-a
D + DOTAP - DOTAP + DOTAP - DOTAP
CEso pg/ml CEso, pg/ml CEso pg/ml CEso pg/ml
uM max uM max uM max uM max
R 1006 2,8 40000 7,8 2200 4,5 5000 -- --
R 1058 0,2 75000 1,0 3000 0,5 3800 0,5 1500

Los resultados indican que R 1058, con la modificacién del éster de colesterilo, es mas potente que R 1006, que
tiene la misma secuencia de bases pero sin colesterol, ambos con y sin DOTAP.
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Ejemplo 7. Efecto de la longitud del oligomero.

Los oligébmeros de ARN, GUGUGUGU, GUGUGUG, GUGUGU, GUGUG, GUGU, GUG, y GU, con y sin DOTAP, se
afiadieron en un intervalo de concentraciones a cultivos de una noche de PBMC humanas. Los sobrenadantes del
cultivo se cosecharon, y se midieron los TNF-a, IL-12 p40, y IFN-a humanos con ELISA usando pares de
anticuerpos emparejados de BD-Pharmingen de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los resultados
representativos para los experimentos que incluyen DOTAP se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Efecto de la longitud del oligémero de ARN

D SEC TNF-a IL-12 p40 IFN-a
CEso, UM | pg/mimax | CEso, yM | pg/mimax | CEsg, UM | pg/ml max
R1006 |GUGUGUGU 2,8 40000 1,6 7000 4,5 5000
R1048 |GUGUGUG 2,2 30000 2,6 10000 4,6 2700
R1049 |GUGUGU 6,7 30000 2,1 8000 4,8 3400
R1050 |GUGUG 7,6 40000 3,9 14000 6,9 400
R1051 |GUGU - - >20 14000 - -
R1052 |GUG - - >20 6000 5,5 800
R1053 |GU - - >20 5000 - -

Ejemplo 8. Efecto de la estabilizacion de enlaces internucledsidos.

Se sintetizaron oligémeros de ARN, GUGUGUGU, con enlaces especificos de fosforotioato y fosfodiéster como se
muestra en la Tabla 2, en la que ™" representa fosforotioato y " " representa fosfodiéster. Se afiadieron oligémeros
de ARN, con y sin DOTAP, en un intervalo de concentraciones a cultivos durante la noche de PBMC humanas. Se
cosecharon los cultivos del sobrenadante, y se midieron TNF-qa, IL-12 p40, y IFN-a con ELISA usando pares de
anticuerpos emparejados de BD-Pharmingen de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los resultados
representativos para los experimentos que incluyen DOTAP se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Efecto de la Estabilizacion de Enlaces Internucledsidos

TNF-a IFN-a
ID SEC CEsp, UM max, pg/ml CEsp, UM max, pg/ml
R1006 G*U*G*U*G*U*G*U 2,8 40000 4.5 5000
R1054 G*U_G*U*G*U*G*U 5,6 40000 6,7 3700
R1055 G*U G*U G*U*G*U > 20 20000 -- --
R1056 G*U G*U G*U G*U > 20 12000 -- --
R1057 GUGUGUGU -- -- 0,1 6000

Del mismo modo, se sintetizo un 40-mer con todos los enlaces fosfodiéster capaz de formar una estructura de tallo-
lazo y que tiene una secuencia de bases como se proporciona con
5'-CACACACUGCUUAAGCGCUUGCCUGCUUAAGUAGUGUGUG-3' (R 1041; SEQ ID NO: 10) y se sometio al
ensayo en cultivo durante la noche con PBMC humanas. Se encontré que este oligémero de ARN era muy potente
en su capacidad para inducir IFN-a, con una CEsp < 0,1 ygM y un maximo de 5000 pg/ml.

Ejemplo 9. Conjugados de ADN:ARN.

Se preparo una serie de conjugados de ADN:ARN, conteniendo cada uno la secuencia de ARN, GUGUGUGU, y una
secuencia poli-dT o una secuencia poli-dG. Los oligdmeros eran los que siguen a continuacion, en los que de nuevo
"*" representa fosforotioato y representa fosfodiéster:

G*U*G*U*G*U*G*U_dG_dG*dG*dG*dG*dG (R 1060; SEQ ID NO: 11)
dG*dG*dG*dG_dG_G*U*G*U*G*U*G*U (R 1061; SEQ ID NO: 12)
G*U*G*U*G*U*G*U*dT*dT*dT*dT*dT*dT (R 1062; SEQ ID NO: 13)
dT*dT*dT*dT*dT*G*U*G*U*G*U*G*U (R 1063; SEQ ID NO: 14)

Se cultivaron PBMC humanas durante la noche en presencia de conjugado de ADN:ARN afadido, con y sin DOTAP.
Se cosecharon sobrenadantes del cultivo y se midieron TNF-q, IL-6, IL-12 p40, IP-10, y IFN-a con ELISA usando
pares de anticuerpos emparejados de BD-Pharmingen de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los resultados
representativos para los experimentos que incluyen DOTAP se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Conjugados de ADN:ARN Inmunoestimulantes

D TNF-a IL-6 IP-10
CEso, UM | pg/mlmax | CEso, yM | pg/mimax | CEso, yM | pg/ml max
R1060 4,9 20000 - - - -
R1061 43 20000 >20 10000 1,1 180
R1062 0,3 80000 0,4 28000 0,1 400
R1063 0,3 60000 0,8 28000 0,1 250

Ejemplo 10. ARN de Transferencia.

Se cultivaron PBMC humanas durante la noche en presencia de diversas concentraciones (1, 3, y 10 uyg/ml) de ARNt
obtenidos de fuentes de germen de trigo, bovino, levadura, y E. coli, afiadidos a medio de cultivo con y sin DOTAP.
Se cosecharon sobrenadantes del cultivo y se midieron TNF-a e IL-12 p40 con ELISA usando pares de anticuerpos
emparejados de BD-Pharmingen de acuerdo con el protocolo del fabricante. También estaban presentes ARNt de
levadura y E. coli, y en menor medida ARNt bovino, TNF-a inducido e IL-12 p40 cuando DOTAP también estaba
presente. Ademas, el ARNt de E. coli a 3 y 10 yg/ml indujo cantidades menores de ambas citoquinas incluso sin
DOTAP.

Ejemplo 11. ARN de VIH.

Se incubaron PBMC humanas durante la noche con cualquiera de dos secuencias fundamentales ricas en Gy U, es
decir 5'-GUAGUGUGUG-3' (SEQ ID NO: 2) y 5-GUCUGUUGUGUG-3' (SEQ ID NO: 3), que corresponden a los
nucledtidos 99-108 y 112-123 de la cepa BH10 del VIH-1, respectivamente, cada una con y sin DOTAP. Los cultivos
del sobrenadante se cosecharon, y se midieron IL-12 p40 y TNF-a humanos con ELISA usando pares de
anticuerpos emparejados de BD-Pharmingen de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los resultados
representativos se muestran en la FIG. 7. La figura muestra que ambas de estas moléculas de ARN, a
concentraciones micromolares en presencia de DOTAP, inducian 50-100 ng/ml de TNF y 50-200 ng/ml de 1L-12 p40.

Ejemplo 12. Respuesta de PBMC Humanas a Factor de Respuesta Rigurosa.

Cuando las bacterias se dejan en ayunas, entran en una respuesta programada denominada respuesta rigurosa.
Esto implica la produccién de alarmonas de acido nucleico y pérdida de ribosomas. Las bacterias que crecen a tasas
elevadas contienen 70.000-80.000 ribosomas que representan tanto como un 50 % de su peso seco. A medida que
el crecimiento se desacelera, los ribosomas innecesarios se hidrolizan. Se planteé la hipétesis de que las células en
crecimiento rapido en su fase estacionaria inicial contienen grandes cantidades de oligorribonucleétidos que se
liberan en los medios cuando las células entran en un ambiente de pH neutro.

La FIG. 10 representa la respuesta de PBMC humanas al factor de respuesta rigurosa (SRF). SRF se producen
mediante un crecimiento rapido de bacterias (en este caso de Listeria monocytogenes) en medios ricos hasta su
fase logaritmica tardia. Las bacterias se sedimentaron y se volvieron a suspender en un volumen igual de PBS
durante 24 h. tan expresa centrifuga para retirar las bacterias. El sobrenadante se esteriliza pasandolo a través de
un filtro de 0,2 ym. la solucién esterilizada se pasé a través de un filtro molecular con un limite de 10 kDa. Esta
fraccion se separd en una columna C18 y el eluyente se sometié al ensayo. A una concentracion de 5 ug/ml, SRF
indujo TNF de PBMC humanas. Si SRF se trataba con cualquiera de las tres ARNsas, la actividad se destruia. La
actividad no era debida a sustancias distintas del ARN por que el SRF tratado con ARNsa presentaba una capacidad
de estimulacién cercana a la del fondo. Esto implicaba que la actividad era debida al ARN.

Ejemplo 13. Respuesta de PBMC Humanas a Complejos de Ribonucleésido de Vanadilo.

Durante los estudios de SRF se determind de forma sorprendente que el inhibidor de ARNsa, complejos de
ribonucledsido de vanadilo (RVC), podian estimular las PBMC humanas para producir TNF (FIG. 11) e IL-6.

La FIG. 11 representa la respuesta de PBMC humanas a los complejos de ribonucledsido de vanadilo (RVC).
Durante el ensayo de inhibidores de ARNsa se descubri6é de forma inesperada que los RVC eran estimulantes para
las PBMC humanas. El RVC 2 mM indujo la liberacion de TNF sustancial. También se sometié ensayo la
imidazoquinolina antiviral, resiquimod (R-848) representado como X y se usé a 0,1 pug/ml.

Ejemplo 14. Respuesta de TLR7 Humano y TLR8 humano a Ribonucleésidos.

Las observaciones del Ejemplo 13 se podrian extender a células 293 reconstituidas genéticamente con TLR7 y TLR8
pero no ha células 293 no transfectadas (FIG. 12). Durante el analisis de complejos de ribonucledsido de vanadilo
individuales, se determin6 de forma inesperada que una mezcla de los ribonucledsidos A, U, C, y G o del
ribonucledsido G individual era eficaz en ausencia de vanadato en la estimulacion de PBMC para producir TNF y
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TLRY7 o TLRS8 para activar NF-kB (FIG. 12).

La FIG. 12 representa la respuesta de TLR7 humano y TLR8 humano a ribonucledsidos. Se determin6é que la
respuesta por PBMC humanas a ARN o RVC estaba mediada por TLR7 o TLR8 y adicionalmente que la respuesta
se podria dirigir solamente con ribonucledsidos. Las células 293 humanas se transfectaron de forma simulada o se
transfectaron con TLR7 humano o TLR8 humano y se control6 la respuesta a la ribonucledsidos. Los marcos de
lectura abierta de TLR7 humano (hTLR7) y TLR8 humano (hTLR8) se amplificaron con PCR a partir de una
biblioteca de ADNc de PBMC humanas usando los siguientes pares de cebadores: para TLR7,
5'-CACCTCTCATGCTCTGCTCTCTTC-3' (SEQ ID NO: 15) y 5-GCTAGACCGTTTCCTTGAACACCTG-3' (SEQ ID
NO: 16); y para TLR8, 5-CTGCGCTGCTGCAAGTTACGGAATG-3' (SEQ ID NO: 17) y
5'-GCGCGAAATCATGACTTAACGTCAG-3' (SEQ ID NO: 18). La informacion de la secuencia para la seleccion del
cebador se obtuvo a partir de los numeros de referencia de Genbank AF240467 y AF245703. Todos los fragmentos
de TLR de longitud completa se clonaron en vector pPGEM-T Easy (Promega, Mannheim, Alemania), se escindieron
con Notl, se clonaron en el vector de expresion pcADN 3.1(-) (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) y se secuenciaron.
Las secuencias de la region de codificacion de hTLR7 y hTLR8 corresponden a los niumeros de referencia AF240467
(SEQ ID NO: 25) y AF245703, respectivamente (SEQ ID NO: 29).

Para controlar la activacion transitoria de NF-kB, se electroporaron 3 x 108 células 293 HEK (ATCC, VA, USA) a
200 voltios y 960 uF con 1 pg de plasmido de expresion de TLR, 20 ng de plasmido indicador de luciferasa de NF-kB
y 14 pg de plasmido de pcADN3.1(-) como vehiculo en 400 ul de medio RPMI complementado con suero bovino fetal
al 25 % (FCS). Las células se sembraron a 10° células por pocillo y después de cultivo durante la noche se
estimularon con R-848 (indicado en la FIG. 12 como X; sintetizado en el mercado por GLSynthesis Inc., Worcester,
MA, USA), RVC o ribonucledsido durante un periodo adicional de 7 horas. Las células estimuladas se lisaron usando
tampon de lisis indicador (Promega, Mannheim, Alemania), y el lisado se someti®é ensayo para actividad de
luciferasa usando un luminémetro Berthold (Wildbad, Alemania).

Como se representa en la FIG. 12, los transfectantes de TLR7 respondieron a R-848, RVC, una mezcla de
ribonucledsidos (A, G, C, U a 0,5 mM) y el ribonucledsido de guanosina. Del mismo modo, TLR8 presentaba un
patrén de respuesta similar.

Ejemplo 16. Respuesta de TLR7 y TLR8 a Mezclas de Dos Ribonucleésidos.

La FIG. 13 representa la respuesta de TLR7 y TLR8 a mezclas de dos ribonucledsido. En un experimento realizado
como en la FIG. 11 se determin6 que TLR 8 respondia mejor a una combinacion de los ribonucleésidos G y U, sin
embargo, TLR7 respondia mejora G solo. Adicionalmente, se puede observar que se proporcionaba una respuesta
menor con una combinacién de C y U. Estos datos muestran que los ribonucledsidos de la composicion apropiada
sirven como ligandos para TLR7 y TLR8. El estimulo de TPA no especifico sirvié solamente como un control. X
representa R-848.

Ejemplo 17. PBMC Humanas Responden a una Mezcla de los Ribonucleésidos G y U.

La FIG. 14 representa la respuesta de PBMC humanas a una mezcla de los ribonucleésidos G y U. Se puede
observar que los ribonucledsidos G y U actian de forma si enérgica para inducir TNF de las PBMC humanas. En
este ejemplo, la proporcion de G:U de 1:10 era 6ptima.

Ejemplo 18. PBMC Humanas Responden a Oligorribonucleétidos Ricos en Gy U.

La FIG. 15 representa como las PBMC humanas responden a oligonucleétidos ricos en G y U de ARN. Los
oligonucledtidos 5-GUUGUGGUUGUGGUUGUG-3' tanto de ARN como de ADN, (SEQ ID NO: 1 y 19) se
sometieron a ensayo a 30 uM en PBMC humanas y el TNF se controlé. Las PBMC humanas eran sensibles a
oligonucledtidos de ARN ricos en G y U y no a oligonucleétidos de ADN ricos en G y U.

Ejemplo 19. PBMC Humanas Responden al ARN Oxidado.

La FIG. 16 representa la respuesta de PBMC humanas al ARN oxidado. Se aisl6 ARN 16S ribosémico de E. coliy se
sometié a oxidacion quimica. Los tratamientos fueron (mod A) acido ascoérbico 0,2 mM mas CuCl; 0,2 mM durante
30 min a 37 °C o (mod B) 0 acido ascérbico 0,2 mM mas CuCl; 0,02 mM durante 30 min a 37 °C. Este tratamiento
induce la oxidacién en la posicion 8 de la guanosina y también induce roturas en la hebra en la posicién 3' de la
guanosina modificada. Se mostré6 que el ARN ribosémico inducia la produccion de TNF de PBMC humanas.
También era evidente que la oxidacion del ARN ribosémico potencia en gran medida la respuesta.

Ejemplo 20. TLR7 Humano Responde al Ribonucleésido de Guanosina Oxidado.

La FIG. 17 representa respuestas de TLR7 y TLR8 humanos al ribonucledsido de guanosina oxidado. Las células
transfectadas de forma simulada o transfectadas con TLR7 humano o TLR8 humano, como en el Ejemplo 14, se
sometieron a ensayo para la respuesta a la 7-alil-8-oxoguanosina (loxorribina) a 1 mM. Se puede mostrar claramente
que el TLR7 humano es sensible a la 7-alil-8-oxoguanosina. Por lo tanto, parece que un ligando para TLR7 son
acidos nucleicos oxidados.
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Ejemplo 21. TLR7 Humano Responde a Otro Ribonucleésido de guanosina Modificado.

La FIG. 18 representa respuestas de TLR7 humano al otro ribonucleésido de guanosina modificado. Las células
transfectadas con TLR7 humano, como en el Ejemplo 14, se sometieron a ensayo para una respuesta dependiente
de la dosis a 7-alil-8-oxoguanosina (loxorribina). Adicionalmente, se sometieron a ensayo otras guanosinas
modificadas. Se puede mostrar claramente que el TLR7 humano era sensible a 7-alil-8-oxoguanosina de una forma
dependiente de la dosis. Como se ha mostrado anteriormente, el TLR7 humano era sensible a la guanosina; sin
embargo la FIG. 18 también muestra que el TLR7 humano respondia medianamente a la forma desoxi de la
guanosina asi como a la 8-bromo-guanosina.

Ejemplo 22. Distribuciéon de TLR Humanos.

La FIG. 19 representa la distribucién de TLR1-TLR9 humanos. Diversas células inmunitarias humanas purificadas se
identificaron sistematicamente por PCR para TLR1 a través de 9 expresiones. Se mostrd que células dendriticas CD
123+ linfoides humanas (DC) eran fuertemente positivas para TLR9 y TLR7 mientras quedan mas débiles para
TLR8. Sin embargo, se mostro lo inverso para DC CD11c+ mieloide. Esto es muy significativo porque los dos tipos
de DC tienen funciones muy diferentes en el sistema inmunitario. De forma significativa, la FIG. 19 también muestra
que los neutrofilos humanos eran fuertemente positivos para TLR8 humano mientras que muy débiles para TLR9 y
negativo para TLR7. Esto también es importante porque los neutréfilos a menudo son las primeras células en
involucrarse con agentes patdgenos infecciosos y por lo tanto se cree que para iniciar respuestas.

Ejemplo 23.

Se transfectaron células HEK-293 de forma estable con TLR7 humano o TLR8 humano. Adicionalmente, las células
se transfectaron de forma estable con la construccion indicadora de luciferasa-NF-kB. Las células se valoraron con
cantidades variables de oligonucleétidos de ARN y se cultivaron durante 16 h. La actividad de luciferasa se midié
con procedimientos convencionales y se normalizé frente a transfectantes estimulados de forma simulada. La
actividad de luciferasa medida para el transfectante estimulado de forma simulada se ajusté hasta un valor de
induccion de NF-kB de 1 vez. Los resultados se muestran en la FIG. 20, en la que el NF-kB antiguo inducido por el
oligonucledtido de ARN de estimulaciéon se representa frente a la concentracion del ribonucledtido de ensayo. La
estimulacion con GUGUGUGU se muestra para TLR8 humano. La estimulacion con GUAGUCAC se muestra para
TLR7 humano y TLR8 humano.

Equivalentes

Se considera que la memoria descriptiva escrita mencionada anteriormente es suficiente para permitir que un
experto en la materia ponga en practica la invencién. La presente invencion no esta limitada en su ambito por los
ejemplos que se proporcionan, ya que los ejemplos pretenden ser una simple ilustracion de un aspecto de la
invencion y otras realizaciones funcionalmente equivalentes estan dentro del ambito de la invencion. Diversas
modificaciones de la invencion, ademas de las que se muestran y se describen en el presente documento seran
evidentes para los expertos en la materia a partir de la descripcion anterior y entran dentro del ambito de las
reivindicaciones adjuntas. Las ventajas y objetos de la invencion no se incluyen necesariamente por cada realizacion
de la invencion.
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Ser

Hig Leu

40

Val Leu

Phe

Thr

Ile Ser

78

Tyr Ser

10

Thr Asn

Lys

Asn

Arg Tyr

Lys
90

acctcactat
cccctttgaa
acttctcatc
agttettggt
aattecatgee
agaccaatcet
agaagcaatt
tctattaaaa
tgaacaaaat
gaaccatgea
agttcagaaa
aaactctgta
taaaaagttc
tttgtaaatyg
ttcaggccta

ajsaaaaaaaa

Phe

Gln

Leu Thr

Gly

Cys

Hisg

catgggttcc
ctctttttca
cactttgagg
ttcaaagaaa
tataaagata
ctcaaatttt
gttaacagca
gacccattat
ctggattcca
ctetgtttge
gaacggatag
cattaaattt
tatggcaaat
attatattct
tttttgacaa

d4aaaaaa

Leu
15

Gly

Thr
30

vVal

Ile Pro

45

Thr
60

Leu

Ser
75

Leu Glu

Hisg

Gln

Pro

Asn Gln

Leu Ala

Glu Leu

95

Leu

Arg

Asp

Leu

Ile

80

Cys

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3057



Gln

Ser

Leu

Lys

145

Ser

Leu

Glu

Pro

Phe

225

Lys

Ala

Lys

Asp

Ser

305

Gly

Gln

Ile

Gln

Asp

130

Asn

Ser

Leu

Fhe

Leu

210

Ala

Leu

Asgsn

Trp

Val

290

Leu

Leu

Ser

Leu

Ile

115

Leu

Gln

Thr

Leu

Leu

195

Lys

Leu

Cys

Asn

Thr

275

Gly

Glu

Ser

val

Pro

100

Ser

Met

Lys

Lys

Ala

180

Gly

Glu

Leu

Trp

Gln

260

Asn

Asn

Tyr

Asn

Ser

Leu

Asp

Ser

Asn

Leu

165

Lys

Asn

Phe

Leu

Glu

245

Leu

Leu

Gly

Asn

Leu

325

Leu

ES 2734 652 T3

Leu

Gln

Asn

Leu

150

Gly

Asn

Ser

Ser

Asn

230

Leu

Leu

Thr

Ser

Asn

210

Arg

Ala

Lys

Thr

Ser

135

Ile

Thr

Lys

Ser

Pro

215

Asn

Ser

Ala

Gln

Phe

295

Ile

Tyr

Ser

Val

Phe

120

Ile

Lys

Gly

Ile

Leu

200

Gly

Ala

Asn

Thr

Leu

280

Ser

Gln

Leu

His

79

Leu

105

val

His

Leu

vVal

Leu

185

Arg

Cys

Gln

Thr

Ser

265

Asp

Tyr

Arg

Ser

Pro

Asn

Phe

Lys

Asp

Gln

170

Ala

Lys

Phe

Leu

Ser

250

Glu

Leu

Leu

Leu

Leu

330

Asn

Leu

Cys

Ile

Leu

155

Leu

Leu

Leu

Gln

Asn

235

Ile

Ser

Ser

Pro

Ser

315

Lys

Ile

Gln

Thr

Lys

140

Ser

Glu

Arg

Asp

Thr

2290

Pro

Gln

Thr

Tyr

Ser

300

Pro

Arg

Asp

His

Asn

125

Ser

His

Asn

Ser

Leu

205

Ile

His

Asn

Phe

Asn

285

Leu

Arg

Ala

Asp

Asn

110

Leu

Asn

Asn

Leu

Glu

150

Ser

Gly

Leu

Leu

Ser

270

Asn

Arg

Ser

Phe

Phe

Glu

Thr

Pro

Gly

Gln

175

Glu

Ser

Lys

Thr

Ser

255

Gly

Leu

Tyr

Phe

Thr

335

Ser

Leu

Glu

FPhe

Leu

160

Glu

Leu

Asn

Leu

Glu

240

Leu

Leu

His

Leu

Tyr

320

Lys

Phe



Gln

Pro

Leu

385

Thr

Lys

Gln

Ser

Ser

465

Pro

Asp

Asp

Gly

aArg

545

Gly

Glu

Trp

Ser

370

Ser

Phe

Asn

Leu

Gly

450

Tyr

Ser

Ile

Leu

Leu

530

Leu

Leu

Ile

Leu

355

Thr

Leu

Val

His

Arg

435

Gln

Asrn

Leu

Ser

Ser

515

Glu

Trp

Ser

Pro

340

Lys

Lys

Ser

Ser

Ile

420

Ile

Glu

Lys

Gln

Pro

500

Asn

Asn

Lys

His

Val
580

Tyr

Ser

Lys

Leu

405

Ser

Leu

Trp

Tyr

Arg

485

Ser

Asn

Leu

Arg

Leu

565

Gly

ES 2734 652 T3

Leu

Asn

Thr

390

Ala

Lys

Asp

Arg

Leu

470

Leu

Pro

Asn

Glu

Ala

550

His

Val

Glu

Thr

375

Phe

His

Ile

Leu

Gly

455

Gln

Met

Phe

Ile

Ile

535

Asn

Ile

Phe

Tyr

360

Phe

Thr

Ser

Ala

Gly

440

Leu

Leu

Leu

Arg

Ala

520

Leu

Pro

Leu

Lys

80

345

Leu

Thr

Ser

Pro

Asn

425

Leu

Arg

Ser

Arg

Pro

505

Asn

Asp

Gly

Asn

Asn
585

Asn

Gly

Leu

Leu

410

Gly

Asn

Asn

Thr

Aryg

490

Leu

Ile

Phe

Gly

Leu

570

Leu

Met

Leu

Gln

395

Leu

Thr

Glu

Ile

Ser

475

Val

Arg

Asn

Gln

Pro

555

Glu

Phe

Asp

val

380

Thr

Thr

Phe

Ile

Phe

460

Ser

Ala

Asn

Glu

His

540

val

Ser

Glu

Asp

365

Ser

Leun

Leu

Ser

Glu

445

Glu

Phe

Leu

Leu

Asp

525

Asn

Asn

Asn

Leu

350

Asn

Leu

Thr

Asn

Trp

430

Gln

Ile

Ala

Lys

Thr

510

Leu

Asn

Phe

Gly

Lys
590

Asn

Lys

Asn

Leu

415

Leu

Lys

Tyr

Leu

Asgn

495

Ile

Leu

Leu

Leu

Leu

575

Ser

Ile

Tyr

Glu

400

Thr

Cys

Leu

Leu

Vval

480

val

Leu

Glu

Ala

Lys

560

Asp

Ile



Asn

Asp

Ser

625

Leu

Trp

Ser

Leu

Leu

705

Val

Val

Glu

Asp

Leu

785

Leu

Vval

val

Leu

Gln

610

Val

Asp

Phe

Thr

Lys

630

Leu

Leu

Ser

Gln

Trp

770

Lys

Glu

Ile

His

Gly

585

Thr

Glu

Met

Val

His

675

Leu

Phe

Leu

Val

Phe

755

val

Phe

Ala

Thr

His
835

Leu

Ser

Lys

Arg

Asn

660

Tyr

Phe

Thr

Ile

His

740

Glu

Trp

Cys

Ile

His

B20

Ala

Asn

Leu

Asp

Phe

645

Trp

Leu

Asp

Ile

His

725

Arg

Tyr

Glu

Leu

Val

805

His

Val

ES 2734 652 T3

Asn

Val

630

Asn

Ile

Cys

Thr

Ser

710

Ile

Ile

Thr

Hisg

Glu

790

Asn

Leu

Gln

Leu

Ser

615

Phe

Pro

Asn

Asn

Ser

695

Thr

Glu

Leu

Ala

Phe

775

Glu

Ser

Len

Gln

Asn

600

Leu

Cys

Phe

Gln

Thr

680

Ser

Ser

Gly

Gly

Tyr

760

Ser

Arg

Ile

Lys

Ala
840

81

Lys

Asn

Pro

Asp

Thr

665

Pro

Cys

Met

Trp

Phe

745

Ile

Pro

Asp

Lys

Asp

825

Ile

Leu

Leu

Pro

Cys

650

His

His

Lys

Leu

Arg

730

Lys

Ile

Met

Phe

Arg

810

Pro

Glu

Glu

Gln

Phe

635

Thr

Thr

His

Asp

Leu

715

Ile

Glu

His

Glu

Glu

795

Ser

Leu

Gln

Pro

Lys

620

Gln

Cys

Asn

Tyr

Ser

700

val

Ser

Ile

Ala

Glu

780

Ala

Arg

Cys

Asn

Phe

605

Asn

Asn

Glu

Ile

Tyr

685

Ala

Phe

Phe

Asp

His

765

Gln

Gly

Lys

Arg

Leu
845

Ile

Leu

Leu

Ser

Phe

670

Gly

Pro

Ile

Tyr

Thr

750

Lys

Asp

Val

Ile

Arg

830

Asp

Phe

Ile

Asn

Ile

655

Glu

Phe

Phe

Leu

Trp

735

Gln

Asp

Gln

Leu

Ile

815

Phe

Ser

Asp

Thr

Ser

640

Ser

Leu

Pro

Glu

Val

720

Asn

Ala

Arg

Ser

Gly

800

Phe

Lys

Ile



Ile Leu Ile Phe Leu Gln

B50

Leu Cys Leu Arg Arg Gly

865

Pro Val Gln Lys

Ala Leu Gly Ser Arg Asn

<210> 23
<211> 3310
<212> ADN

900

<213> Mus musculus

<400> 23
tagaatatga

ttatctaatg
aaaccaatge
acctgatgat
attaccacct
ctccatttca
cctgcaacat
gacagaacte
ccagaagaat
aacgggggte
gttgcgaagt
atcaaatcca
cctecctettg
ttcaaacaca
gagcacttte
cetecatgat
ggagtacaac
gtacctgagt
cattgacgat

taatattcca

tacagggatt
tacteectttyg
actgtgagat
ctteccteta
accaacttta
aaactggagc
aatgagctct
gatctaatgt
ctaatcaaat
caactggaga
gaagaacttg
cttaaagagt
aacaacgccce
agcatccaga
tetgggetga
gteggeaacy
aatatacagc
ttgaagcgag
ttttccttte

agtaccaaaa

ES 2734 652 T3

Asn
855

Met
870

Glu Arg Ile

885

Ser

gcacccataa
ggggactttt
acaacgtage
acataacagt
caagatacag
cagaactgtg
ctcagatttc
ctaactcaat
tagatttgte
acctecaaga
agtttcttgg
tctecceceggg
aactgaaccc
atctctetet
agtggacaaa
gttecttete
gtctgtccce
catttactaa
aatggttaaa

gcaatacctt

Ile
Phe

Lys

Asn

Pro Asp Tyr Lys

Ser His

Ala Phe

B60

Cys
875

His His

890

Ala Leu

905

tctgggetga
gtecctatgyg
tgactgeage
gttgaatctt
ccaacttgcet
ccaaatactc
tgatcaaacc
acacaaaatt
tecataatggt
actgetetta
caattcttct
gtgtttccag
ccacctcaca
ggctaacaac
teteacceag
ctatcteeca
tcgectetttt
gcaaagtgtt
atatttggaa

cacgggattyg

82

His

atcatgaaag
attecttetgg
catttgaage
actcacaace
atcttggatg
cctttgttga
tttgtcttct
aaaagcaacc
ttatcatcta
gcaaaaaata
ttacgaaagt
acaattggca
gagaagcttt
cagetgetgg
ctcgatettt
agectgaggt
tatggactct
tcacttgett
tatctcaaca

gtgagtctga

895

ggtgttcctc
tgtettecac
taacacacat
aactcagaaqg
caggatttaa
aagtattgaa
gcacgaacct
ctttcaaaaa
caaagttggyg
aaatcettge
tggacttgtc
agttattcgc
gctgggaact
ccaccagega
cctacaacaa
atetgtetet
ccaacctgag
cacatcccaa
tggatgacaa

agtacctaag

Leu Asn His Ala

Ile Leu Asn Trp

880

Lys Leu Gln Val

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

€40

800

960

1020

1080

1140

1200



tectttccaaa
teattoteooe
tactttectet
aaaactcage
taacaaatac
gatgcotcagg
tegtaacttg
gctggagggt
ctggaaacge
catcttgaat
attegaacta
ttttgatgac
tgagaaggat
teegttegac
cactaatate
ctteococeoetyg
cttcataate
cgagggctgg
ggaaatagac
agacagagac
attttgccta
tagcatcaaa
tetgtgcaga
ttcaattata
tttgecgaaga
gataaatgcce
aactcatttg
gaatctaagt
catcacaatce
tcactccaaa
ttettgaggt

agttttataa

actttcacaa
ttgctcacte
tggttaggoce
ggccaggaat
ctecaactgt
agggtggeeoc
accattectgg
cttgagaatce
gcaaaccoog
ttagagtcca
aagagcatca
cagacatctc
gttttcggge
tgecacgtgty
tttgagectgt
aagctttteg
agcaccagta
aggatctectt
acacaggctg
tgggtctggy
gaagaaaggyg
agaagccgaa
agattcaagy
ctgatttttce
ggaatgttta
tttcatcata
aagatttgga
tttacttgaa
caatctcagt
taaacacatg
gtatcacage

atgtaatttt

ES 2734 652 T3

gtttgcaaac
tcaacttaac
aactcaggat
ggagaggtct
ctaccagtte
ttaaaaatgt
acttaagcaa
tagaaatccet
gtggtccegt
acggcttaga
atctaggact
taaggtcact
cgcettttca
aaagtatttc
ccactcacta
atacatcatc
tgctcetggt
tttactggaa
agcagtttga
aacatttctc
actttgaagc
aaatcatttt
tacatcacgc
tecagaatat
aatctcattyg
aattgcaagt
gtcggtaaag
agttttgtat
tttgaaatat
ggcagttaaa
tttaaagggt

ttaaaactog

tttaacaaat
gaaaaatcac
acttgatcte
gagaaatata
ctttgeattg
ggatatcteoce
caacaacata
ggatttteag
taatttoetg
tgaaatccca
gaataactta
gaacctccag
aaacctgaac
ctggtttgtt
cctetgtaac
ctgtaaagac
ttttatactt
tgtttecagtg
atatacagcc
cccaatggaa
aggocgtectt
cgttatcaca
agttcagcaa
teccagattat
catcttgaac
agcacttgga
ggatagatcc
atttatttat
tteggettat
aacatcctet
tttaaatatt

agtcttactg

83

gaaacatttg
atctcaaaaa
ggecttaatg
tttgagatct
gteceecagece
cottecacett
gccaacataa
cacaataact
aaggggctgt
gtcggggttt
aacaaacttg
aagaacctca
agtttagata
aactggatca
actccacate
agcgcccect
gtggtactge
catcggatte
tacataattc
gaacaagacc
ggacttgaag
caccatttat
gctattgage
aaactaaacec
tggccagtte
tcteggaatt
aatttataaa
atgtatagat
ttcattgaca
attaatagat
tttatataaa

tgtageteoag

tgtcacttge
tagcaaatgg
aaattgaaca
acctatccta
ttcaaagact
teegecctet
atgaggactt
tagececagget
ctcaccteca
tcaagaactt
aaccattcat
taacatctgt
tgegecttecaa
accagaccca
attattatgg
ttgaactcct
tecattcacat
ttggtttcaa
atgcccataa
aatctctcaa
caattgttaa
taaaagacce
aaaatctgga
atgcactctg
agaaagaacg
cagcacatta
ggtccatcat
gatgatatta
tetggtttat
tacccattaa
taagactgag

aaaggoctgy

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



ES 2734 652 T3

aaattaatat attagagagt catgtcttga acttatttat ctectgectecc ctetgtcetece 3180
agagtgttgc ttttaagggc atgtagcacc acacccagct atgtacgtgt gggattttat 3240
aatgctcatt tttgagacgt ttatagaata aaagataatt gcttttatgg tataaggcta 3300
cttgaggtaa 3310
<210> 24
<211> 1049
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 24

Met Val Phe Pro Met Trp Thr Leu Lys Arg Gln Ile Leu Ile Leu Phe

1 5 10 15

Asn Ile Ile Leu Ile Ser Lys Leu Leu Gly Ala Arg Trp Phe Pro Lys
20 25 30

Thr Leu Pro Cys Asp Val Thr Leu Asp Val Pro Lys Asn His Val Ile
35 40 45

Val Asp Cys Thr Asp Lys His Leu Thr Glu Ile Pro Gly Gly Ile Pro

Thr Asn Thr Thr Asn Leu Thr Leu Thr Ile Asn His Ile Pro Asp Ile
65 70 75 80

Ser Pro Ala Ser Phe His Arg Leu Asp His Leu Val Glu Ile Asp Phe
85 90 95

Arg Cys Asn Cys Val Pro Ile Pro Leu Gly Ser Lys Asn Asn Met Cys
100 105 110

Ile Lys Arg Leu Gln Ile Lys Pro Arg Ser Phe Ser Gly Leu Thr Tyr
115 120 125

Leu Lys Ser Leu Tyr Leu Asp Gly Asn Gln Leu Leu Glu Ile Pro Gln
130 135 140

Gly Leu Pro Pro Ser Leu Gln Leu Leu Ser Leu Glu Ala Lys Asn Ile
145 150 155 160

Phe Ser Ile Arg Lys Glu Asn Leu Thr Glu Leu Ala Asn Ile Glu Ile
165 170 175

Leu Tyr Leu Gly Gln Asn Cys Tyr Tyr Arg Asn Pro Cys Tyr Val Ser
180 185 190

84



Tyr

Leu

Ser

225

Gln

Ser

Cys

Leu

Val

305

Leu

His

Leu

Leu

Leu

385

val

Phe

Thr

Ser

Ser

210

Thr

Glu

Gly

Lys

Thr

290

Pro

Ser

Phe

Gln

Lys

370

Lys

Leu

Lys

Ser

Thr

155

Leu

Leu

Asp

Asn

Asn

275

Glu

Pro

Gln

Leu

Val

355

Ser

Ser

Asp

Gln

Pro

Glu

Lys

Thr

Asp

Cys

260

Asn

Leu

Arg

Asn

Pro

340

Tyr

Leu

Phe

Leu

Phe

420

Ser

Lys

Asp

Glu

Phe

245

Pro

Ser

Lys

Trp

Phe

325

Ser

Arg

Lys

Asn

Gly

405

Lys

Gly

ES 2734 652 T3

Asp

Asn

Leu

230

Asn

Arg

Pro

val

Phe

310

Leu

Leu

Ala

Ile

Leu

390

Thr

Arg

Asp

Ala

Asn

215

Tyr

Asn

Cys

Leu

Leu

295

Lys

Ala

Ile

Ser

Leu

375

Ser

Asn

Leu

Ser

Phe

200

val

Leu

Leu

Tyr

Gln

280

Arg

Asn

Lys

Gln

Met

360

Arg

Pro

Phe

Lys

Ser

85

Leu

Thr

Tyr

Asn

Asn

265

Ile

Leu

Ile

Glu

Leu

345

Asn

Ile

Leu

Ile

Val

425

Glu

Asn

Ala

Asn

Gln

250

Ala

Pro

His

Asrn

Ile

330

Asp

Leu

Arg

His

Lys

410

Ile

Val

Leu

Val

Asn

235

Leu

Pro

Val

Ser

Lys

315

Gly

Leu

Ser

Gly

Asn

395

Ile

Asp

Gly

Thr

Pro

220

Met

Gln

Phe

Asn

Asn

300

Leu

Asp

Ser

Gln

Tyr

380

Leu

Ala

Leu

Phe

Lys

205

Thr

Ile

Ile

Pro

Ala

285

Ser

Gln

Ala

Phe

Ala

365

val

Gln

Asn

Ser

Cys

Leu

Vval

Ala

Leu

Cys

270

Phe

Leu

Glu

Lys

Asn

350

Phe

Phe

Asn

Leu

val

430

Ser

Lys

Leu

Lys

Asp

255

Ala

Asp

Gln

Leu

Phe

335

Phe

Ser

Lys

Leu

Ser

415

Asn

Asn

Val

Pro

Ile

240

Leu

Pro

Ala

His

Asp

320

Leu

Glu

Ser

Glu

Glu

400

Met

Lys

Ala



Tyr

465

Glu

Thr

Phe

Ile

Arg

545

Ala

Ser

Lys

Ser

Glu

625

Ile

Met

Thr

450

Phe

Ala

Leu

Gln

Ser

530

Tyr

Phe

His

Asn

Ser

610

Phe

Tyr

Ser

Pro

435

Ser

Arg

Ser

Asp

His

515

Gln

Leu

Glu

Tyr

Leu

595

Ser

Arg

Leu

Lys

Pro
675

vVal

Tyr

Phe

Leu

500

Leu

Thr

Asp

Glu

Phe

580

Lys

Thr

Gly

Gln

Asn

660

Asn

Glu

Asp

Met

485

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

565

Gln

Val

Ser

Asn

Leu

645

Ser

Leu
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Ser

Lys

470

Ser

Lys

Phe

Asrn

Ser

550

His

Ser

Leu

Arg

His

630

Phe

Leu

Lys

Tyr

455

Tyr

Val

Asn

Leu

Gly

535

Asn

Lys

Glu

Gln

Thr

615

Leu

Lys

Ser

Asn

440

Glu

Ala

AsSn

Ser

Lys

520

Ser

Asn

Leu

Gly

Lys

600

Met

Asp

Asn

Phe

Leu
680

86

Pro

Arg

Glu

Ile

505

Cys

Glu

Arg

Glu

Ile

585

Leu

Glu

Val

Leu

Leu

665

Ser

Gln

Ser

Ser

490

Phe

Leu

Phe

Leu

val

570

Thr

Met

Ser

Leu

Leu

650

Pro

Leu

Val

Cys

475

Cys

Phe

Asn

Gln

Asp

555

Leu

His

Met

Glu

635

Lys

Ser

Ala

Leu

460

Arg

Tyr

val

Leu

Pro

540

Leu

Asp

Met

Asn

Ser

620

aArg

Leu

Gly

Lys

445

Glu

Phe

Lys

Lys

Ser

525

Leu

Leu

Ile

Leu

Asp

605

Leu

Glu

Glu

val

Asn
685

Gln

Lys

Tyr

Ser

510

Gly

Ala

His

Ser

Asrn

590

His

Arg

Gly

Glu

Phe

670

Gly

Leu

Asn

Gly

495

Ser

Asn

Glu

Ser

Ser

575

Phe

Asp

Thr

Asp

Leu

655

Asp

Leu

His

Lys

480

Gln

Asp

Leu

Leu

Thr

560

Asn

Thr

Ile

Leu

Asn

640

Asp

Gly

Lys



Ser

Asp

705

Cys

Ser

Asp

Glu

Phe

785

Thr

Pro

Cys

val

Trp

865

Tyr

Tyr

Val

Glu

Phe

630

Leu

Ser

Leu

Leu

Asn

770

Leu

Glu

Gly

Glu

Ser

850

Asp

Gln

Asp

Ala

Glu
930

Ser

Ser

Arg

Thr

Ser

755

val

Cys

Val

Ala

Leu

835

Leu

val

Arg

Thr

Lys

915

Arg

Trp

His

Ser

Lys

740

Ser

Leu

Thr

Thr

His

820

Asp

Phe

Trp

Leu

Lys

900

Leu

Asp

Lys

Asn

Leu

725

Tyr

Asn

Asn

Cys

Thr

805

Lys

Leu

Leu

Tyr

Thr

885

Asp

Glu

Trp

ES 2734 652 T3

Lys

Gln

710

Lys

Phe

Lys

Asn

Asp

790

Pro

Gly

Thr

Ile

870

Ser

Pro

Asp

Leu

Leu

635

Leu

Asn

Leu

Ile

Leu

775

Ala

Tyr

Gln

Asn

Val

855

Tyr

Pro

Ala

Pro

Pro
935

Gln

Thr

Leu

Gln

Gln

760

Llys

Val

Leu

Ser

Leu

840

Met

His

Asp

Val

Arg

920

Gly

87

Cys

Thr

Ile

Asp

745

Met

Met

Trp

Ala

Val

825

Ile

Met

Phe

Cys

Thr

305

Glu

Gln

Leu

val

Leu

730

Ala

Ile

Leu

Phe

Thr

810

Ile

Leu

Thr

Cys

Cys

890

Glu

Lys

Pro

Lys

Pro

715

Lys

Phe

Gln

Leu

val

795

Asp

Ser

Phe

Ala

Lys

875

Tyr

Trp

His

val

Asn

700

Glu

Asn

Gln

Lys

Leu

780

Trp

Val

Leu

Ser

Ser

860

Ala

Asp

Vval

Phe

Leu
940

Leu

Asn

Leu

Thr

765

His

Trp

Thr

Asp

Leu

845

His

Lys

Ala

Leu

Asn

925

Glu

Glu

Leu

Gln

Arg

750

Ser

His

Val

Cys

Leu

830

Ser

Leu

Ile

Phe

Ala

910

Leu

Asn

Thr

Ser

Ile

735

Tyr

Phe

Asn

Asn

Val

815

Tyr

Ile

Tyr

Lys

Ile

895

Glu

Cys

Leu

Leu

Asn

720

Leu

Pro

His

800

Gly

Thr

Ser

Phe

Gly

880

val

Leu

Leu

Ser



Gln
945

Tyr

Lys

Gly

Tyr

Val

Ser Ile Gln

Ala Lys Thr

Leu

Glu

ES 2734 652 T3

Ser
950

Lys

Asn Phe

965

Leu Met Asp

980

Pro Phe
9585

Gln

Ser
1010

Phe
1025

Ala
1040

Glu

Lys

<210> 25
<211> 5007
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25
actccagata

agetgatett
ggaagaagac
tttaacataa
tgtgatgtca
ttgacagaaa
cacataccag
ttecagatgea
ctgeagatta
ggaaaccage
gaggccaaca
atactctacc
gagaaagatg

gteacageceyg

taggatcact
ggcacctete
taaaaatggt
tectaattte
ctctggatgt
ttcctggagg
acatcteccec
actgtgtace
aacecagaag
tactagagat
acatcttttc
tgggccaaaa
ccttcoctaaa

teectactgt

Lys Val

Ser Lys

Trp Gln Cys Leu Lys
1030

Lys Thr vVal Phe Val Met Thr Asp Lys
955 960

Lys Ile Ala Phe Tyr Leu Ser His Gln
970 975

Asp Val Ile Ile Leu Ile Fhe Leu Glu
985 930

Phe Leu Gln Leu Arg Lys
1000 1005

Arg Leu Cysg

Ser Val Leu Glu Trp Pro Thr Asn Pro Gln Ala His Pro
1015

1020

Asn Ala Leu Ala Thr Asp Asn His
1035

Tyr Ser Gln Val Phe Lys Glu Thr val

1045

ccatgccatce
atgetetget
gttteocaatyg
caaactectt
tccaaagaac
tattcccacyg
agcgteocttt
tattecactyg
ctttagtgga
acegeaggge
catcagaaaa
ctgttattat
cttgacaaag

tttgceatet

aagaaagttg
ctetteaace
tggacactga
ggggctagat
catgtgatcg
aacaccacga
cacagactgg
gggtcaaaaa
ctecacttatt
ctecegeeta
gagaatctaa
cgaaatcctt
ttaaaagtgc

actttaacaqg

88

atgctattgg
agacctctac
agagacaaat
ggtttectaa
tggactgcac
acctcaccct
accatctggt
acaacatgtg
taaaatcect
gettacaget
cagaactggc
gttatgttte
tctecctgaa

aactatatct

gcccatctca
attecatttt
tettatectt
aactctgece
agacaagcat
caccattaac
agagatcgat
catcaagagyg
ttacctggat
teteageett
caacatagaa
atattcaata
agataacaat

ctacaacaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

€40



atgattgcaa
ctaagtggaa
aattctecee
cgtctacaca
ctecaggaac
ctgeatttte
tategtgcat
cggatcagag
ctteaaaatae
atgtttaaac
tcaggagatt
gaaccccagg
agattcaaaa
cagaccttgyg
ctttctttee
agtgaattcc
ttactcecatt
aatagccatt
aaggttctge
atggagagtg
agagaaggtg
gacatctcta
aatctaaaga
cagtgtctaa
gqagagattat
aggagtctga
tcaaataaaa
aagatgttge
tggtgggtta

gyggccaggag

gatctgacta

atgatgacag

aaatccaaga
attgeccteg
tacagatecoco
gtaactctct
tggatectgte
teccocagect
ctatgaatct
gatatgtett
ttgaagttet
aatttaaaag
caagtgaagt
tcctggaaca
acaaagaggc
atctaagtaa
tcaaatgect
aacctttage
caacagcatt
attttcaatc
agaaactgat
agtctecttayg
ataacagata
aaaattccct
atctctettt
agaacctgga
ccaactgttc
cgaagtattt
tccagatgat
ttttgecatea
accatacgga
cacacaaggg
acctgattct

caagtcacct

ES 2734 652 T3

agatgatttt
ttgttataat
tgtaaatget
tcagecatgtg
ccaaaactte
catccaattg
atcacaagca
taaagagttg
tgatcttgge
actgaaagtc
tggettetge
attacattat
ttetttecaty
aaatagtata
gaatctgtca
agagctgaga
tgaagagcett
agaaggaatt
gatgaacgac
aactctggaa
cttacaatta
aagtttcttg
ggccaaaaat
aactttggac
cagaagcctc
tctacaagat
ccaaaagacc
taateggttt
ggtgactatt
ccaaagtgtyg
gttectcactt

ctatttetgg

aataacctca
gececattte
tttgatgege
ccccoccaagat
ttggeccaaag
gatctgtett
ttttcttcac
aaaagcttta
actaacttta
atagatcttt
tcaaatgeca
ttecagatatg
tectgttaatyg
ttttttgtca
ggaaatctca
tatttggact
cacaaactgyg
actcatatgc
aatgacatct
ttecagaggaa
ttcaagaatc
ccttotggayg
gagctcaaat
ctcagccaca
aagaatctga
goottecagt
agcttecocag
ctgtygcacct
ccttacctygg
atctccetgg

tecatatetg

gatgtgtggt

89

accaattaca
cttgtgegee
tgacagaatt
ggtttaagaa
aaattgggga
tcaattttga
tgaaaagcct
acctctogee
taaaaattge
cagtgaataa
gaacttctgt
ataagtatge
aaagctgecta
agtcctetga
ttagccaaac
tctccaacaa
aagttctgga
taaactttac
cttcctecac
atcacttaga
tgctaaaatt
tttttgatgg
ctttcagttyg
accaactgac
ttettaagaa
tgcgatatet
aaaatgtecct
gtgatgetgt
ccacagatgt
atctgtacac
tatctetett

atatttacca

aattecttgac
gtgtaaaaat
aaaagtttta
catcaacaaa
tgctaaattt
actteaggte
gaaaattctg
attacataat
taacctcage
aatatcacct
agaaagttat
aaggagttge
caagtatggg
ttttcagecat
tettaatgge
ceggcttgat
tataagcagt
caagaaccta
cagcaggacc
tgttttatgyg
agaggaatta
tatgcctcca
gaagaaactec
cactgtccet
taatcaaatc
ggatctoage
caacaatctg
gtggtttgte
gacttgtgtg
ctgtgagtta
tctecatggtg

tttetgtaag

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



gccaagataa
gtgtatgaca
ctggaagace
gggcagcocayg
gtgatgacag
cagaggctea
cagaagtcca
ccaacaaacce
gacaatcatg
cacaactgec
caccaaaagc
accaacgtect
cttatctcte
ggcaagtaaa
aatcatgaca
tagggttaaa
agtgaaataa
ctttgggagy
atggtgaaac
tgtaatcceca
gtggeagtga
tcaaaagaac
cegtgtecate
tgetteagtyg
taagaaagaa
atttaaatga
aaatgttttt
ctttcaaact
gcaacgttag
ttatagtttt

tttgctggag

aggggtatca
ctaaagacce
caagagagaa
ttetggaaaa
acaagtatge
tggatgaaaa
agttcctcea
cgcaagetca
tggectatag
tagtttacca
gtgttttgaa
gtcacaggag
tgtgtctecta
aaacatgggyg
ttgagaagaa
aaaaactcaa
aaaaccagte
ccgaggeagg
cccgtotgta
gctacttggy
gcogagatca
aaaaaaaaaa
cagggccococa
cttectgete
agacacatce
tctgecttta
atctgecactg
gttttgttaa
atggttttga
atcagagatg

gatgggagaa
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gegtcetaata
agetgtgace
acattttaat
cotttoccag
aaagactgaa
agttgatgtg
gectceggaaa
cccatactte
tecaggtgtte
aggagaggcoc
attcttcaag
ttggaaagat
tttgecacttg
ctctgattct
ctgcatttct
gectecteteta
agcotggoogg
tggatcacga
ctaaaaatac
aggctgagygc
cgeocactgca
aaacacaaaa
tteotgtgeag
Ettttecttg
ttaccataaa
tacaaagtga
caaagtactg
ctaatgecat
tggtaaaccc
acaattattt

gaaaccaaag

tcaccagact
gagtgggttt
ttatgtcteg
agcatacagc
aattttaaga
attatettga
aggectctgtyg
tggcagtgte
aaggaaacgg
tggetgttta
aaatgagatt
ggggtttata
agtctectecac
cctgtaattg
acccttaaaa
tatgagacca
geatggtgge
ggtcaggagt
aaaaattagc
aggagaatcg
atgrageocoeg
aaactcagtc
attgagtgtg
ggecctgette
tgcatatggt
tattetectac
tatccaaagt
atatttgtaa
taaaggagga
gaatgccaat

tttatagacc

90

gttgctatga
tggctgaget
aggaaaggga
ttagcaaaaa
tagcatttta
tatttettga
ggagttctgt
taaagaacge
tetageecett
aattgtttte
gccoccatattt
taatgcatca
ctcagctect
tgataattaa
agtactggta
aaatgtacta
tcatgeottgt
ttgagaccag
tgggcgtggt
cttgaacceyg
ggcaacagag
agcttcttaa
ggcaccacac
tgggttecat
ccacctacaa
ctttgataat
aaaatttcct
gtatetgeac
ctccaagagt
tatatggatt

ttcacattga

tgcttttatt
ggtggocaaa
ctggttacca
gacagtgttt
cttgtcecat
gaageoocttt
ccttgagtgg
cctggocaca
ctttgeaaaa
atatatatca
caggggagcc
agtcttcttt
gtaaaagagt
atatacacac
tatacagaaa
gagttagttt
aatcocagea
tetggecaac
ggtgggtgee
ggaggtggag
ctagactgtce
ccaattgectt
aggtggttge
agggaaacag
atagaaaaat
ttacctgett
catccaatat
acttgataca
gtgtatttat
cctttcattt

gaaagcttca

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620



gttttgaact
gcetgtactt
ctttatttea
atgtgttcaa
ctttacttta
agggtcacaa

gccaactatt

<210> 26
<211> 1050
<212> PRT

tcagctatca
tcagectgggt
tggaagaagt
gccttagatt
cctgtgagta
attcccaaat

tecacaactte

<213> Mus musculus

<400> 26

Met Val Phe

1

Asn

Thr

Val

Met

Leu

Asp

Ser

Leu
20

Leu

Pro
35

Cys

Cys Thr

50

Thr

65

Ser

Arg

Thr

Leu

Asn

Pro

Cys

Lys

Lys

Thr Thr

Asp Ser

Aszsn Cysg

100

Arg Leu

115

Ala Leu

130

Asp
145

Phe

Leu

Ser

Pro Ser

Ile Thr

ES 2734 652 T3

gattcaaaaa
ataaattcat
gatctacaaa
ggcgatgtcg
cacactatat
caatctctgg

tgtaage

Trp Thr

Val Ser Arg

Glu Val Lys

Hisg
55

Asp Lys

Leu Thr

70

Asn

Phe
85

Arg Arg

Val Pro Val

Gln Ile Arg

Tyr Leu Asp

135

Leu Hisg

150

Ser

Lys Glu Asn

caacagaaag
gagttcaaag
ggtgtttgtyg
tattttecte
gaattatttc

aataaataga

Arg Lysg

Val Phe

25

Val
40

Asn

Thr

Leu

Thr

Leu

Asn

Leu

Leu
105

Leu

Pro
120

Gly
Gly Asn
Leu Leu
Thr

Leu

91

Arg

10

Gly

Ile

Glu

Ile

Hisg

90

Gly

Ser

Gln

Ser

Glu

aaccaagaca
attgaaacct
ccatttggaa
acgtgtggca
caacgtacat

gaggtaatta

Gln Ile

Phe

Arg

Pr¢o Glu

Leu

Trp

Ala

ttcttaagat
gaccaatttg
aacagcgtge
atgccaaagg
ttaatcaata

aattgctgga

Ile Phe

15

Phe
30

Pro

Hig Val

45

Ile Pro

60

Asn His

75

Leu Glu

Ser

Lys

Phe Ser

Glu

Ile

Glu

Ala

Gly

Gly Ile

Pro Ser

Ile Asp

95

Asn Val

110

Leu Ser

125

Leu
140

Leu

Leu Glu

155

Leu Val

Glu

Ala

Asn

Ile Pro

Asn

Asn

Ile Glu

Leu

Lys

Ile

Pro

Ile

80

Leu

Cys

Asp

Gln

Ile

160

Thr

4680

4740

4800

4860

492Q

4380

5007



Leu

Tyr

Leu

Pro

225

Gln

Ser

Cys

Leu

val

305

Leu

His

Leu

Leu

Leu

385

vVal

Tyr

Ser

Ser

210

Asn

Glu

Cys

Glu

Thr

290

Pro

Ser

Phe

Gln

Glu

370

Lys

Leu

Leu

Ile

195

Leu

Leun

Asn

Asn

Asn

275

Glu

Pro

Gln

Leu

Val

355

Asn

Asn

Asp

Gly

180

Glu

Lys

Leu

Asp

Cys

260

Asn

Leu

Thr

Asn

Pro

340

Tyr

Leu

Ser

Leu

165

Gln

Lys

Asp

Glu

Phe

245

Pro

Ser

Lys

Trp

Tyr

325

Asn

HEis

Lys

Ser

Gly
405
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Asn

Asp

Asn

Leu

230

Asn

Arg

Pro

Val

Phe

310

Leu

Leu

Ala

Ile

Leu

390

Thr

Cys

Ala

Asn

215

Tyr

Asn

Cys

Leu

Leu

295

Lys

Ala

Val

Ser

Leu

375

Ser

Asn

Tyr

Phe

200

val

Leu

Leu

Tyr

Gln

280

aArg

Asn

Arg

Glu

Ile

360

val

Fhe

92

Tyr

185

Leu

Thr

Tyr

Asn

Asn

265

Thr

Leu

Met

Glu

Leu

345

Thr

Val

Leu

Ile

170

Arg

val

Ala

Asn

Glu

250

val

His

His

Arg

Ile

330

Asp

Leu

Lys

His

Lys
410

Asn

Met

Val

Asn

235

Leu

Pro

Asp

Sear

Asn

315

Glu

Phe

Pro

Gly

Lys

395

Ile

Pro

Arg

Pro

220

Ile

Gln

Tyr

Asn

Asn

300

Leu

Glu

Ser

His

Tyr

380

Leu

Ala

Cys

Asn

205

Thr

Ile

Val

Pro

Ala

285

Ser

Gln

Ala

Phe

Ser

365

val

Pro

Asp

Asn

150

Leu

Thr

Lys

Leu

Cys

270

Phe

Leu

Glu

Lys

Asn

350

Leu

Phe

Arg

Leu

175

Val

Lys

Leu

Lys

Asp

255

Thr

Asn

Gln

Leu

Phe

335

Tyr

Ser

Lys

Leu

Asn
415

Ser

Val

Pro

Ile

240

Leu

Pro

Ser

His

Asp

320

Leu

Glu

Ser

Glu

Glu

400

Ile



Phe

Ile

Gln

Tyr

465

Glu

Gln

Asp

Thr

Leu

545

Thr

AsSn

Thr

Ile

Leu

625

Asn

Asp

Lys

Ser

Thr

450

Phe

Pro

Thr

Phe

Ile

530

Arg

Ala

Ser

Lys

Ser

610

Glu

aArqg

Ile

His

Pro

435

Ser

Arg

Pro

Leu

Gln

515

Gly

Tyr

Phe

His

Lys

595

Thr

Phe

Tyr

Ser

Phe

420

Ser

Val

Tyr

Ser

Asp

500

Hisg

Gln

Leu

Glu

Tyr

580

Leu

Ser

Arg

Leu

Arg
660

Glu

Glu

Asp

Asp

Phe

485

Leu

Leu

Thr

Asp

Glu

565

Phe

Arg

Ala

Gly

Asp

645

Asn
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Asn

Glu

Arg

Glu

470

Leu

Ser

Ser

Leu

Phe

550

Leu

Gln

Leu

Ser

Asn

630

Phe

Ser

Leu

Ser

His

455

Tyr

Pro

Arg

Phe

Asn

535

Ser

Gln

Ala

Leu

Arg

615

His

Phe

Leu

Lys

Arg

440

Gly

Ala

Leu

Asn

Leu

520

Gly

Asn

Ser

Glu

Asp

600

Thr

Leu

Lys

Asn

93

Leu

425

Glu

Pro

Arg

Asn

Asn

505

Lys

Ser

Asn

Leu

Gly

585

Lys

Met

Asp

Asn

Ser
665

Ile

vVal

Gln

Ser

Ala

490

Ile

Cys

Glu

Arg

Glu

570

Ile

Leu

Glu

val

Leu

650

Leu

Asp

Gly

val

Cys

475

Asp

Phe

Leu

Leu

Leu

555

val

Thr

Met

Ser

Leu

635

Phe

Pro

Leu

Phe

Leu

460

Arg

Cys

Phe

Agn

Trp

540

Asp

Leu

His

Met

Asp

620

Trp

Asn

Pro

Ser

Cys

445

Glu

Phe

His

Ile

Leu

525

Pro

Leu

Asp

Met

Asn

605

Ser

Arg

Leu

Glu

Val

430

Pro

Ala

Lys

Ile

Lys

510

Ser

Leu

Leu

Leu

Leu

530

Asp

Leu

Ala

Glu

val
670

Asn

Asn

Leu

Asn

Tyr

495

Pro

Gly

Tyr

Ser

575

Asn

Asn

Gly

val
655

Phe

Lys

Ala

Lys

480

Gly

Ser

Asn

Glu

Ser

560

Ser

Phe

Asp

Ile

Asp

640

Leu

Glu



Gly

Lys

Leu

705

Asn

Arg

Leu

Pro

Arg

785

Hig

Gly

Thr

Ser

Phe

865

Gly

val

Leu

Met

Ser

690

Asp

Cys

Gln

Asp

Glu

770

Phe

Thr

Pro

Cys

Ser
850

Trp

Tyr

Tyr

val

Pro

675

Phe

Leu

Ser

Leu

Ile

755

Agsn

Leu

Asp

Gly

Glu

835

val

Asp

Gln

Asp

Ala
915

Pro

Phe

Ser

Lys

Thr

740

Ser

Val

Cys

Val

Ala

820

Leu

Leu

Met

His

Thr

900

Lys

Asn

T'rp

His

Ser

725

Lys

Ser

Leu

Asn

Thr

BO5S

His

Asp

Phe

Trp

Leu

BBS

Lys

Leu

ES 2734 652 T3

Leu

Asp

Asn

710

Leu

Tyr

Asn

Asn

Cys

790

Ile

Lys

Leu

Leu

Tyr

870

Gln

Asn

Glu

Lys

Arg

695

Gln

Thr

Phe

Lys

Asn

775

Asp

Pro

Gly

Thr

Met

855

Ile

Sear

Ser

Asp

Asn

680

Leu

Leu

Thr

Leu

Ile

760

Leu

Ala

Tyr

Gln

Asn

840

Val

Tyr

Ala

Pro
920

94

Leu

Gln

Thr

Leu

Glu

745

Gln

Glu

Val

Leu

Ser

825

Leu

Val

Tyr

Glu

Val

905

Arg

Ser

Leu

Lys

Ile

730

Asp

val

Met

Trp

Ala

810D

Val

Ile

Met

Phe

Ser

890D

Thr

Glu

Leu

Leu

val

715

Leu

Ala

Ile

Leu

Phe

795

Thr

Ile

Leu

Thr

Trp

875

Cys

Glu

Lys

Ala

Lys

700

Pro

Lys

Leu

Gln

val

780

val

Asp

Ser

Phe

Thr

860

Lys

Tyr

Trp

His

Lys

685

His

Glu

Hisg

Gln

Lys

765

Leu

Trp

Val

Leu

Ser

B45

Ser

Ala

Asp

val

Phe
925

Asn

Leu

Arg

Agn

Leu

750

Thr

Tyr

Trp

Thr

Asp

830

val

His

Lys

Ala

Leu

910

Asn

Gly

Glu

Leu

Gln

735

Ser

Asn

val

Cys

815

Leu

Ser

Leu

Ile

Phe

895

Gln

Leu

Leu

Ile

Ala

720

Ile

Tyr

Phe

Asn

Asn

800

vVal

Tyr

Ile

Phe

Lys

880

Ile

Glu

Cys
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Leu Glu Glu Arg Asp Trp Leu Pro Gly Gln Pro Val Leu Glu Asn Leu
930 935 940
Ser Gln Ser Ile Gln Leu Ser Lys Lys Thr Val Phe Val Met Thr Gln
945 950 955 960
Lys Tyr Ala Lys Thr Glu Ser Phe Lys Met Ala Phe Tyr Leu Ser His
965 970 975
Gln Arg Leu Leu Asp Glu Lys Val Asp Val Thr Ile Leu Ile Phe Leu
980 985 950
Glu Lys Pro Leu Gln Lys Ser Lys Phe Leu Gln Leu Arg Lys Arg Leu
995 1000 1005
Cys Arg Ser Ser Val Leu Glu Trp Pro Ala Asn Pro Gln Ala His
1010 1015 1020
Pro Tyr Phe Trp Gln Cys Leu Lys Asn Ala Leu Thr Thr Asp Asn
1025 1030 1035
His Val Ala Tyr Ser Gln Met Phe Lys Glu Thr Val
1040 1045 1050
<210> 27
<211> 3243
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 27
attctecctee accagacctc ttgattccat tttgaaagaa aactgaaaat ggtgtttteg 60
atgtggacac ggaagagaca aattttgatc tttttaaata tgctecttagt ttctagagtc 120
tttgggtttc gatggtttcc taaaactcta cecttgtgaag ttaaagtaaa tatcccagag 180
gcccatgtga tcgtggactg cacagacaag catttgacag aaatccctga gggecattccce 240
actaacacca ccaatcttac ccttaccate aaccacatac caagecatcete tccagattec 300
ttecgtagge tgaaccatcet ggaagaaate gatttaagat gecaattgtgt accetgtteta 360
ctggggtcca aagecaatgt gtgtaccaag aggetgcaga ttagacctgg aagetttagt 420
ggactctctg acttaaaagc cctttacctg gatggaaacc aacttctgga gataccacaqg 48Q
gatctgccat ccagecttaca tettctgage cttgaggecta acaacatcett ctecatcacg 5440
aaggagaatc taacagaact ggtcaacatt gaaacactect acctgggtca aaactgttat 600
tatcgaaate cttgeaatgt ttectattet attgaaaaag atgetttect agttatgaga 660
aatttgaagg tteotectcact aaaagataac aatgtcacag ctgtececcac cactttgeca 720

95



cctaatttac
tttaataacc
aatgteccat
getttcocaatt
gtgccoccocecaa
tacttggeocea
ttggattttt
tcacteotett
ctgaaaaact
ggcactaact
ctecatagacc
tgtcctaatg
tatttecegat
ttettgectt
aacatatttt
ttatcaggaa
ttgeggtact
gagcteocaga
ggaattactc
aatgataatg
ctggagttea
gacttcttca
tecttgeoote
aaaaatgggce
ttggacctea
agtctecacaa
gaagatgctt
aagactagct
cgetttettt
actattccat

agtgtcatat

tagagctcta
tcaatgagtt
atcegtgtac
cattgacaga
catggtttaa
gagaaattga
ctttcaatta
cattggaaaa
ccagtottte
tcataaaaat
tttcagtgaa
ctcaaacttc
acgatgaata
tgaatgcaga
ttattaaacc
acaccattgg
tagacttcte
gtettgaagt
acatgctaaa
acatctctac
gaggcaacca
agaatttgtt
ctgaggtttt
tcaaatettt
gccataacca
cactgattet
tgcaattgcg
tecccagaaaa
gcaactgtga
acctggccac

ccettgatet

ES 2734 652 T3

tctttataac
gcaagttctt
accgtgtgaa
attaaaagtt
aaacatgaga
ggaggccaaa
tgagectgecag
cttgaaaatt
tgtattgeac
tgetgaccete
taagatatct
tgtagaccgt
tgcacggagc
ctgccacata
ttctgatttt
ccaaactctt
caacaaccgg
tctggateta
ctttaccaag
ttcggoccage
tttagatgtt
caatttagag
tgagggtatg
cttttgggac
gotgacaaaa
taagcataat
ctatctagac
tgtcetecaac
tgctgtgtgg
tgatgtgact

gtatacgtgt

aatatcatta
gacctaagtg
aataattecce
ttacgtttac
aacctccagqg
tttttgeatt
gtctaccatyg
ctgcgtgtea
aagctteooca
aacatattca
ccttcagaag
catgggeecce
tgecaggttca
tatgggcaga
cagcatcttt
aatggcagtg
cttgatttac
agtagtaaca
aaattacggc
aggaccatgqg
ctatggagag
gtattagata
cogeocaaatce
agactecagt
gtacctgaga
caaatcaggce
atcagttcaa
aatectggaga
tttgtetggt
tgtgtaggtc

gagttagatc

96

agaaaatcca
gaaattgcce
ccttacagat
acagtaatte
aactagacct
ttetteccaa
catctataac
aggggtatgt
ggctggaagt
aacattttga
agtcaagaga
aggtecttga
aaaacdaaga
ccttagactt
cattcctcaa
aactctggec
tctactcaac
gccactattt
ttctggacaa
aaagtgactc
cocggtgataa
tctocagaaa
taaagaatct
tactgaageca
gattggecaa
aattgacaaa
ataaaatcca
tgttggtttt
gggttaacca
caggagcaca

tcacaaacct

agaaaatgat
tegatgttat
ccatgacaat
tettcageat
ctcccaaaac
cettgttgag
tttaccacat
ctttaaagag
tcttgacett
aaacctcaaa
agttggettt
ggccttacac
gccaccttet
aagtagaaat
atgcctcaac
gttgagagag
agcectttgaa
tcaagragaa
actcatgatg
tcttecgaatt
cagatacttyg
ttcecctgaat
ctecttggeco
tttggaaatt
ctgttecaaa
atatttteta
ggtcattcag
acatcacaat
tacagatgtt
caaaggtcaa

gattctgttc

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



tcagtttcca
ttetgggata
ctgcaatcceca
gtgacagaat
ttcaatttgt
tcccagagca
actgagagtt
gatgtgatta
aggaagagac
tacttctgge
atgttcaagg
cga

<210> 28

<211> 1041
<212> PRT

tatcatcagt
tgtggtacat
tggagtcttg
gggttttgca
gtctagaaga
tacagctcag
ttaagatgge
tettgatatt
tetgeaggag
agtgcctgaa

aaacagtcta

<213> Homo sapiens

<400> 28

Met Glu Asn

1

Leu

Ser

Cys

Ile

Tyr

Ser

Met

Ser Gly

20

Pro
35

Cys

Asn Arg

50

Val

65

Glu

Asn

Gly

Thr

Ser

Pro

Leu

Glu Leu

Phe

Gln

vVal
100

Asn

Asn Ile

115

ES 2734 652 T3

cctetttett
ttattatttt
ttatgatgct
ggagctggtg
aagagactgg
caaaaagaca
attttatttg
cttggaaaag
ctetgtectt
aaatgccctyg

gctctctgaa

Phe Leu Gln

Ser Cys Glu

Asp Glu Lys

Gln
55

Arg Leu

Leu Ser

70

Asp

Gly Leu Gln

85

Gln His Gln

Thr Asp Gly

atggtagtta
tggaaagcaa
tttattgtgt
gcaaaattgg
ctaccaggac
gtgtttgtga
toctecatcaga
cocteottecaga
gagtggcety
accacagaca

gaatgtcacc

Ser Ser

Leu Cys

25

Lyg Gln

40

Glu Vval

Asp Asn

asn Leu

Asn Gly

105

Ala
120

Phe

97

Met

10

Ala

Asn

Pro

Phe

Thr

90

Asn

Leu

tgacaacaag
agataaaggg
atgacactaa
aagatccaag
agccagttct
tgacacagaa
ggcteoctgga
agtctaagtt
caaatccaca
atcatgtgge

acctaggaca

Leu Thr

Glu

Glu

Asp Ser

Cys

Asn

Val

tcacctcttt
gtatcagcat
aaactcagcet
agaaaaacac
agaaaacctt
atatgctaag
tgaaaaagtg
tettecagete
ggctcaccoca
ttatagtcaa

tgccttgaat

Ile Phe

15

Phe
30

Ser

Ile Ala

45

Gln Thr

60

Ile Thr

75

Lys Tle

Pro

Gly

asn Leu

vVal

Hisg

Asn

Ile

Lys

Gly Lys

Thr

Ile

Asn
95

Leu

Gln
110

Ser

asn Leu

125

Leu

Arg

Glu

Tyr

Asn

80

Hisg

Asn

Arg

2640

2700

2760

2820

2880

2340

3000

3060

3120

3180

3249

3243



Glu

Pro

145

Ile

Leu

Glu

Ser

Arg

225

Asp

Cys

Gly

Leu

Ala

305

Asn

Pro

Tyr

Len

Leu

130

Glu

Thr

Ala

Asp

Phe

210

Lys

Phe

Pro

Ala

Arg

290

Trp

Tyr

Arg

Pro

Arg
370

Leu

Ser

Lys

Trp

Gly

185

Asn

Leu

Lys

Arg

Ser

275

Tyr

Phe

Leu

Leu

Gln

355

Ala

Leu

Leu

Glu

Asn

180

val

Ser

Phe

Gly

Cys

260

Ile

Leu

Lys

Val

Glu

340

Hisg

Leu

Glu

Thr

Gly

165

Cys

Phe

Leu

Leu

Leu

245

Phe

Asn

Agn

AsSn

Gly

325

Ile

Ile

His

ES 2734 652 T3

Asp

Glu

150

Ile

Tyr

Glu

Ser

Ser

230

Ile

Asn

Ile

Leu

Met

310

Glu

Leu

Asn

Leu

Asn

135

Leu

Ser

Phe

Thr

His

215

Asn

Asn

Ala

Asp

Ser

255

Pro

Ile

Asp

Ile

Arg
375

Gln

Ser

Arg

Asn

Leu

200

Val

Thr

Leu

Pro

Arg

280

Ser

His

Ala

Leu

Ser

360

Gly

98

Leu

Leu

Leu

Lys

185

Thr

Fro

Gln

Thr

Fhe

265

Phe

Thr

Leu

Ser

Ser

345

Arg

Tyr

Pro

Ile

Ile

170

val

Asn

Pro

Ile

Leu

250

Pro

Ala

Ser

Lys

Gly

330

Phe

Asn

Val

Gln

Gln

155

Asn

Cys

Leu

Lys

Lys

235

Leu

Cys

Phe

Leu

Val

315

Ala

Asn

Phe

Phe

Ile

140

Asn

Leu

Glu

Glu

Leu

220

Tyr

Asp

val

Gln

Arg

300

Leu

Phe

Tyr

Ser

Gln
380

Pro

Asn

Lys

Lys

Leu

205

Fro

Ile

Leu

Fro

Asn

285

Lys

Asp

Leu

Ile

Lys

365

Glu

Ser

Ile

Asn

Thr

130

Leu

Ser

Ser

Ser

Cys

270

Leu

Ile

Leu

Thr

Lys

350

Leu

Leu

Gly

Tyr

Leu

175

Asn

Ser

Ser

Glu

Gly

255

Asp

Thr

Asn

Glu

Met

335

Gly

Leu

Arg

Leu

Asn

160

Tyr

Ile

Leu

Leu

Glu

240

Asn

Gly

Gln

Ala

Phe

320

Leu

Ser

Ser

Glu



Asp

385

Leu

Phe

Leu

Arg

Ser

465

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

545

Leu

Leu

His

Ser

Asn

Asp

Gly

Ser

Val

His

450

Asn

Tyr

Pro

Ala

Pro

530

Asn

Ser

Glu

Asn

Leu

610

Asp

Phe

Ile

Asn

Lys

435

Ile

Phe

Gly

Asn

Asn

315

His

Ala

Tyr

Phe

Asn

595

Val

Asp

Gln

Asn

Leu

420

Asp

Arg

Tyr

Lys

Gln

500

Ser

val

Ser

Asn

Ile

580

Ile

Glu

Asp

Pro

Phe

405

Glu

Thr

Lys

His

Ala

485

Phe

Asgn

Lys

Ala

Ser

565

Gln

Tyr

Leu

Asn
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Leu

390

Ile

Thr

arg

Arg

Phe

470

Leu

Glu

Ala

Tyr

Leu

550

His

Asn

Thr

Val

Lys

Thr

Gln

Arg

455

Thr

Asp

Asn

Gln

Leu

535

Thr

Tyr

Phe

Leu

Phe

615

Tyr

Gln

Gln

Tyr

Ser

440

Ser

Arg

Leu

Leu

val

520

Asp

Glu

Phe

Thr

Thr

600

Ser

Ile

99

Leu

Ile

Leu

425

Tyr

Thr

Pro

Ser

Pro

505

Leu

Leu

Leu

Arg

Asn

585

Asp

Gly

Ser

Pro

Asp

410

Ser

Ala

Asp

Leu

Leu

490

Asp

Ser

Thr

Ser

Ile

570

Leu

Lys

Asn

Ile

Asgn

395

Phe

Glu

Asn

Phe

Ile

475

Asn

Ile

Gly

Asgn

Asp

555

Ala

Lys

Tyr

Arg

Phe

Leu

Lys

Asn

Ser

Glu

460

Lys

Ser

Ala

Thr

Asn

540

Leu

Gly

val

Asn

Leu

620

Lys

Ser

Leu

Arg

Ser

445

Phe

Pro

Ile

Cys

Glu

525

Arg

Glu

val

Leu

Leu

605

Asp

Gly

Thr

Phe

Ile

430

Ser

Asp

Gln

Phe

Leu

510

Phe

Leu

Vval

Thr

Asn

580

Glu

Ile

Leu

Ile

Gln

415

Ser

Phe

Pro

Cys

Phe

495

Asn

Ser

Asp

Leu

His

375

Leu

Ser

Leu

Lys

Asgn

400

Asn

Pro

Gln

His

Ala

480

Ile

Leu

Ala

Phe

Asp

560

His

Ser

Lys

Trp

Asn



625

Leu

Glu

Asp

Arg

Asp

705

His

Ser

Lys

Leu

Arg

785

Val

Leu

Phe

His

Ala
865

Thr

Ala

Asn

Leu

690

Ser

Asn

Leu

Ser

His

770

Trp

Ile

Glu

Phe

His

850

Lys

Arg

Phe

Met

€75

Glu

Leu

Arg

Lys

Ala

755

Gly

Met

Cys

Leu

Thr

835

Leu

val

Leu

Leu

660

Leu

Leu

Ser

Ile

His

740

Leu

Asn

Asp

Ala

Thr

820

Phe

Phe

Lys

Asp

645

Asn

Lys

Len

Asp

Ser

725

Leu

Glu

Pro

Glu

Ser

805

Thr

Phe

Tyr

Gly
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630

Leun

Leu

Phe

Asp

Phe

710

His

Asp

Thr

Phe

His

790

Pro

Cys

Ile

Trp

Tyr
870

Ser

Pro

Phe

Leu

695

Thr

Leu

Leu

Lys

Glu

715

Leu

Gly

val

Thr

Asp

855

Arg

Leu

Ala

Asn

680

Arg

Ser

Pro

Ser

Thr

760

Cys

Asn

Asp

Ser

Thr

840

val

Ser

100

Asn

Ser

665

Trp

Gly

Ser

Sar

Ser

745

Thr

Thr

val

Gln

Asp

825

Met

Trp

Leu

Arg

630

Leu

Thr

Asn

Leu

Gly

730

Asn

Thr

Cys

Lys

Arg

810

Val

Val

Phe

Ser

635

Leu

Thr

Leu

Lys

Arg

715

Phe

Leu

Lys

Asp

Ile

795

Gly

Thr

Met

Ile

Thr
875

Lys

Glu

Leu

Leu

700

Thr

Len

Leu

Leu

Ile

780

Pro

Lys

Ala

Leu

Tyr

860

Ser

His

Leu

Gln

685

Leu

Leu

Sar

Lys

Ser

765

Cys

Arg

Ser

val

Ala

845

Asn

Gln

Ile

His

670

Gln

Phe

Leu

Glu

Thr

750

Met

Asp

Leu

Ile

Ile

830

Ala

Val

Thr

Pro

655

Ile

Phe

Leu

Leu

Val

735

Ile

Leu

Phe

val

val

815

Leu

Leu

Cys

Phe

640

Asn

Asn

Pro

Thr

Ser

720

Sear

Asn

Glu

Arg

Asp

800

Ser

Phe

Ala

Leu

Tyr
g80
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Ala Ila Ser Thr Ala Ser Vval Thr

885

Asp Tyr Tyr Asp Lys Asp

890

Asp
895

Trp

Val Ile Glu

900

Leu Glu Glu Ser Asn

205

Asn Leun Arg Tyr His Arg Asp

910

Lys

Val Leu Leu Glu Glu FPro Leu Ala Ile

915

Leu Cys Arg

920

Asp Trp Asp Gly

925

Ile Gln Ser Ile Asn Gln Ser Thr Val Phe

935

Asp Asn Leu Met

930

Lys
940

Lys

Val Thr Thr

945

Ala Phe Ala Phe

960

Asn
955

Leu Lys Lys Tyr Ser

950

Lys Trp Lys

Ala Gln

965

Met Glu

970

Val Ile

975

Tyr Leu Leu Arg Leu Asp Asn Met Asp Ile

Phea Tle Glu Val Gln

285

Gln Leu Leu

990

Leu Pro Leu Hig Ser

980

Leu Tyr Arg

Gln Ile Ser

1000

Arg Arg Ser

995

Cys Lys Ile Leu Gln Trp Pro Asp Asn Pro

1005

Lys Ala Glu Gly Leu Phe Trp Gln Thr Leu Arg Asn Val Val Lleu

1010 1015 1020

Thr Glu Asn Asp Ser Arg Tyr Asn Asn Met Tyr Val Asp Ser Ile

1025 1030 1035

Gln
1040

Lys Tyr

<210> 29

<211> 3311

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29

ttetgegetg
ttectteagt
tgcgeccgaag
gttattgcag
gtgacagaac
gggctgeaaa

ggaaateceg

ctgcaagtta
cgtcaatget
aaaatttttc
agtgcagcaa
tagacctgtce
atctcactaa

gtatacaate

cggaatgaaa
gacctgeatt
tagaagctat
tegtcgacta
tgataatttc
aataaatcta

aaatggcttg

aattagaaca
ttcctgectaa
ccttgtgatg
caggaagttc
atcacacaca
aaccacaacce

aatatcacaqg

101

acagaaacat
tatctggtte
agaaaaagca
cccaaacggt
taacgaatga
ccaatgtaca

acggggeatt

ggaaaacatg
ctgtgagtta
aaatgactca
gggcaaatat
atcatttcaa
gcacecagaac

cetcaacceta

60

120

180

249

300

360

420



aaaaacctaa
ccagagteott
ggcatttcaa
aaagtttgeg
ttgctatcac
cgeoaaacttt
ttgataaatt
tttecatgeg
aacttgacce
geetggttta
ggagaaatag
tcttttaact
aaacttttgt
gatgatttcc
tttattaage
ttgtcagaaa
tcctetttte
tcgaactttt
gocttagatt
cctgacattg
gaattttcag
gataatgcta
tcacactatt
aatctaaaagqg
ctggaaagea
aatgatgatg
gatttatcec
agtecteactg
cagecagttec
gatagcctat

tcececacctac

gggagttact
tgacagaact
gacttataaa
agaaaactaa
tatctttcaa
ttotgagraa
taacattact
tgcettgtga
aactteogata
aaaatatgcce
cctctgggge
atataaaggg
ctctacgggc
agcccctgat
aaatcgattt
acagaatatc
aacgtcatat
atcattteac
taagcctcaa
cctgtttaaa
ccattcctea
gtgctecttac
tcagaatage
ttttaaactt
agtcococctggt
acaacaggta
ttaataggct
aactacatat
ctegtetega
ctgactttac

cctctggett

ES 2734 652 T3

gcttgaagac
tagtctaatt
cttgaaaaat
catagaagat
ttctctttca
cacccagate
agatttaagc
tggtggtget
cctaaaccte
tcatctgaag
atttttaacg
gagttatcca
attgcattta
gecagetteca
caaacttttce
accgttggta
ccggaaacga
cegteettta
cagtatttte
tctgtctgea
tgtcaaatat
tgaattgtcc
aggcgtaaca
gagccacaac
agaattagtt
tatecteocatt
gaagcacatc
aaatgataat
gttgettgac
atcttccett

tctttectgaa

aaccagttac
caaaacaata
ctectatttgg
ggagtatttg
cacgtgeccac
aaatacatta
gggaactgtc
tcaattaata
tetageactt
gtgctggatce
atgctgecce
cagcatatta
agaggttatg
aacttatcga
caaaatttct
aaagataccc
cgctcaacag
ataaagccac
ttcattgggce
aatagcaatg
ttggatttga
gacttggaaqg
catcatctag
aacatttata
ttcagtggea
ttcaaaggtce
ccaaatgaaqg
atgttaaagt
ttacgtggaa
cggacactge

gtcagtagtc

102

cccaaatacc
tatacaacat
cctggaactg
aaacgctgac
ccaaactgcc
gtgaagaaga
cgaggtgett
tagategttt
ceocteaggaa
ttgaattcaa
gcttagaaat
atatttccag
tgttccagga
ctatcaactt
ccaatctgga
ggcagagtta
attttgagtt
aatgtgetge
caaaccaatt
ctcaagtgtt
caaacaatag
ttctagatct
aatttattca
ctttaacaga
ateoegeocottga
tcaagaatet
cattccttaa
tttttaactg
acaaactact
tgctgagtca

tgaagcacct

ctectggtttyg
aactaaagag
ctattttaac
aaatttggag
aagctcecta
tttcaaggga
caatgcececa
tgettttcaa
gattaatgct
ctatttagtg
acttgacttg
aaacttctct
actcagagaa
gggtattaat
aattatttac
tgcaaatagt
tgacccacat
ttatggaaaa
tgaaaatctt
aagtggaact
actagacttt
cagctataat
aaatttcaca
taagtataac
cattttgtgyg
gacacgtetg
tttgccageg
gacattactce
ctttttaact
taacaggatt

cgatttaagt

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



tccaatctge
tctatgttggy
agatggatgg
agtceetgggy
gatgteactyg
getgeectygy
gctaaggtaa
tcttatgaca
cttgaagaga
ggattggeca
gttttaacca
cagaggetaa
cagcattcte
cctgacaace
gaaaatgatt
ttaagtecatg
tetattgeta

cccacagttt

<210> 30
<211> 1059
<212> PRT

taaaaacaat
aactacacgg
atgaacatct
atcaaagagg
cagtgatatt
cteaccattt
aaggctacag
ccaaagatgc
gccgagacaa
teategacaa
aaaaatatge
tggatgagaa
agtatttgag
cgaaggcaga
cacggtataa
atttegegee
tgtaacaaat

t

<213> Homo sapiens

<400> 30

Met Lys Glu

1

Thr Lys Lys

Phe Leu Leu

Ser Arg Ser

Ser

Glu

Ile

35

Tyr

50

Ala Glu Cys

63

Ser

ES 2734 652 T3

caacaaatcc
aaaccccttt
gaatgtcaaa
gaagagtatt
atttttette
gttttactgg
gtctctttce
ctctgttact
aaacgttctc
ccteatgeag
aaaaagcectgyg
catggatgtyg
gctacggcag
aggcttgttt
caatatgtat
ataataaaga

tatcccaaaa

Ser Leu Gln

Asn Phe

Ser Gly Ser

Pro Cys Asp

55

Asn Arg

70

Arg

gcacttgaaa
gaatgcacct
attcccagac
gtgagtetgg
acgttettta
gatgtttggt
acatcccaaa
gactgggtga
ctttgtctag
agcatcaace
aactttaaaa
attatattta
cggatctgta
tggcaaactc
gtcgattcca
tgeaaaggaa

cttagtggtt

Asn Ser

10

Gln
25

Leu

Cys Glu

40

Glu Lys

Leu Gln

103

Ser

Ser

Leu

Lys

Glu

ctaagaccac
gtgacattgg
tggtagatgt
agetgacaac
tecaccaccat
ttatatataa
ctttctatga
taaatgagcect
aggagaggga
aaagecaagaa
cagettttta
tectgetgga
agagctccat
tgagaaatgt
ttaagcaata
tgacatttet

taaaacaaca

Cys Ser

Met

Ser

Cys Ala

Leu

Leu

Glu

caccaaatta
agatttccga
catttgtgcc
ttgtgtttca
ggttatgttg
tgtgtgttta
tgcttacatt
gcgctaccac
ttgggacceg
aacagtattt
cttggetttg
gecagtgtta

cctccagtgg

ggtcttgact
ctaactgacg
gtattagtta

catttgetygg

Gly Lys

15

Thr
30

Cys

Glu Asn

45

Gln Asn

60

Val
75

Pro

Asp

Gln

Ser val

Thr Vval

Glu

Ile

Fhe

Ile

Gly
80

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3311



Lys

Thr

Asn

Ser

Leu

145

Gly

Tyr

Leu

AN

Ser

225

Ser

Glu

Gly

Asp

Thr

305

Asn

Tyr

Asn

His

Asn

130

Arg

Leu

Asn

Tyr

Ile

210

Leu

Leu

Glu

Asn

Gly

290

Gln

Ala

Val

Glu

Asn

115

Gly

Glu

Pro

Ile

Leu

155

Glu

Ser

Arg

Asp

Cys

275

Gly

Leu

Ala

Thr

Ser

100

Fro

Leu

Leu

Glu

Thr

180

Ala

Asp

FPhe

Lys

Phe

260

Pro

Ala

Arg

Trp

Glu

85

Phe

Asn

Asn

Leu

Ser

165

Lys

Trp

Gly

Asn

Leu

245

Lys

Arg

Ser

Tyr

Phe
325

ES 2734 652 T3

Leu

Gln

val

Ile

Leu

150

Leu

Glu

Asn

Val

Ser

230

Phe

Gly

Cys

Ile

Leu

310

Lys

Asp

Gly

Gln

Thr

135

Glu

Thr

Gly

Cys

Phe

215

Leu

Leu

Leun

Phe

Asn

295

Agn

Asn

Leu

Leu

His

120

Asp

Asp

Glu

Ile

Tyr

200

Glu

Ser

Ser

Ile

Asn

280

Ile

Leu

Met

104

Ser

Gln

105

Gln

Gly

Asn

Leu

Ser

185

FPhe

Thr

His

Agn

Asn

265

Ala

Asp

Ser

Pro

Asp

90

Asn

Asn

Ala

Gln

Ser

170

Arg

Asn

Leu

val

Thr

250

Leu

Pro

Arg

Ser

His
330

Asn

Leu

Gly

Phe

Leu

155

Leu

Leu

Lys

Thr

Ser

235

Gln

Thr

Phe

Phe

Thr

315

Leu

Phe

Thr

Asn

Leu

140

Pro

Ile

Ile

Val

Asn

220

Pro

Ile

Leu

Pro

Ala

300

Ser

Lys

Ile

Lys

Fro

125

Asn

Gln

Gln

Asn

Cys

205

Leu

Lys

Lys

Leu

Cys

285

Phe

Leu

Val

Thr

Ile

110

Gly

Leu

Ile

Asn

Leu

1%0

Glu

Glu

Leu

Tyr

Asp

270

val

Gln

Arg

Leu

His

95

Asn

Ile

Lys

Pro

Asn

175

Lys

Lys

Leu

Pro

Ile

255

Leu

Pro

Asn

Lys

Asp
335

Ile

Leu

Gln

Asn

Ser

160

Ile

Asn

Thr

Leu

Ser

240

Ser

Ser

Cys

Leu

Ile

320

Leu



Glu

Met

Gly

Leu

385

Arg

Ile

Gln

Sear

Phe

465

Pro

Cys

Phe

Asn

Ser

545

Asp

Leu

Phe

Leu

Ser

370

Ser

Glu

Asn

Asn

Pro

450

Gln

His

Ala

Ile

Leu

530

Ala

Phe

Asp

Asn

Pro

355

Tyr

Leu

Asp

Leu

Phe

435

Leu

Arg

Ser

Ala

Gly

515

Ser

Ile

Asp

Leu

Tyr

340

Arg

Pro

Arg

Asp

Gly

420

Ser

val

Hisg

AsSn

Tyr

500

Pro

Ala

Pro

Asn

Ser

Leu

Leu

Gln

Ala

Fhe

405

Ile

Asn

Lys

Ile

Fhe

485

Gly

Asn

Asn

His

Ala

565

Tyr

ES 2734 652 T3

val

Glu

His

Leu

390

Gln

Asn

Leu

Asp

Arg

470

Tyr

Lys

Gln

Ser

Val

550

Ser

Asn

Gly

Ile

Ile

375

His

Pro

Phe

Glu

Thr

455

Lys

His

Ala

Fhe

Asn

535

Lys

Ala

Ser

Glu

Leu

360

Asn

Leu

Leu

Ile

Ile

440

Arg

Arg

Phe

Leu

Glu

520

Ala

Tyr

Leu

His

105

Ile

345

Asp

Ile

Arg

Met

Lys

425

Ile

Gln

Arg

Thr

Asp

505

Asn

Gln

Leu

Thr

Tyr

Ala

Leu

Ser

Gly

Gln

410

Gln

Tyr

Sear

Ser

Arg

490

Leu

Leu

Val

Asp

Glu

570

Phe

Ser

Ser

Arg

Tyr

395

Leu

Ile

Leu

Tyr

Thr

475

Pro

Ser

Pro

Leu

Leu

555

Leu

Arg

Gly

Phe

Asn

380

val

Pro

Asp

Ser

Ala

460

Asp

Leu

Leu

Asp

Ser

540

Thr

Ser

Ile

Ala

Asn

365

Phe

Phe

Asn

Phe

Glu

445

Asn

Phe

Ile

Asn

Ile

525

Gly

Asn

Asp

Ala

Phe

350

Tyr

Ser

Gln

Leu

Lys

430

Asn

Ser

Glu

Lys

Ser

510

Ala

Thr

Asn

Leu

Gly

Leu

Ile

Lys

Glu

Ser

415

Leu

Arg

Sar

Phe

Pro

495

Ile

Cys

Glu

Arqg

Glu

375

Val

Thr

Lys

Pro

Leu

400

Thr

FPhe

Ile

Ser

Asp

480

Gln

Phe

Leu

Fhe

Leu

560

Val

Thr



His

Leu

Ser

625

Leu

Lys

Pro

Ile

Phe

705

Leu

Leu

Val

Ile

Leu

785

Phe

Val

His

Ser

610

Lys

Trp

Asn

Asn

Asn

630

Pro

Thr

Ser

Ser

Asn

770

Glu

Arg

Asp

Leu

595

His

Ser

Asgn

Leu

Glu

675

Asp

Arg

Asp

Hig

Ser

755

Lys

Leu

Arg

Val

580

Glu

Asn

Leu

Asp

Thr

660

Ala

Asn

Len

Ser

Asn

740

Leu

Ser

His

Trp

Ile
820

Phe

Asn

val

Asp

645

Arg

Phe

Met

Glu

Leu

725

Arg

Lys

Ala

Gly

Met

805

Cys

ES 2734 652 T3

Ile

Ile

Glu

630

Asp

Leu

Leu

Leu

Leu

710

Ser

Ile

His

Leu

Asn

790

Asp

Ala

Gln

Tyr

615

Leu

Asn

Asp

Asn

Lys

695

Len

Asp

Ser

Leu

Glu

775

Pro

Glu

Ser

Asn

600

Thr

Val

Arg

Leu

Leu

680

Phe

Asp

Phe

His

Asp

760

Thr

Phe

His

Pro

106

585

Phe

Leu

Phe

Tyr

Ser

665

Pro

FPhe

Leu

Thr

Leu

745

Leu

Lys

Glu

Leu

Gly
825

Thr

Thr

Ser

Ile

650

Leu

Ala

Asn

Arg

Ser

730

Pro

Ser

Thr

Cys

Asn

810

Asp

Asn

Asp

Gly

635

Ser

Asn

Ser

Trp

Gly

715

Ser

Ser

Ser

Thr

Thr

795

val

Gln

Leu

Lys

620

Agn

Ile

Arg

Leu

Thr

700

Asn

Leu

Gly

Asn

Thr

780

Cys

Lys

Arg

Lys

605

Tyr

Arg

Phe

Leu

Thr

685

Leu

Lys

Arg

Phe

Leu

765

Lys

Asp

Ile

Gly

530

Val

Asn

Leu

Lys

Lys

670

Glu

Leu

Len

Thr

Leu

750

Leu

Leu

Ile

Pro

Lys
830

Leu

Leu

Asp

Gly

655

His

Leu

Gln

Leu

Leu

735

Ser

Lys

Ser

Gly

Arg

815

Ser

Asn

Glu

Ile

640

Leu

Ile

His

Gln

Phe

720

Leu

Glu

Thr

Met

Asp

800

Leu

Ile



ES 2734 652 T3

Val Ser Leu Glu Leu Thr Thr Cys Val Ser Asp Val Thr Ala Val Ile
835 840 845

Leu Phe Phe Phe Thr Phe Phe Ile Thr Thr Met Val Met Leu Ala Ala
850 855 860

Leu Ala His His Leu Phe Tyr Trp Asp Val Trp Phe Ile Tyr Asn Val
865 870 875 880

Cys Leu Ala Lys Ile Lys Gly Tyr Arg Ser Leu Ser Thr Ser Gln Thr
885 8%0 885

Phe Tyr Asp Ala Tyr Ile Ser Tyr Asp Thr Lys Asp Ala Ser Val Thr
9200 205 910

Agp Trp Val Ile Asn Glu Leu Arg Tyr His Leu Glu Glu Ser Arg Asp
915 920 925

Lys Asn Val Leu Leu Cys Leu Glu Glu Arg Asp Trp Asp Pro Gly Leu
930 935 240

Ala Ile Ile Asp Asn Leu Met Gln Ser Ile Asn Gln Ser Lys Lys Thr
945 950 955 960

Val Phe Val Leu Thr Lys Lys Tyr Ala Lys Ser Trp Asn Phe Lys Thr
965 970 975

Ala Phe Tyr Leu Ala Leu Gln Arg Leu Met Asp Glu Asn Met Asp Val
280 92985 980

Ile Ile Phe Ile Leu Leu Glu Pro Val Leu Gln His Ser Gln Tyr Leu
985 1000 1005

Arg Leu Arg Gln Arg Ile Cys Lys Ser Ser Ile Leu Gln Trp Pro
1010 1015 1020

Asp Asn Pro Lys Ala Glu Gly Leu Phe Trp Gln Thr Leu Arg Asn
1025 1030 1035

Val Val Leu Thr Glu Asn Asp Ser Arg Tyr Asn Asn Met Tyr Val
1040 1045 1050

Asp Ser Ile Lys Gln Tyr
1055

<210> 31

<211> 3367
<212> ADN

107



<213> Homo sapiens

<400> 31
ctcctgeata

acagaaacgt
gagaccttga
ctgcagecctg
ctgcattttce
aagectatecet
tcgactacag
taattteatce
aaatctaaac
tggcttgaat
tgaagacaac
tctaattcaa
gaaaaatctc
agaagatgga
tctttcacac
ccagatcaaa
tttaagcggyg
tggtgettea
aaacdetetet
tetgaaggtg
tttaacgatg
ttatccacag
gcatttaaga
gcttecaaac
acttttecaa
gttggtaaaa
gaaacgacgc
tcctttaata
tattttctte

gtectgeaaat

gagggtacca
ggttctcttg
aggaagcectt
ggaaaggaga
ctgctaatat
tgtgatgaga
gaagttcecece
acacacataa
cacaacccca
atcacagacg
cagttaceccc
aacaatatat
tatttggeet
gtatttgaaa
gtgtcaccca
tacattagtg
aactgtccga
attaatatag
agcacttecce
ctggatettg
ctgcccocoget
catattaata
ggttatgtgt
ttatcgacta
aattteoteca
gatacecegge
tcaacagatt
aagccacaat
attgggccaa

agcaatgete

ES 2734 652 T3

ttctgegetg
acacttcagt
tgaaagggag
ctaaaaagga
ctggttectg
aaaagcaaaa
aaacggtygg
cgaatgaatc
atgtacageca
gggcattcct
aaatacccte
acaacataac
ggaactgceta
cgetgacaaa
aactgccaag
aagaagattt
ggtgcttcaa
ategttttge
tcaggaagat
aattcaacta
tagaaatact
tttccagaaa
tccaggaact
tcaacttggg
atetggaaat
agagttatge
ttgagtttga
gtgctgectta
accaatttga

aagtgttaag

ctgcaagtta
gttagggaac
aatgaaggaqg
aaacatgtte
tgagttatge
tgactcagtt
caaatatgtg
atttcaaggg
ccagaacgga
caacctaaaa
tggtttgceca
taaagagggc
ttttaacaaa
tttggagttg
ctccctacge
caagggattg
tgcccecattt
ttttcaaaac
taatgeotgec
tttagtggga
tgacttgtct
cttctctaaa
cagagaagat
tattaatttt
tatttacttg
aaatagttce
cccacatteg
tggaaaagcec
aaatcttcect

tggaactgaa

108

cggaatgaaa
atcagcaaga
tcatetttge
cttcagtegt
goccgaagaaa
attgcagagt
acagaactag
ctgcaaaatce
aatccocggta
aacctaaggg
gagtctttga
atttcaagac
gtttgcgaga
ctatcactat
aaacttttte
ataaatttaa
ccatgegtge
ttgacccaac
tggtttaaaa
gaaatagect
tttaactata
cctttgtete
gatttccage
attaagcaaa
tcagaaaaca
tettttecaac
aacttttatc
ttagatttaa
gacattgecct

tttteageea

aattagaaca
cccatcecag
aaaatagectc
caatgctgac
atttttctag
gcagcaateg
acctgtcetga
tcactaaaat
tacaatcaaa
agttactget
cagaacttag
ttataaactt
aaactaacat
ctttecaatte
tgagcaacac
cattactaga
cttgtgatgg
ttegataccet
atatgecetea
ctggggeatt
taaaggggag
tacgggeatt
ccctgatgea
tegatttcaa
gaatatcacce
gtcatatceg
atttcacceg
gcctcaacaqg
gtttaaatct

ttecteatgt

60

120

180

249

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

2300

260

1920

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



caaatatttg
attgtceogac
cgtaacacat
ccacaacaac
attagttttc
ctccattttc
gcacatccea
tgataatatg
gcttgactta
ttceccttegg
ttctgaagtc
caaatccgca
ccectttgaa
tgtcaaaatt
gagtattgtg
tttcttcacg
ttactgggat
tctttccaca
tgttactgac
cgttetectt
catgeagage
aagctggaac
ggatgtgatt
acggcagcygg
cttgttttgg
tatgtatgte

ataaaga

<210> 32
<211>1032
<212> PRT

gatttgacaa
ttggaagttc
catctagaat
atttatactt
agtggcaatc
aaaggtctca
aatgaagcat
ttaaagtttt
cgtggaaaca
acactgctge
agtagtctga
cttgaaacta
tgcacctgtg
cecagactgg
agtctggage
ttctttatca
gtttggttta
tcccaaactt
tgggtgataa
tgtetagagg
atcaaccaaa
tttaaaacag
atatttatecc
atctgtaaga
caaactetga

gattcocatta

<213> Mus musculus

<400> 32

Met Glu Asn Met Pro Pro Gln Ser Trp Ile Leu Thr Cys Phe Cys Leu

ES 2734 652 T3

acaatagact
tagatctcag
ttattcaaaa
taacagataa
gccttgacat
agaatctgac
tcettaattt
ttaactggac
aactactett
tgagtcataa
agcacctega
agaccaccac
acattggaga
tagatgtcecat
taacaacttg
ccaccatggt
tatataatgt
tctatgatge
atgagetgeg
agagggattg
gcaagaaaac
ctttttactt
tgctggagee
gctccatect
gaaatgtggt

agcaatacta

agactttgat
ctataattca
tttcacaaat
gtataacctyg
tttgtggaat
acgtctggat
gccagcgagt
attacteccag
tttaactgat
caggatttcc
tttaagttcc
caaattatct
ttteocgaaga
ttgtgeocagt
tgttteagat
tatgttggct
gtgtttagct
ttacatttct
ctaccacott
ggaceoggga
agtatttgtt
ggctttgeag
agtgttacag
ccagtyggecet
cttgactgaa

actgacgtta

109

aatgctagtg

cactatttca
ctaaaagttt
gaaagcaagt
gatgatgaca
ttatccctta
ctcactgaac
cagtttcecte
agcctatetg
cacctaccct
aatctgctaa
atgttggaac
tggatggatyg
cctggggate
gtcactgecag
goccctggete
aagataaaag
tatgacacca
gaagagagcee
ttggecatea
ttaaccaaaa
aggctaatgg
cattctcagt
gacaacccga
aatgattecac

agtcatgatt

ctcttactga
gaatagcagg
taaacttgag
ccctggtaga
acaggtatat
ataggctgaa
tacatataaa
gtctegagtt
actttacatce
ctggctttct
aaacaatcaa
tacacggaaa
aacatctgaa
aaagagggaa
tgatattatt
accatttgtt
gctacaggtc
aagatgcecte
gagacaaaaa
tcgacaaccet
aatatgeaaa
atgagaacat
atttgagget
aggcagaagy
ggtataacaa

tegegecata

1860

13820

1980

20490

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3129

3180

3240

3300

3360

3387



Leu

Ser

Cys

Val

65

Glu

Asn

Thr

Glu

Lys

145

Asn

Cys

Lys

Phe

Ser

225

Glu

Ser

Tyr

Asn

50

Thr

Ser

Ala

Glu

Asp

130

Glu

Thr

Tyr

Asn

Tyr

210

Asn

Asn

Ser

Pro

35

His

Asn

Phe

Lys

Gly

115

Asn

Leu

Phe

Phe

Leu

195

val

Ala

Leu

Gly

20

Cys

Arg

Ile

Gln

Gln

100

Ala

Gln

Ser

Gly

Lys

180

Ile

Pro

Lys

Thr

Thr

Asp

Gln

Asp

Lys

85

Gln

Leu

Leu

Len

Leu

165

Cys

His

Pro

Ile

Len
245

ES 2734 652 T3

Ser

Glu

Leu

Leu

70

Leu

His

Leu

Tyr

Ile

150

Arg

Asn

Leu

Lys

Met

230

Leu

Ala

Ile

His

55

Ser

Gln

Pro

Ser

Thr

135

Gln

Asn

Gln

Lys

Leu

215

Asn

Asp

Ile

Arg

40

Glu

Asp

Asn

Asn

Leu

120

Ile

Asn

Leu

Thr

val

200

Pro

Ile

Leu

110

Phe

25

His

Val

Asn

Leu

Glu

105

Arqg

Pro

Asn

Glu

Phe

185

Leu

Ser

Thr

Ser

10

His

Asn

Pro

Ala

Thr

90

Asn

Asn

Ala

Ile

Arg

170

Lys

Ser

Ser

Gln

Gly
250

Lys

Ser

Gln

Ile

75

Lys

Lys

Leu

Gly

FPhe

155

Leu

Val

Leu

Leu

Glu

235

Asn

Ala

Leu

Thr

Thr

Ile

Asn

Thr

Leu

140

Gln

Tyr

Glu

Ser

Arg

220

Asp

Cys

Asn

Val

45

Ile

His

Asp

Gly

val

125

Pro

Val

Leu

Asp

Phe

205

Lys

Phe

Pro

Tyr

30

Ile

Gly

Ile

Leu

Met

110

Leu

Glu

Thr

Gly

Gly

190

Asn

Leu

Lys

Arg

15

Ser

Ala

Lys

Thr

Asn

95

Asn

Leu

Ser

Lys

Trp

175

Ala

Asn

Phe

Gly

Cys
255

Arg

Glu

Tyr

Lys

80

His

Ile

Leu

Leu

Asn

160

Asn

Phe

Leu

Leu

Leu

240

Tyr



Asn

Ile

Leu

Leu

305

Glu

Leu

Asn

Leu

Leu

385

Ile

val

Asp

Asp

Leu

465

Leu

Asp

Ala

His

Ser

230

Ser

Ile

Asp

Ile

Arg

370

Gln

Glu

Ile

Tyr

Asp

450

Ile

Agn

Ile

Pro

Pro

275

Ser

Asn

Ala

Leu

Ser

355

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

435

Glu

Lys

Agn

Ala

Phe

260

Leu

Thr

Leu

Ser

Ser

340

Ser

Tyr

Leu

Ile

Leu

420

Ser

Phe

Pro

Ile

Cys
500

Pro

Ala

Ser

Lys

Gly

325

Phe

Asn

Val

Pro

Asp

405

Ser

Trp

Asp

Gln

Phe

485

Leu

ES 2734 652 T3

Cys

Phe

Leu

Glu

310

Ala

Asn

Phe

Phe

Asn

350

Phe

Gly

Arg

Pro

Cys

470

Ile

Asn

Thr

Gln

Arg

295

Leu

Phe

Phe

Ser

Arg

375

Leu

Lys

Agn

AsSn

His

455

Thr

Ile

Leu

Preo

Ser

280

Thr

His

Leu

Gln

Lys

360

Glu

Ala

Ala

Arg

Arg

440

val

Ala

Gly

Ser

111

Cys

265

Leu

Ile

Leu

Thr

Tyr

345

Leu

Leu

Thr

Phe

Ile

425

Leu

Asn

Tyr

Lys

Fhe
505

Lys

Thr

Pro

Glu

Lys

330

Lys

Arg

Lys

Ile

Gln

410

Ala

Arg

Fhe

Gly

Ser

490

Asn

Glu

Gln

Ser

Phe

315

Leu

Glu

Ser

Lys

Asn

395

Asn

Ser

Tyr

Tyr

Lys

475

Gln

Ala

Asn

Leu

Thr

300

Asn

Pro

Tyr

Leu

Lys

380

Leu

Phe

Val

Pro

His

460

Ala

Phe

Asn

Ser

Leu
285

Trp

Tyr

Ser

Leu

Lys

365

His

Gly

Ser

Leu

Leu

445

Ser

Leu

Glu

Thr

Ser

270

Tyr

Phe

Leu

Leu

Gln

350

Lys

Phe

Ile

Lys

Asp

430

Ser

Thr

Asp

Gly

Gln
510

Ile

Leu

Glu

val

Gln

335

Phe

Leu

Glu

Asn

Leu

415

Gly

Thr

Lys

Leu

Phe

495

val

His

Asn

Asn

Gln

320

Ile

Ile

His

His

Phe

400

Asp

Thr

Asp

Pro

Ser

480

Gln

Fhe



Asn

Thr

His

545

Ile

Leu

Glu

Asn

Ile

625

AN

Leu

Thr

Asn

Leun

705

Gly

Asn

Thr

Gly

Asn

530

Asp

Ala

Arg

Ser

Arg

610

Phe

Leu

Gln

Leu

Glu

690

Glu

Phe

Thr

Asn

Thr

515

Asn

Leu

Gly

val

Glu

585

Leu

Lys

Gln

Glu

Leu

675

Leu

Thr

Leu

Ile

Leu
755

Glu

Arg

Glu

Val

Leu

580

Leu

Asp

Ser

Gln

Leu

660

Gln

Tyr

Leu

Ser

Lys

740

Ser

Phe

Leu

Val

Thr

565

Asn

Lys

His

Leu

Ile

645

Leu

Tyr

Phe

Leu

Glu

725

Met

Ile

ES 2734 652 T3

Ser

Asp

Leu

550

His

Leu

Ser

Leu

Gln

630

Pro

Ile

Phe

Leu

Leu

710

aAla

Ile

Leu

Ser

Phe

535

Asp

Arg

Ser

Ile

Trp

615

Asn

Asn

Ser

Pro

Pro

695

Ser

Arg

Agn

Glu

Met

520

Asp

Leu

Leu

His

Ser

600

Asn

Leu

Gly

Gly

Hig

680

Asn

Eis

Asn

Lys

Leu
760

112

Pro

Asp

Ser

Gly

Asn

585

Leu

Ala

Ile

Ala

Asn

665

Leu

Cys

Asn

Leu

Ser

745

His

His

Asn

His

Phe

570

Gly

Lys

Asn

Arg

Phe

650

Lys

Hig

Leu

His

val

730

Ser

Gly

Ile

Asn

Asn

555

Ile

Ile

Glu

Bsp

Leu

635

Leu

Leu

Leu

Ser

Phe

715

His

Leu

Asn

Lys

Ala

540

Ala

Gln

Tyr

Leu

Gly

620

Asp

Asn

Arg

Leu

Lys

700

Ser

Leu

Gln

Tyr

Tyr

525

Phe

His

Asn

Thr

val

605

Lys

Leu

Leu

Phe

Asp

685

Phe

His

Asp

Thr

Phe
765

Leu

Ser

Tyr

Leu

Leu

590

Phe

Tyr

Ser

Pro

Phe

670

Leu

Ala

Leu

Leu

Lys

750

Asp

Asp

Asp

Phe

Ile

575

Thr

Ser

Trp

Tyr

Gln

655

Asn

Ser

His

Pro

Ser

735

Met

Cys

Leu

Leu

Ser

560

Asn

Glu

Gly

Ser

Asn

640

Ser

Trp

Arg

Ser

Ser

720

Phe

Lys

Thr



ES 2734 652 T3

Cys Asp Ile Ser Asp Phe Arg Ser Trp Leu Asp Glu Asn Leu Asn Ile
770 775 780

Thr Ile Pro Lys Leu Val Asn Val Ile Cys Ser Asn Pro Gly Asp Gln
785 790 795 800

Lys Ser Lys Ser Ile Met Ser Leu Asp Leu Thr Thr Cys Val Ser Asp
805 810 815

Thr Thr Ala aAla Val Leu Phe Phe Leu Thr Phe Leu Thr Thr Ser Met
820 825 830

Val Met Leu Ala Ala Leu Val His His Leu Phe Tyr Trp Asp Val Trp
835 840 845

Phe Ile Tyr His Met Cys Ser Ala Lys Leu Lys Gly Tyr Arg Thr Ser
850 855 860

Ser Thr Ser Gln Thr Phe Tyr Asp Ala Tyr Ile Ser Tyr Asp Thr Lys
865 870 875 880

Asp Ala Ser Val Thr Asp Trp Val Ile Asn Glu Leu Arg Tyr His Leu
885 890 895

Glu Glu Ser Glu Asp Lys Ser Val Leu Leu Cys Leu Glu Glu Arg Asp
900 05 910

Trp Asp Pro Gly Leu Pro Ile Ile Asp Asn Leu Met Gln Ser Ile Asn
915 920 925

Gln Ser Lys Lys Thr Ile Phe Val Leu Thr Lys Lys Tyr Ala Lys Ser
930 935 940

Trp Asn Phe Lys Thr Ala Phe Tyr Leu Ala Leu Gln Arg Leu Met Asp
945 950 955 960

Glu Asn Met Asp Val Ile Ile Phe Ile Leu Leu Glu Fro Val Leu Gln
965 970 975

Tyr Ser Gln Tyr Leu Arg Leu Arg Gln Arg Ile Cys Lys Ser Ser Ile
980D 985S 930

Leu Gln Trp Pro Asn Asn Pro Lys Ala Glu Asn Leu Phe Trp Gln Ser
9595 1000 1005

Leu Lys Asn Val Val Leu Thr Glu Asn Asp Ser Arg Tyr Asp Asp

113



<210> 33
<211> 3220
<212> ADN

1010

Leu Tyr
1025

<213> Mus musculus

<400> 33
attcagagtt

ggaaaacatg
cagtgceate
caactcecctt
aggcaagtat
gtcctttcaa
gcacccaaat
aaatctaaca
tgagtctttg
cacttttggg
taatcaaacc
ctcattatct
actttttetg
aaatttaaca
ttgcacacct
cacccaactt
gtttgaaaat
aattgcctceg
caactttcaa
tegttetete
tttegageat
tgagaaaatt
aggaaatcge
tcggaaacct

caccaaaccet

ggatgttaag
cccccktcagt
ttccataaag
gtgattgcag
gtgacaaaca
aagctgcaaa
gaaaataaaa
gttttactge
aaagaactta
cttaggaact
tttaaggtag
ttcaataacc
agtaatgeca
ttactagatce
tgcaaggaaa
ctctatctaa
ctgtcaaatc
ggggcatttt
tataaggaat
aagaagttge
ctecagagte
gatttcaaaqg
atagcatctyg
ctctcaacag

ttaataaage

ES 2734 652 T3

Ile Asp Ser

agagaaacaa
catggattct
cgaactattc
aatgcaacca
tagacttgte
acctcactaa
atggtatgaa
tggaagacaa
gcctaattea
tggaaagact
aagatggggc
ttttctatgt
aaatcatgaa
tgagtggaaa
actcateccat
acctttcecag
tgaaggaact
taacaaaact
atttacaatt
acttaagagg
ttecaaactt
ctttccagaa
tattagatgg
acgatgatga

cacagtgtac

1015

Ile Arg Gln Tyr

1030

acgttttacc
gacgtgcttt
cagaagctat
togtcaactg
agacaatgcc
aatcgatectg
tattacagaa
ccagttatat
aaacaatata
ctatttgggc
atttaaaaat
goccccccaaa
catcactcag
ctgtecaagg
ccacatacat
cacttcecctce
ccatcttgaa
acccagttta
tattaatatt
ctatgtgtte
ggcaaccatce
tttttccaaa
tacagattat
gtttgatceca

tgettatgge

114

ttcetttgte
tgtctgetgt
ccttgtgacg
catgaagttc
attacacata
aaccacaatg
ggggcactte
actatacctg
tttcaggtaa
tggaactgct
cttatacact
ctaccaagtt
gaagacttca
tgttacaatg
cctetggett
aggacgatte
ttcaactatt
caaatccttyg
tcctecaaatt
cgagaactta
aacttgggcea
ctcgacgtta
tcctettgge
cacgtgaatt

aaggecttagg

1020

tatagaacat
cctctggaac
agataaggca
cccaaactat
taacgaaaga
ccaaacaaca
tcagectaag
ctgggttgece
ctaaaaacaa
attttaaatg
tgaaggtact
ctctaaggaa
aaggactgga
ctecattteco
ttecaaagtet
cttctacctyg
tagttcaaga
atttgtectt
tctectaaget
aaaagaagea
ttaactttat
tctatttate
gaaatcgtct
tttaccatag

atttaagttt

60

120

180

249

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1920

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



gaacaatatt
aaatctgtce
ccacattaaa
cagtgatett
agcaggggta
cetgagecas
gaaagaattg
atactggtcec
ccttcaacaa
tatcagtggt
teacttgetyg
tgecacattee
cttcctctee
gatcaataaa
tgggaactat
tetgaatate
atcaaagagt
cetgttttte
cctgttttac
caggacttca
tgcatctgtt
caaaagtgte
taaccteatyg
tgeccaagage
gaacatggat
gaggcttcgg
agaaaacttg
tgacgatttyg

atcataaaaa

<210> 34
<211>1032
<212> PRT

ttcattattg
ttcaatgcca
tatttggatt
cacgatctag
acgeaccegte
aatggecattt
gttttcagtg
atttttaaaa
atcccaaatg
aacaaattac
gatttatega
ctggagacac
gaagccagga
tcctecectge
tttgactgca
acaattccta
atcatgagece
cteacattee
tgggatgttt
tccacatcecc
actgactggg
ctectttgtt
cagagcataa
tggaacttta
gtgattattt
cagaggatct
ttttggcaaa
tacattgatt

cacacagett

<213> Homo sapiens

ES 2734 652 T3

ggaaaagcca
atactcaagt
taaccaacaa
aagtgctgga
taggatttat
acacecctcac
gaaatcgtct
gtctccagaa
gagcattcct
gtttctttaa
gaaatgaget
tgctactgag
atctggtgca
aaaccaagat
cgtgtgacat
aattggtaaa
tagateteac
ttaccacete
ggtttatcta
aaactttcta
taatcaatga
tagaggagag
accagagcaa
aaacagettt
tcatcctect
gtaagagctc
gtctgaaaaa
ccattaggea

cteccttacaa

atttgaaggt
gtttaatggc
cagactagac
cetgageeac
ccagaactta
agaggaaagt
tgaccatttg
tttgatacgc
caatttgect
ttggacatta
gtattttcta
ccataateat
cctggatcta
gaaaacgaac
aagtgatttt
tgttatatgt
gacttgtgta
catggttatyg
tcacatgtgce
tgatgcttat
actgcgetac
ggattgggat
gaaaacaate
ctacttggee
ggaaccagtg
catcctccag
tgtggtcttg
atactagtga

tgaaccgaat

115

tttcaggata
acagaattct
tttgatgata
aatgeacact
ataaacctea
gagcetgaaaa
tggaatgcaa
ctggacttat
cagagcctcce
ctecagtatt
cccaattgee
tteteteace
agtttcaaca
ttgtctatte
cgaagctgge
tecaatectg
teggatacea
ttggetgete
tctgctaagt
atttcttatg
caccttgaag
ccaggattac
tttgttttaa
ttgcagagyge
ttacagtact
tggcccaaca
actgaaaatg

tgggaagtea

tcgeetgett
cctccatgec
acaatgcttt
atttecagtat
gggtgttaaa
geatctcact
atgatggcaa
catacaataa
aagagttact
tteeteacct
tatctaagtt
tacectetgyg
caataaagat
tggagctaca
tagatgaaaa
gggatcaaaa
ctgecagetgt
tggtteacca
taaaaggcta
acaccaaaga
agagtgaaga
ceatcattga
ccaagaaata
taatggatga
cacagtacct
atcccaaagc
attcacggta

cgactetgee

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3220



<400> 34

Met

1

Ala

Leu

Phe

Val

65

Ser

Asn

Thr

Asn

Leu

145

Ala

Asn

Gly

Asn

Leu
225

Gly

Ile

Pro

Leu

50

Thr

Asp

Cys

Ile

Leu

130

Ile

Ser

Cys

Ala

Asn

210

Leu

Phe

Met

Cys

35

Lys

Ser

Phe

Pro

Glu

115

Ser

Ser

Leu

Tyr

Leu

195

Leu

Leu

Cys

Leu

20

Glu

Ser

Leu

Ala

Pro

100

Pro

Tyr

Leu

Ala

Tyr

180

Leu

Thr

Ser

Arg

Ala

Leu

vVal

Ser

Hisg

85

vVal

Ser

Asn

Ser

Gly

165

Lys

Gly

Val

Tyr

ES 2734 652 T3

Ser

Met

Gln

Pro

Leu

70

Leu

Gly

Thr

Asn

Leu

150

Leu

Asn

Leu

Val

Asn
230

Ala

Thr

Pro

His

55

Ser

Pro

Leu

Phe

Ile

135

Ser

Hisg

Pro

Gly

Pro

215

Arg

Leu

Leu

Hisg

40

Phe

Ser

Ser

Ser

Leu

120

Met

His

Ala

Cys

Asn

200

Arg

Ile

116

His

Ala

25

Gly

Ser

Asn

Leu

Pro

105

Ala

Thr

Thr

Leu

Arg

185

Leu

Asn

Val

Pro

10

Leu

Leu

Met

Arg

Arg

Met

Val

Val

Asn

Arg

170

Gln

Thr

Leu

Lys

Leu

Gly

Val

Ala

Ile

75

Hisg

His

Pro

Pro

Ile

155

Phe

Ala

His

Pro

Leu
235

Ser

Thr

Asn

Ala

60

Hisg

Leu

Phe

Thr

Ala

140

Leu

Leu

Leu

Leu

Ser

220

Ala

Leu

Leu

Cys

45

Pro

Hisg

Asn

Pro

Leu

125

Leu

Met

Phe

Glu

Ser

205

Ser

Pro

Leu

Pro

30

Asn

Arg

Leu

Leu

Cys

110

Glu

Pro

Leu

Met

Val

190

Leu

Leu

Glu

Val
15

Ala

Trp

Gly

Hisg

Lys

95

His

Glu

Lys

Asp

Asp

175

Ala

Lys

Glu

Asp

Gln

Phe

Leu

Asn

Asp

80

Trp

Met

Leu

Ser

Ser

160

Gly

Pro

Tyr

Tyr

Leu
240



Ala

Arg

Pro

Leu

Arg

305

Tyr

Arg

His

Leu

Arg

385

Asn

Leu

Leun

Gln

Asp

465

Arg

Asn

Cys

Gln

val

290

Gly

Lys

Lys

Leu

Asp

370

Pro

Phe

Arg

Thr

Pro

450

Phe

Asn

Leu

Asp

Leu

275

Leu

Len

Cys

Leu

Ser

355

Met

Leu

Ile

Tyr

Ala

435

Gly

Arg

AsSn

Thr

His

260

His

Lys

Gly

Ile

Asn

340

Leu

His

Ala

Asn

Vval

420

Thr

Asp

Pro

Leu

Ala

245

Ala

Pro

Asp

Asn

Thr

325

Leu

Ala

Gly

Arg

Gln

405

Asp

Met

Leu

Agn

Val
485

ES 2734 652 T3

Leu

Pro

Asp

Ser

Leu

310

Lys

Ser

Pro

Ile

Leu

390

Ala

Leu

Gly

aAla

Cys

470

Thr

Arg

Asn

Thr

Ser

295

Arg

Thr

Phe

Ser

Phe

375

Pro

Gln

Ser

Glu

Pro

455

Ser

Val

val

Pro

Phe

280

Leu

Val

Lys

Asn

Phe

360

Phe

Leu

Asp

Ala

440

Ala

Thr

Gln

117

Leu

Cys

265

Ser

Ser

Leu

Ala

Tyr

345

Gly

Arg

Leu

Gly

Asn

425

Asp

Pro

Leu

Pro

Asp

250

Met

His

Trp

Asp

Phe

330

Gln

Ser

Ser

Gln

Ile

410

Arg

Gly

val

Asn

Glu
490

val

Glu

Leu

Leu

Leu

315

Gln

Lys

Leu

Leu

Thr

395

Phe

Ile

Gly

Asp

Phe

475

Met

Gly

Cys

Ser

Asn

300

Ser

Gly

Arg

Val

Asp

380

Leu

Arg

Ser

Glu

Thr

460

Thr

Phe

Gly

Pro

Arg

285

Ala

Glu

Leu

Val

Ala

365

Glu

Arg

Ala

Gly

Lys

445

Pro

Leu

Ala

Asn

Arg

270

Leu

Ser

Asn

Thr

Ser

350

Leu

Thr

Leu

Phe

Ala

430

val

Ser

Asp

Gln

Cys

255

His

Glu

Trp

Phe

Gln

335

Phe

Lys

Thr

Gln

Pro

415

Ser

Trp

Ser

Leu

Leu
495

Arg

Phe

Gly

Phe

Leu

320

Leu

Ala

Glu

Leu

Met

400

Gly

Glu

Leu

Glu

Ser

480

Ser



His

Asn

Ser

Pro

545

Leu

Gln

Ala

Gln

625

His

val

Leu

Leun

Arg

705

Phe

Len

Leu

Gly

His

530

Arg

Gln

Arg

Gln

Leu

610

Gly

Thr

Leu

His

Lys

690

Leu

Ser

Lys

Gln

Ser

515

Asn

Leu

Gly

His

Leu

5395

Gly

Leu

Leu

Arg

Phe

675

Ala

Asp

Lys

Thr

Cys

500

Gln

Lys

Glu

val

Leu

580

Cys

His

Ser

Leu

Leu

660

Leu

Leu

Val

Ala

Val
740

Leu

Phe

Leu

Ala

Gly

565

Ser

Ser

Met

Gly

Pro

645

Arg

Pro

Thr

Ser

Lys

725

Asp

ES 2734 652 T3

Arg

Leu

Asp

Leu

550

His

Leu

Thr

Trp

Leu

630

Gln

Asp

Lys

Asn

Cys

710

Glu

His

Leu

Pro

Leu

535

Asp

Asn

aAla

Ser

Ala

615

Ile

Thr

Agn

Leun

Gly

695

Asn

Len

Ser

Ser

Leu

520

Tyr

Leu

Phe

His

Leu

600

Glu

Trp

Leu

Tyr

Glu

680

Ser

Ser

Arg

Trp

118

His

505

Thr

His

Ser

Sear

Asn

585

Arg

Gly

Leu

Arg

Leu

665

val

Leu

Ile

Glu

Phe
745

Asn

Gly

Glu

Tyr

Phe

570

Asn

Ala

Asp

Asp

Asn

650

Ala

Leu

Pro

Ser

Leu

730

Gly

Cys

Leu

His

Asn

555

val

Ile

Leu

Leu

Leu

635

Leu

Phe

Asp

Ala

Phe

715

Asgn

Pro

Ile

Gln

Ser

540

Ser

Ala

His

Asp

Tyr

620

Ser

Pro

Phe

Leu

Gly

700

Val

Leu

Leu

Ser

val

525

Fhe

Gln

His

Ser

Phe

605

Leu

Gln

Lys

Lys

Ala

685

Thr

Ala

Ser

Ala

Gln

510

Leu

Thr

Pro

Leu

Gln

590

Ser

His

Asn

Ser

Trp

670

Gly

Arg

Pro

Ala

Ser
750

Ala

Asp

Glu

Phe

Arg

575

Val

Gly

Phe

Arg

Leu
655

Trp

Asn

Leu

Gly

Asn

735

Ala

val

Leu

Leu

Gly

560

Thr

Ser

Asn

Phe

Leu

640

Gln

Ser

Gln

Phe
720

Ala

Leu



ES 2734 652 T3

Gln Ile Leu Asp Val Ser Ala Asn Pro Leu His Cys Ala Cys Gly Ala
755 760 765

Ala Phe Met Asp Phe Leu Leu Glu Val Gln Ala Ala Val Pro Gly Leu
770 775 780

Pro Ser Arg Val Lys Cys Gly Ser Pro Gly Gln Leu Gln Gly Leu Ser
785 790 795 800

Ile Phe Ala Gln Asp Leu Arg Leu Cys Leu Asp Glu Ala Leu Ser Trp
805 8l0 815

Asp Cys Phe Ala Leu Ser Leu Leu Ala Val Ala Leu Gly Leu Gly Val
820 825 830

Pro Met Leu His His Leu Cys Gly Trp Asp Leu Trp Tyr Cys Phe His
835 840 845

Leu Cys Leu Ala Trp leu Pr¢ Trp Arg Gly Arg Gln Ser Gly Arg Asp
850 855 860

Glu Asp Ala Leu Pro Tyr Asp Ala Phe Val Val Phe Asp Lys Thr Gln
865 870 875 B8O

Ser Ala Val Ala aAsp Trp Val Tyr Asn Glu Leu Arg Gly Gln Leu Glu
885 830 895

Glu Cys Arg Gly Arg Trp Ala Leu Arg Leu Cys Leu Glu Glu Arg Asp
900 905 910

Trp Leu Pro Gly Lys Thr Leu Phe Glu Asn Leu Trp Ala Ser Val Tyr
915 920 925

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

Gly Leu Leu Arg Ala Ser Phe Leu Leu Ala Gln Gln Arg Leu Leu Glu
945 950 955 560

Asp Arg Lys Asp Val Val Val Leu Val Ile Leu Ser Pro Asp Gly Arg
965 970 975

Arg Ser Arg Tyr Val Arg Leu Arg Gln Arg Leu Cys Arg Gln Ser Val
980 985 990

Leu Leu Trp Pro His Gln Pro Ser Gly Gln Arg Ser Phe Trp Ala Gln

119
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985 1000 1005

Leu Gly Met Ala Leu Thr Arg Asp Asn His His Phe Tyr Asn Arg

1010 1015 1020
Asn Phe Cys Gln Gly Pro Thr Ala Glu

1025 1030
<210> 35
<211> 3257
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 35
ccgetgetge cecctgtggga agggacctcg agtgtgaage atccttcect gtagetgetg 60
tccagtctge cocgeocagace ctoctggagaa geoccctgece coccagcatgg gtttcoctgecg 120
cagcgceccctg caccegetgt ctoteocctggt geocaggecate atgotggoca tgacccectgge 180
cctgggtace ttgocctgeect teoctaccctg tgagetoccag cocccacggec tggtgaactg 240
caactggectg ttcctgaagt ctgtgccecca cttctccatg gecagecaccece gtggeaatgt 300
caccagectt teccttgtect ccaaccgecat ccaccacctce catgattetg actttgeccea 360
cctgeccage ctgeggecate tcaacctcaa gtggaactge cegecggttg geetcagecec 420
catgcacttc ccctgeccaca tgaccatcga goccagcacce ttcttggetg tgoccaccct 480
ggaagagcta aacctgagct acaacaacat catgactgtg cctgegetge ccaaatcecct 540
catatccectg tcectcagec ataccaacat cctgatgecta gactctgecca gocteogoeogg 600
cctgeatgee ctgegettee tattcatgga cggeaactgt tattacaaga acccectgeag 660
gcaggcactg gaggtggece cgggtgeecct ceottggectg ggecaacctea cecaccotgte 720
actcaagtac aacaacctca ctgtggtgee cogeaacctg cetteocagee tggagtatet 780
gctgttgtcoce tacaaccgca tcecgtcaaact ggcecgcecctgag gacctggcecca atctgaccge 840
cctgegtgtg ctecgatgtgg goggaaattg cocgoccecgetge gaccacgcete ccaaccectqg 200
catggagtgc cctcgtcact tcccccaget acatcccecgat accttcagee acctgageoeceqg 360
tettgaagge ctggtgttga aggacagtte tetetectgg ctgaatgeca gttggtteeg 1020
tgggetggga aacetecgag tgetggacet gagtgagaac ttectetaca aatgeatcac 1080
taaaacraag gecttecagg gectaacaca getgegcaag cttaaccetgt cettecaatta 1140
ccaaaagagg gtgtcctttg cccacctgte tcoctggeccet tectteggga goctggtoge 1200
cctgaaggag ctggacatge acggcatctt cttcegetca ctocgatgaga ccacgectcoeg 1260
gccactggee cgoctgeocca tgoctccagac totgegtctg cagatgaact tcatcaacca 1320
ggcecagete ggeatettea gggecttece tggeetgege tacgtggace tgteggacaa 1380
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ccgcatcage
ggtctggetyg
ctteaggeooe
gaccgtgcag
caactgeate
getagacetg
acgactggag
ccacaactte
caacatccac
cagcggcaat
aggcctgage
ccaaaccetg
ggcctteottt
aggaaaccagq
goctggatgte
ggagctgega
tgggcccetyg
ctgtggggeg
cagccgagty
cctgegecte
tgtggctctg
ctgctteocac
ggatgccetyg
ctgggtgtac
cetgtgecty
cteggtotat
tctettgege
cgtggtgetyg
gegectotge
ctgggeoccag
ctgccaggga

actecacctea

<210> 36

ggagcttegg
cagceetygggy
aactgcagca
ccggagatgt
tegcaggcag
tcecacaata
gccoctggace
agcttegtgy
agecaagtgt
gcactgggcc
ggtttgatet
cgcaacctcec
aagtggtgga
ctgaaggecce
agctgcaaca
gagctcaacc
gegagtgece
gecetttatgg
aagtgtggea
tgectggaty
ggcctgggtg

ctgtgcctgg

ccctacgaty
aacgagcttc
gaggaacgcy
ggcagccgoa
geocagcttoe
gtgatcetga
cgecagagty
ctgggcatgyg
cecacggecy

cotetge

ES 2734 652 T3

agctgacagc
accttgeteco
coctcaactt
ttgcceoaget
tcaatggete
agcetggacct
tcagctacaa
ctecacctgeg
cccageaget
atatgtgggc
ggctggactt
ccaagagcct
gectccactt
tgaccaatgy
gecatcagcett
ttagcgccaa
tgcaaatact
acttcctget
gtecogggeeca
aggcectcte
tgeccatget
coctggettee
ccttegtggt
gggggcagct
actggctygce
agacgetgtt
tgctggecca
gecoctgacygyg
tocteoctetyg
ccctgaccag

aatageegtyg

caccatgggg
ggccecagtg
caccttggat
ctcgecacctg
ccagttectg
ctaccacgag
cagccagccco
caccetgage
ctgcagtacg
cgagggagac
gteecagaac
acaggtgctg
cctgocraaa
cagcctgecct
cgtggecccec
cgccctcaag
agatgtaagc
ggaggtgcag
gctoccaggge
ctgggactgt
gecatcacctce
ctggcgggygy
cttcgacaaa
ggaggagtgc
tggcaaaacce
tgtgetggeoe
gcagcgecty
cegeegeteo
gooccaccag
ggacaaccac

agceggaate

121

gaggcagatg
gacactccca
ctgtecacgga
cagtgcctge
cegetgacoeg
cactcattca
tttggcatge
caccteagee
tegetgegyg
ctectatctge
cgectgeaca
cgtctecgtg
ctggaagtce
gctggeoacee
ggcttetttt
acagtggace
gccaacccte
gctgecegtge
ctcagcatct
ttegecectet
tgtggctggg
cggcaaagtyg
acgcagagcg
cgtgggcgcet
ctetttgaga
cacacggace
ctggaggace
cgctacgtge
cecagtggte
cacttctata

ctgcacggtyg

gaggggagaa
gctctgaaga
acaacctggt
gcctgagceca
gtctgeaggt
cggagctace
agggcgtggg
tggcecacaa
ccctggactt
acttcttcca
cectectgee
acaattacct
tcgacctgge
ggctccggag
ccaaggccaa
actcctggtt
tgecactgege
ccggtcectgee
ttgcacagga
cgetgetgge
acctctggta
ggcgagatga
cagtggcaga
gggcactceg
acctgtggge
gggtcagtyg
gcaaggacgt
ggctgegeoca
agcgeagett
accggaactt

ccacctocac

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3257



<211> 1055
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Met Pro Met

1

His

Pro

Leu

Leu

65

Met

Arg

Met

Val

145

vVal

Asn

Arg

Gln

Thr

Leu

Gly

50

vVal

Ala

Ile

His

His

130

Pro

Pro

Ile

Phe

Ala
210

Ala

Ser

35

Thr

Asn

Ala

Hisg

Leu

115

Phe

Thr

Ala

Leu

Leu

195

Leu

Lys

Leu

20

Leu

Leu

Cys

Pro

Hisg

100

Asn

Pro

Leu

Leu

Met

180

Phe

Glu

Trp

Pro

Leu

Pro

Asn

Arg

85

Leu

Leu

Cys

Glu

Pro

165

Leu

Met

vVal
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Ser

Pro

vVal

Ala

Trp

Gly

Hisg

Lys

His

Glu

150

Lys

Asp

Asp

Ala

Gly

Pro

Gln

Phe

55

Leu

Asn

Asp

Trp

Met

135

Leu

Ser

Ser

Gly

Pro
215

Trp

Gln

Ala

40

Leu

Phe

vVal

Ser

Asn

120

Thr

Asn

Leu

Ala

Asn

200

Gly

122

Arg

Gly

25

Ile

Pro

Leu

Thr

Asp

105

Cys

Ile

Leu

Ile

Ser

185

Cys

Ala

Trp

10

Phe

Met

Cys

Lys

Ser

90

Phe

Pro

Glu

Ser

Ser

170

Leu

Tyr

Leu

Ser

Cys

Leu

Glu

Ser

75

Leu

Ala

Pro

Pro

Tyr

155

Leu

Ala

Tyr

Leu

Trp

Ala

Leu

60

vVal

Ser

Hisg

vVal

Ser

140

Asn

Ser

Gly

Lys

Gly
220

Gly

Ser

Met

45

Gln

Pro

Leu

Leu

Gly

125

Thr

Asn

Leu

Leu

Asn

205

Leu

Pro

Ala

30

Thr

Pro

His

Ser

Pro

110

Leu

Phe

Ile

Ser

His

130

Pro

Gly

Ala

15

Leu

Leu

Hisg

Phe

Ser

95

Ser

Ser

Leu

Met

His

175

Ala

Cys

Asn

Thr

His

Ala

Gly

Ser

80

Asn

Leu

Pro

Ala

Thr

160

Thr

Leu

Arg

Leu



Thr

225

Leu

Lys

Asp

His

305

Trp

Asp

Phe

Gln

Ser

385

Ser

Gln

Ile

Gly

His

Pro

Leu

val

Glu

230

Leu

Leu

Leu

Gln

Lys

370

Leu

Leu

Thr

Phe

Ile

450

Gly

Leu

Ser

Ala

Gly

275

Cys

Ser

Asn

Ser

Gly

355

Arg

Val

Asp

Leu

Arg

435

Ser

Glu

Ser

Ser

Pro

260

Gly

Pro

Arg

Ala

Glu

340

Leu

Val

Ala

Glu

Arg

420

Ala

Gly

Lys

Leu

Leu

245

Glu

Asn

Arg

Leu

Ser

325

Asn

Thr

Ser

Leu

Thr

405

Leu

Phe

Ala

Val
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Lys

230

Glu

Asp

Cys

His

Glu

310

Trp

Phe

Gln

Phe

Lys

390

Thr

Gln

Pro

Ser

Trp

Tyr

Tyr

Leu

Arg

Phe

295

Gly

Phe

Leu

Leu

Ala

375

Glu

Leu

Met

Gly

Glu

455

Leu

Asn

Leu

Ala

Arg

280

Pro

Leu

Tyr

Arg

360

His

Leu

Arg

Asn

Leu

440

Leu

Gln

123

Asn

Leu

Asn

265

Cys

Gln

val

Gly

Lys

345

Lys

Leu

Asp

Pro

Phe

425

Arg

Thr

Pro

Leu

Leu

250

Leu

Asp

Leu

Leu

Leu

330

Cys

Leu

Ser

Met

Leu

410

Ile

Tyr

Ala

Gly

Thr

235

Ser

Thr

His

His

Lys

315

Gly

Ile

Asn

Leu

His

395

Ala

Asn

Val

Thr

Asp

val

Tyr

Ala

Ala

Pro

300

Asp

Asn

Thr

Leu

Ala

380

Gly

Arg

Gln

Asp

Met

440

Leu

val

Asn

Lenu

Pro

285

Asp

Ser

Leu

Lys

Ser

365

Pro

Ile

Leu

Ala

Leu

445

Gly

Ala

Pro

Arg

Arg

270

Asn

Thr

Ser

Arg

Thr

350

Phe

Ser

Phe

Pro

Gln

430

Ser

Glu

Pro

Arg

Ile

255

Val

Pro

Phe

Leu

Val

335

Lys

Asn

Phe

Phe

Met

415

Leu

Asp

Ala

Ala

Asn

240

Val

Leu

Cys

Ser

Ser

320

Leu

Ala

Tyr

Gly

Arg

400

Leu

Gly

Asn

Asp

Pro



465

val

Asn

Glu

Asrn

Gly

545

Glu

Tyr

Phe

Asn

Ala

625

Asp

Asp

Asrn

Ala

Leu
705

Asp

Phe

Met

Cys

530

Leu

His

Asn

Val

Ile

610

Leu

Leu

Leu

Leu

Phe

690

Asp

Thr

Thr

Phe

515

Ile

Gln

Ser

Ser

Ala

5985

His

Asp

Tyr

Ser

Pro

675

Phe

Leu

Pro

Leu

500

Ala

Ser

Val

Phe

Gln

580

His

Ser

Phe

Leu

Gln

660

Lys

Lys

Ala

Ser

485

Asp

Gln

Gln

Leu

Thr

565

Pro

Leu

Gln

Ser

His

645

Asn

Ser

Trp

Gly
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470

Ser

Leu

Leu

Ala

Asp

550

Glu

Phe

Arg

Val

Gly

630

Phe

Arg

Leu

Trp

Asn
710

Glu

Ser

Ser

Val

535

Leu

Leu

Gly

Thr

Ser

615

Asn

Phe

Leu

Gln

Ser

695

Gln

Asp

Arg

His

520

Asn

Ser

Pro

Met

Leu

600

Gln

Ala

Gln

His

vVal

680

Leu

Leu

124

Phe

Asn

505

Leu

Gly

His

Arg

Gln

585

Arg

Gln

Leu

Gly

Thr

665

Leu

His

Lys

Arg

430

Asn

Gln

Ser

Asn

Leu

570

Gly

His

Leu

Gly

Leu

630

Leu

Arg

Phe

Ala

475

Pro

Leu

Cys

Gln

Lys

555

Glu

Val

Leu

Cys

His

635

Ser

Leu

Leu

Leu

Leu
715

Asn

vVal

Leu

Phe

540

Leu

Ala

Gly

Ser

Ser

620

Met

Gly

Pro

Arg

Pro

700

Thr

Cys

Thr

Arg

525

Leu

Asp

Leu

His

Leu

605

Thr

Trp

Leu

Gln

Asp

685

Lys

Asn

Ser

Val

510

Leu

Pro

Leu

Asp

Asn

590

Ala

Ser

Ala

Ile

Thr

670

Asn

Leu

Gly

Thr

435

Gln

Ser

Leu

Tyr

Leu

575

Phe

His

Leu

Glu

Trp

655

Leu

Tyr

Glu

Ser

480

Leu

Pro

His

Thr

His

560

Sear

Ser

Asn

Arg

Gly

640

Leu

Arg

Leu

Val

Leu
F20



Pro

Ser

Leu

Gly

Leu

785

Gln

Gly

Leu

vVal

Asp

865

Gly

val

Glu

Leu

Asn

945

Ala

Ala

Phe

Asn

Pro

770

His

Ala

Gln

Asp

Ala

850

Leu

Arg

Val

Leu

Cys

930

Leu

His

Gly

Vval

Leu

755

Leu

Cys

Ala

Leu

Glu

835

Leu

Trp

Gln

Phe

Arg

915

Leu

Trp

Thr

Thr

Ala

740

Ser

Ala

Ala

val

Gln

820

Ala

Gly

Tyr

Ser

Asp

800

Gly

Glu

Ala

Asp

Arg

725

Pro

Ala

Ser

Cys

Pro

805

Gly

Leu

Leu

Cys

Gly

8B5S

Lys

Gln

Glu

Ser

Arg
965

ES 2734 652 T3

Leu

Gly

Asn

Ala

Gly

790

Gly

Leu

Ser

Gly

Phe

870

Thr

Leu

Arg

Val

950

val

Arg

Phe

aAla

Leu

775

Ala

Leu

Ser

Trp

Val

855

His

Asp

Gln

Glu

Asp

935

Tyr

Ser

Phe

Leu

760

Gln

Ala

Pro

Ile

Asp

840

Pro

Leu

Glu

Ser

Glu

920

Trp

Gly

Gly

125

Leu

Ser

745

Lys

Ile

Phe

Ser

Phe

825

Cys

Met

Cys

Asap

Ala

905

Cys

Leu

Ser

Leu

Asp

730

Lys

Thr

Leu

Met

Arg

810

Ala

Phe

Leu

Leu

Ala

890D

Val

Arg

Pro

Arg

Len
970

val

Ala

val

Asp

Asp

795

val

Gln

Ala

His

Ala

875

Leu

Ala

Gly

Gly

Lys

955

Arg

Ser

Lys

Asp

Val

780

Phe

Lys

Asp

Leu

His

860

Trp

Pro

Asp

Arg

Lys

940

Thr

Ala

Cys

Glu

His

765

Ser

Leu

Cys

Leu

Ser

845

Leu

Leu

Tyr

Trp

Trp

925

Thr

Leu

Ser

Asn

Leu

750

Ser

Ala

Leu

Gly

Arg

830

Leu

Cys

Pro

Asp

Val

910

Ala

Leu

Phe

Phe

Ser

735

Arg

Trp

Asn

Glu

Ser

815

Leu

Leu

Gly

Trp

Ala

895

Tyr

Leu

Phe

vVal

Leu
975

Ile

Glu

Phe

Pro

val

800

Pro

Cys

Ala

Trp

Arg

880

Phe

Asn

Arg

Glu

Leu

960

Leu



ES 2734 652 T3

Ala Gln Gln Arg Leu Leu Glu Asp Arg Lys Asp Val val val Leu Val
280 285 990
Ile Leu Ser Pro Asp Gly Arg Arg Ser Arg Tyr Val Arg Leu Arg Gln
935 1000 1005
Arg Leu Cys Arg Gln Ser Val Leu Leu Trp Pro His Gln Pro Ser
1010 1015 1020
Gly Gln Arg Ser Phe Trp Ala Gln Leu Gly Met Ala Leu Thr Arg
1025 1030 1035
Asp Asn His His Phe Tyr Asn Arg Asn Phe Cys Gln Gly Pro Thr
1040 1045 1050
Ala Glu
1055
<210> 37
<211> 3165
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 37
atgcccatga agtggagtgg gtggaggtgg agectgggggc cggccactca cacagceccctce 60
ccacccccac agggtttctg ccocgcagegee ctgecacccocge tgtctcetect ggtgcaggec 120
atcatgectgg ccatgacccet ggccctgggt accttgcecctg cecttcocctace ctgtgagetce 180
cagecccacg geoectggtgaa ctgeaactgg ctgttectga aghtetgtgee ccactteotee 240
atggecageac cocegtggeaa tgteaccage ctttecttgt cotecaaceg catecaccac 300
cteocatgatt ctgactttge ccacctgece agectgegge atcetceaacet caagtggaac 360
tgceccgeoegg ttggectcag ccccatgecac ttccecctgec acatgaccat cgageccage 420
accttcttgg ctgtgecccac cctggaagag ctaaacctga gectacaacaa catcatgact 480
gtgecctgege tgcccaaatc cctcatatce ctgtccctca geccataccaa catcctgatg 540
ctagactetg ccagectege cggectgeat geocctgeget teoctatteat ggacggoaac 600
tgttattaca agaacccctyg caggeaggea ctggaggtgg cocegggtge cctecttgge 660
ctgggcaace tcacccacet gtcactcaag tacaacaace tcactgtggt geoeccgraac 720
ctgeccttcca gectggagta tctgetgttg tcocctacaacc gecatcgtcaa actggcogect 780
gaggacctgg ccaatctgac cgccctgegt gtgectcgatg tgggcecggaaa ttgccocgcocge 840
tgcgaccacg ctcccaaccce ctgcatggag tgeccctcogtc acttccccca gectacatccece 800
gataccttea geocaccetgag cegtettgaa ggectggtgt tgaaggacag tteteteotee 960

126



tggctgaatg
aacttcctet
aagcttaace
ccttectteg
tcactegatg
ctgeagatga
cgctacgtgg
ggggaggcag
gtggacacte
gatctgtcac
ctgcagtgee
ctgcecgectga
gagcactcat
cectttggea
cgccacctea
acgtocgetge
gacctctate
aaccgcctge
ctgcgtetee
aaactggaag
cctgetggea
cccoggettet
aagacagtgg
agcgccaacc
caggctgccy
ggcctcagea
tgtttegeee
ctetgtgget
gggcggcaaa
aaaacgcaga
tgcegtggge

accctetttg

ccagttggtt
acaaatgecat
tgtoctteaa
ggagcctggt
agaccacgcet
acttcatcaa
acctgtegga
atggagggga
ccagetetga
ggaacaacct
tgcgectgag
ccggtoctgea
tcacggaget
tgecagggegt
gcectggeocca
gggccctgga
tgecacttett
acaccctecct
gtgacaatta
tectegacct
ccecggoteeg
ttteccaagge
accactecty
ctectgeoactg
tgccoggtet
tetttgeaca
tctogetget
gyggacctetyg
gtgggcgaga
gogeagtgge
getgggeact

agaacctgtyg

ES 2734 652 T3

cegtgggetg
cactaaaacc
ttaccaaaag
cgcoctgaag
coggecacty
ccaggeocag
caaccgecatc
gaaggtetgg
agacttcagg
ggtgaccgtg
ccacaactge
ggtgctagac
accacgacty
gggccacaac
caacaacatc
cttcagcgge
ccaaggecty
gccccaaacc
coctggectte
ggcaggaaac
gaggctggat
caaggagcty
gtttgggcce
cgcctgtggg
gcccagoogy
ggacctgege
ggctgtgget
gtactgette
tgaggatgeoc
agactgggtg
cogectgtge

ggocteggte

ggaaacctcc
aaggcctteo
agggtgteoct
gagctggaca
geeegeetge
cteggeatet
agcggagctt
ctgcagecotg
cccaactgca
cagccggaga
atetegeagg
ctgtceccaca
gaggccetygyg
ttecagetteyg
cacagccaag
aatgcactgy
agocggtttga
ctgogecaacc
tttaagtggt
cagctgaagy
gtecagctgca
cgagagctca
ctggcgagtg
gecggecttta
gtgaagtgty
ctetgectygg
ctgggeetgg
cacctgtgeco
ctgocctacg
tacaacgagc
ctggaggaac

tatggoageo

127

gagtgctgga
agggectaac
ttgeecacct
tgcacggcat
ccatgetceca
tecagggoctt
cggagctgac
gggaccttge
gcaccctcaa
tgtttgccca
cagtcaatgg
ataagctgga
acctcagcta
tggctecacet
tgtccecagca
gccatatgtyg
tetggetgga
tecccaagag
ggagcctcca
cecctgaccaa
acagcatcag
accttagege
cecctgeoaaat
tggacttcct
gcagtcoggy
atgaggocct
gtgtgcccat
tggectgget
atgeettegt
ttegggagea
gegactgget

gcaagacget

cctgagtgag
acagcectgege
gtetetggeoo
cttecttecege
gactctgegt
cectggoctg
agccaccatg
teeggeocca
cttecacettg
gcteoctegecac
ctececagtte
cctctaccac
caacagccag
gogcaccetyg
gctctgcagt
gygccgagyga
cttgtcceag
cctacaggtg
ctteocctgecece
tggcagcetyg
cttecgtggee
caacgcecte
actagatgta
gctggaggtg
ccagctccag
ctectgggac
gctgecatcac
tecctggegg
ggtettogac
gctggaggag
gectggeaaa

gtttgtgetg

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



gcccacacgg
ctgetggagg
tocececgetatg
cageccagty

caccacttet

<210> 38
<211>1032
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 38

Met Val Leun

1

Ala

Leu

Phe

Ile

63

Ser

Asn

Thr

Asn

Leu

145

Asn

Ala

Pro

Leu

50

Thr

Asp

Cys

Ile

Leu

130

Val

Ser

Val

Cys

35

Lys

Arg

Phe

Pro

Glu

115

Ser

Asn

Leu

accgggtcag
accgcaagga
tgcggetgeyg
gtcagegeag

ataaccggaa

Arg

Leu

20

Glu

Ser

Leu

Val

Pro

100

Pro

Tyr

Leu

Ala

ES 2734 652 T3

tggtctcttg

cgtogtggty

ccagcgcecte

cttetgggee

cttetgecag

Arg

Ala

Leu

Val

Ser

His

83

Thr

Arg

Asn

Ser

Gly
165

Arg

Glu

Lys

Pro

Leu

70

Leu

Gly

Thr

Gly

Leu

150

Leu

Thr

Thr

Pro

Arg

55

Ile

Ser

Leu

Phe

Ile

135

Ser

Tyr

cgecgeocaget toctgetgge
ctggtgatcc tgagccctga
tgccgccaga gtgtectect
cagetgggea tggecctgac

ggacccacgy ccgaa

Leu His Pro
10

Leu Ala Leu
25

His Gly Leu
40

Phea Ser Ala

Ser Asn Arg

Asn Leu Arg
1¢]

Ser Pro Leu
105

Leun Ala Met

120

Thr Thr Val

His Thr Asn

Ser Leu Arg

170

128

Leu

Gly

Val

Ala

Ile

75

Gln

His

Arg

Pro

Ile

155

val

Ser

Thr

Asp

Ala

60

His

Leu

Phe

Thr

Arg

140

Leu

Leu

Leu

Leu

Cys

45

Ser

His

Asn

Ser

Leu

125

Leu

val

Phe

Leu

Pro

30

Asn

Cys

Leu

Leu

Cys

110

Glu

Pro

Leu

Met

ccagcagcgc
cggccgcegce
ctggceccac

cagggacaac

val

15

Ala

Trp

Ser

His

Lys

95

His

Glu

Ser

Asp

Asp
175

Gln

Phe

Leu

Asn

Asn

80

Trp

Met

Leu

Ser

Ala

160

Gly

2940

3000

3060

3120

3165



Asn

Gly

Asn

Leu

225

Ala

Arg

Leu

Leu

Gln

305

Tyr

Arg

Leun

Arg

385

Asn

Len

Cys

Ala

Asn

210

Leu

Asn

Cys

His

Val

290

Gly

Glu

Lys

Leu

Asn
370

Trp

Phe

Arg

Tyr

Leu

195

Leu

Val

Len

Asp

Leu

275

Leu

Leu

Ser

Leu

His

355

Met

Leu

Ile

Phe

Tyr

180

Leu

Thr

Ser

Thr

His

260

His

Lys

val

Ile

Asn

340

Leu

Asn

Ala

Asn

Val
420

Lys

Gly

Lys

Tyr

Ser

245

Ala

Pro

Asp

Asn

Asn

325

Leu

Ala

Gly

Asp

Gln

405

Asp

ES 2734 652 T3

Asn

Leu

val

Asn

230

Leu

Pro

Glu

Ser

Leu

310

His

Ser

Ser

Ile

Leu

350

Ala

Leu

Pro

Ser

Pro

215

Leu

Arg

Asn

Thr

Ser

295

Ser

Thr

Phe

Ser

Phe

375

Pro

Gln

Ser

Cys

Asn

200

Arg

Ile

Val

Pro

Phe

280

Leu

vVal

Asn

Asn

FPhe

360

Fhe

Lys

Leu

Asp

129

Thr

185

Leu

Gln

val

Leu

Cys

265

His

His

Leu

Ala

Tyr

345

Lys

Arg

Leu

Ser

Asn
425

Gly

Thr

Leu

Lys

Asp

250

Ile

His

Thr

Asp

Phe

330

Arg

Asn

Ser

His

Ile

410

Arg

Ala

His

Pro

Leu

235

val

Glu

Leu

Leu

Leu

315

Gln

Lys

Leu

Leu

Thr

395

Phe

Ile

Val

Leu

Pro

220

Gly

Gly

Cys

Ser

Asn

300

Ser

Asn

Lys

val

Asn

380

Leu

Gly

Ser

Lys

Ser

205

Ser

Proc

Gly

Gly

His

285

Ser

Glu

Leu

Val

Ser

365

Lys

His

Thr

Gly

Val

130

Leu

Leu

Glu

Asn

Gln

270

Leu

Ser

Asn

Thr

Ser

350

Leu

Tyr

Leu

Phe

Pro
430

Thr

Lys

Glu

Asp

Cys

255

Lys

Glu

Trp

Phe

Arg

335

Phe

Gln

Thr

Gln

Arg

415

Ser

Pro

Tyr

Tyr

Leu

240

Arg

Ser

Gly

Phe

Leu

320

Leu

Ala

Glu

Leu

Met

400

Ala

Thr



Leu

Leu

Lys

465

Ser

Ser

Val

Leu

Leu

545

Ser

Met

Ser

Asn

Fhe

625

Leu

Lys

Ser

Ser

Leu

450

Asn

Arg

Arg

Asn

Ser

530

Pro

Met

Leu

Ser

Gly

610

Gln

His

Leu

Leu

Glu

435

Ser

Phe

Asn

Len

Gly

515

His

Gln

Lys

His

Hig

595

Met

Gly

Ile

Leu

Ser
675

Ala

Ala

Met

Asn

Gln

500

Ser

Asn

Leu

Gly

Ser

580

Leu

Gly

Leu

Leu

Ser

660

Phe

Thr

Asp

Asp

Leu

485

Cys

Gln

Lys

Gln

Ile

565

Leu

Agn

Arg

Ser

Arg

645

Leu

Leu
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Pro

Pro

Arg

470

Vval

Leu

Phe

Leu

Ala

550

Gly

Ser

Ser

Met

Gly

630

Pro

Arg

Pro

Glu

His

455

Cys

Thr

Ser

Leu

Asp

535

Leu

His

Leu

Agn

Trp

615

Leu

Gln

Asp

Asn

Glu

440

Pro

Lys

Ile

Leu

Pro

520

Leu

Asp

Asn

Ala

Ser

600

Asp

Leu

Asn

Asn

Leu
680

130

Ala

Ala

Asn

Lys

Sear

505

Leu

Tyr

Leu

Fhe

His

585

val

Glu

Lys

Leu

Tyr

665

Glu

Asp

Pro

Phe

Pro

4390

His

Thr

His

Ser

Ser

570

Asn

Arg

Gly

Leu

Asp

650

Leu

Val

Asp

Leu

Lys

475

Glu

Asn

Asn

Trp

Tyr

555

Phe

Asp

Phe

Gly

Asp

635

Asn

Ser

Leu

Ala

Ser

460

Phe

Met

Ser

Leu

Lys

540

Asn

val

Ile

Leu

Leu

620

Leu

Leu

Phe

Asp

Glu

445

Thr

Thr

Phe

Ile

Gln

525

Ser

Ser

Ala

His

Asp

605

Tyr

Ser

Pro

Phe

Leu
685

Gln

Pro

Met

Val

Ala

510

Val

Phe

Gln

His

Thr

530

Phe

Leu

Gln

Lys

Agn

670

Ala

Glu

Ala

Asp

Asn

4895

Gln

Leu

Ser

Pro

Leu

375

Arg

Ser

His

Asn

Ser
655

Trp

Gly

Glu

Ser

Leu

480

Leu

Ala

Asp

Glu

Phe

560

Ser

val

Gly

Phe

Asn

640

Leu

Thr

Asn



Gln

Gln

705

Phe

Ile

Leu

Ala

Leu

785

Ser

Trp

val

His

Ala

865

Ser

Glu

Trp

Gly

Leu

690

Lys

Phe

Leu

Thr

Ala

170

Ala

Ile

Asp

Pro

Leu

850

Gln

Ala

Arg

Leu

Ser

Lys

Leu

Ala

Lys

Val

755

Phe

Asn

Phe

Cys

Ile

835

Cys

Ala

Val

Arg

Pro

915

Arg

Ala

Asp

Leu

Thr

740

Leu

val

Gly

Ala

Phe

B2D

Leu

Leu

Leu

Ala

Gly

900

Gly

Lys

Leu

Val

Ala

725

Val

Asp

Asp

Val

Gln

805

Gly

His

Ala

Pro

Asp

885

Arg

Gln

Thr
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Thr

Ser

710

Val

Asp

Val

Leu

Lys

790

Asp

Leu

His

Trp

Tyr

870

Trp

Arg

Thr

Leu

Asn
695

Ser

Glu

Arg

Leu

7735

Cys

Leu

Ser

Leu

Leu

835

Asp

Val

Ala

Leu

Phe

Gly

Asn

Leu

Ser

Ser

760

Leu

Gly

Arg

Leu

Cys

g40

Pro

Ala

Tyr

Leu

Phe

920

val

131

Thr

Ser

Lys

Trp

745

Asn

Glu

Ser

Leu

Leu

825

Gly

Leu

Phe

Asn

Arg

905

Glu

Leu

Leu

Ile

Glu

730

Phe

Pro

Val

Pro

Cys

810

Ala

Trp

Leu

Val

Glu

890

Leu

Asn

Ala

Pro

Val

715

Val

Gly

Leu

Gln

Gly

795

Leu

Val

Asp

Ala

Val

875

Leu

Cys

Leu

His

Asn

700

Ser

Asn

Pro

His

Thr

780

Gln

Asp

Ala

Val

Arg

860

Phe

Leu

Trp

Thr

Gly

val

Leu

Ile

Cys

765

Lys

Leu

Glu

val

Trp

845

Ser

Asp

val

Glu

Ala

925

Asp

Thr

Vval

Ser

Val

750

Ala

Val

Gln

Val

Gly

830

Tyr

Arg

Lys

Arg

Asp

910

Ser

Arg

Leu

Pro

His

735

Met

Cys

Pro

Gly

Leu

815

Met

Cys

Arg

Ala

Leu

895

Arg

Ile

Val

Ala

720

Asn

Asn

Gly

Gly

Arg

800

Ser

Val

Phe

Ser

Gln

880

Glu

Asp

Tyr

Ser



Gly
945

Asp

Arg

ES 2734 652 T3

930 935

Leu Leu Arg Thr Ser Phe
950

Arg Lys Asp Val Val Val
965

Ser Arg Tyr Val Arg Leu

Leu

Leu

980

985

1010

Asn

1023

<210> 39
<211> 3200
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 39
tgtcagaggy

ctgcaccect
acecetgeety
ctgttectga
ctetecttga
aacctgcegge
ttctcttgee
ctgaacctga
ctgagectga
ageetgegeg
gtgaaggtga
tataacaacc
tcctataace
gtacttgatg

tgtggecaaa

agcctcggga
tgtcecctect
cettectace
agtetgtace
tetecaaceg
agctgaacct
acatgaccat
gctataatgg
gecacaccaa
ttetetteat
ceccaggege
tcacaaaggt
tcattgtcaa

tgggtgggaa

agteccteca

Phe Trp Pro Gln Gln Pro

940

Leu Leu Ala Gln Gln Arg Leu Leu Glu

935

960

Leu Val Ile Leu Arg Pro Asp Ala His

970

975

Arg Gln Arg Leu Cys Arg Gln Ser Val

985

Asn Gly Gln Gly Gly Phe

1000

1015

Phe Cys Arg Gly Pro Thr Ala Glu

1030

gaatcctcca
ggtacaggct
ctgtgagetyg
cegtttetet
tatecaccac
caagtggaac
tgagcccaga
tatcaccact
catcctggtt
ggacgggaac
cctactggge
gococgoecaa
gctggggect
ttgcegtege

cetgecacect

tctcoccaaca
gecagtgctgyg
aagaecteatyg
geggeageat
ctgecacaact
tgtccaccca
accttcctgg
gtgccecegac
ctagatgeta
tgetactaca
ctgageaate
ctgcecececca
gaagacctgg
tgcgaccatg

gagacettee

132

930

1005

tggttctcecy
ctgagactct
geetggtgga
cctgetecaa
cogacttegt
ctggcecttag
ctatgcgtac
tgcccagete
acagecteoge
agaaccectg
tecacceatet
gcctggagta
ccaatctgac
cccccaatcee

atcacctgag

Ser Thr Ala Leu Thr Arg Asp Asn Arg His Phe Tyr Asn Gln
1020

tcgaaggact
ggccctgggt
ctgeaattgyg
catcaccege
ceacctgtee
ccccctgecac
actggaggag
cctggtgaat
cggectatac
cacaggageyg
gtetetgaag
ccteectggtg
ctcececttcega
ctgtatagaa

cecatetggaa

Trp Ala Gln

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800



ggcctggtge
gtcaacctet
aatgoottte
aaggtatcet
gagctgaaca
gcegatotge
ctcagcatect
agtgggoctt
gagetgttgt
atggacaggt
atcaagccag
teccattgeac
gacctgtece
ttgcaggecece
aatttcagtt
attcatacce
ggcaacggta
ctgagtggee
aaccttgaca
ttctttaact
aaccagctaa
gatgtcagca
ctgaaagagg
cccattgtga
ggggcagect
ggtgtgaagt
cggoetgtgece
gccogtgggea
ttteatotgt
ctcecctatg
tataacgage

ctggaggacae

tgaaggacag
cggtgcoctgga
agaacctaac
ttgccegect
tgaacggecat
ccaaacteoca
ttggtacctt
caacgectgte
ctgoggateoc
gtaagaactt
agatgtttgt
aggctgtcaa
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REIVINDICACIONES

1. Un oligdmero de ARN aislado con una longitud de 5-40 nucledtidos que tiene una secuencia de bases que
comprende al menos un 60 % de guanina (G) y uracilo (U), en el que la secuencia de bases esta libre de
dinucledtidos CpG, en el que dicho oligdmero de ARN esta conjugado covalentemente a una fraccion de colesterilo.

2. El oligdmero de ARN aislado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia de bases:-

(@) comprende 5-RURGY-3', en la que R representa purina, U representa uracilo, G representa guanina, e Y
representa pirimidina;

(b) comprende 5'-GUAGU-3', en la que A representa adenina;

(c) comprende 5'-GUAGUGU-3;

(d) comprende 5'-GUUGB-3', en la que B representa U, G, o C, en la que C representa citosina;

(e) comprende 5-GUGUG-3';

(f) comprende 5'-GUGUUUAC-3';

(g) comprende 5'-GUAGGCAC-3';

(h) comprende 5'-CUAGGCAC-3'; o

(i) es autocomplementaria en al menos un 50 por ciento.

3. El oligébmero de ARN aislado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el oligémero:-

(a) tiene una longitud de 5-12 nucledétidos;

(b) es una pluralidad de oligémeros, que comprende opcionalmente un oligémero que tiene una primera
secuencia de bases y un oligdmero que tiene una segunda secuencia de bases, en el que la primera secuencia
de bases y la segunda secuencia de bases tienen una complementariedad de al menos un 50 por ciento, o un
oligdbmero que tiene una secuencia de bases que comprende 5-GUGUUUAC-3' y un oligémero que tiene una
secuencia de bases que comprende 5-GUAGGCAC-3';

(c) comprende una unién de la estructura principal no natural, opcionalmente una unién de fosforotioato;

(d) comprende una base modificada seleccionada del grupo que consiste en 7-desazaguanina, 8-azaguanina, 5-
metiluracilo, y pseudouracilo; o

(e) un aztcar modificado.

4. El oligdmero de ARN aislado de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente un antigeno,
opcionalmente en el que el antigeno es un alérgeno, un antigeno de cancer o un antigeno microbiano.

5. El oligdbmero de ARN aislado de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

6. El oligoémero de ARN aislado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia de bases comprende al
menos un 80 por ciento de guanina (G) y uracilo (U).

7. El oligomero de ARN aislado de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la secuencia de bases comprende al
menos un 90 por ciento guanina (G) y uracilo (U).

8. El oligomero de ARN aislado de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que dicho oligémero de ARN comprende
5'-GUUGB-3', en la que B representa U, G, o C.

9. El oligémero de ARN aislado de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que dicho oligémero de ARN comprende
multiplos de 5-GUUGB-3' unidos a través de un nucledsido de union intermedio, que se selecciona del grupo que
consiste en Gy U.

10. El oligémero de ARN aislado de acuerdo con la reivindicacion 8 o 9, en el que B representa U.

11. El oligémero de ARN aislado de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10, en el que el nucleésido de unién intermedio
es U.

12. Un oligdmero de ARN aislado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para su uso en un
procedimiento de tratamiento mediante la induccion de una respuesta inmunitaria en un sujeto.

13. Un oligdmero de ARN aislado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para su uso en un
procedimiento de tratamiento mediante la induccion de sefializacion de TLRS.

14. El oligémero de ARN aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que comprende
adicionalmente una cantidad eficaz de un ligando para un segundo TLR seleccionado del grupo que consiste en:
TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR9 y TLR10, para inducir sefializacion mediante el segundo TLR.
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HOMOLOGIA ENTRE RECEPTORES DE TIPO TOLL
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TLR?7 Y TLR8 TIENEN DOMINIOS DE UNION
A ACIDOS NUCLEICOS DE TIPO TLR®

motivo de CXXC GNCXXCXX XX XNCHAC
TLE9 Humano GNCRRECDHAPNPCMEC
TLRS Murino GNCRRCDHAPNPCMIC
TLRS Humano GNCPRCFNAPFPCVPC
TLRY Murino GHCPRCYNAFFPCAPC
motivo de MBD

* L w * o L
MBED-1 V- X-R-XX¥Y-T-XX-R-N-D-X-Y-XXANXAXXX-R-5
hTLRS G-X-Q-MXXN-S-XX-K-X-D-X-V-XXXAXXXXX-R-L
hTLRE8 H-X-K-XXXX-T-XX-B-X-D-X-D-XXX{XXAXXX-D-L
hTLR7 E-X-R-XXXX-S5-XA-R-X-D-X-L-XXXXANYA{N-K-L

145



ES 2734 652 T3

PBMC

ARNsa T2 {nd
ARNsa T1-nd
ARNsa A-nd
5 pgiml de SRF C18, ARNsa T2 88
5 pg/ml de SRF C18, ARNsa T1
5 pg/ml de SRF C18, ARNsa A
5 pg/ml de SRF C18
SRF 110
1 ng/ml de LPS-§
Medio -{nd )
0 1 2 3 4 5 6
ng deTNF-a humano (9 h)

Fig. 10

PBMC

10 ngiml de LPS &

RVC 2 mM 4

0,1 paiml de X

Medio - nd

0 1 2
ng deTNF-a humane (12 h)

Fig. 11

146



ES 2734 652 T3

-

10 ng/ml de TPA
AGCUO0,5 mM
U2mm 8
CZ2mm B
G 2mm 558
A2mM-§
RVC 2 mM -2
5 pgiml de X 3
Medio
0246 8101214161820
veces de induccion de NF-kB

sin TLR

10 ng/ml de TPA
AGCUOS5 mM
UzZmm-£
C 2 mM -3
. G2Zmm
Fig. 12 < A2 mMm§
RVC 2 mM -
SHa/ml de X
Medio 43

0246 81012141618 20

veces de induccion de NF-kB

hTLR7

10 ng/ml de TPA
AGCUOS5 mMm

5 pgiml de X -
Medio £

0 2 4 6 8 10121416 18 20
veces de induccion de NF-kB

147



ES 2734 652 T3

G2 mW -3
GU 2 mM -§
CU 2 mM 3
CG 2 mM -3
AG 2 mM
AC 2 mM
AU 2 mM -

10 ngiml de TPA-EE
RVC 2 mM 4

5 Haiml de X -
Medio -}

0 10 20 30 40 50 60 70
veces de induccion de NF-kB

G 2 mM hTLR7
GU 2 mM

CG2mM

AG 2 mM -

i < AC 2 mM -]

Flg' 13 AU 2 mM B

10 ng/iml de TPA

RVC 2 mM

5 Ha/ml de X

Medio

O 10 20 30 40 50 60 70

veces de induccion de NF-kB

hTLR8

G2ZmW-5
GU 2 mM
CU 2 mM—3
CG 2 mM—
AG 2 m -
AC 2 mM
AU 2 mM -
10 ng/ml de TPA &
RVC 2 m -
5 pgiml de X 2
Medio .
0 10 20 30 40 50 60 70
veces de induccion de NF-kB

148



ES 2734 652 T3

G 0,5 mM + U 0,625 mm
G 0,5 MM + U 1,25 mM
G 0,5 mM + U 2,5 mM

G0,5mM +U 5 mM

U5 mmM - no detectado

G 0.5 mM

Medio.- nho detectado

1 | I T T I T

T
0 1 2 3 4 5 6 7 8
TNF-a humano {ng/ml)

Fig. 14

ARN oligo

ADN olige 4 no detectado

Medio <4 no detectado

|
0,00 0.25 0,50 0.75

TNF-a humano (ngfml)

Fig. 15

149



ES 2734 652 T3

50 pg de ARNr de E. Coli 165 mod B

50 g de ARNr de E. Coli 165 mod A

50 pg de ARNr de E. Coli 16s

Medio

1 I ] T I |

0 1 2 3 4 5 6

TNF-a humano {ngiml)

Fig. 16

150



ES 2734 652 T3

-
TPA
Loxerribina 1 mM sin TLR
GU 1,5 mM
5 pgiml de X
Medio -
! 1
20 30

veces de induccion de NF-kB

TPA
Loxorribina 1 mM hTLR7
. GU1,5 mM
Fig. 17 <
5 pgiml de X
Medio —§
I T H |
o 10 20 30

veces de induccion de NF-kB

TPA,

Loxorribina 1 mM

GU 1,5 mM
5 pgiml de X
Medio
I I T 1
o 10 20 30

vaces de induccion de NF-kB

151



ES 2734 652 T3

63

125

250

500

Loxorribina {ph)

1000

2000

veces de induccion de NF-kB

8-mercapto-guanosina

8-bromo-guanosina

Loxorribina

2-desoxi-guanosina

quanosina

T
4 6

(=
=]

veces de induccion de NF-kB

~

.Fig, 18

152



ES 2734 652 T3

Expresion diferencial de TLR

cp123+ DC

CDNe+ DC
hTLR

hTLR ] 2 3 4 5 6 7 B 9

153



Fig. 20

veces de induccion de MF-kB

veces de induccion de NF-kB

veces de induccion de NF-kB

ES 2734 652 T3

hTLR8-NFkB-293

1006 GUGUGUGU
5 =1
4 -
3 -
'2 et
] -
0 4y e
1 10
ARN (pgiml)
hTLR8-NFkB-293
8 1031 GUAGUCAC
5 -
4 =1
2 —]
0 ; -
10
ARN (pgiml)
hTLR7-NFkB-293
8 1031 GUAGUCAC
6 -
4 -
2 —
D I

1 10
ARN (Hgiml)

154



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

