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DESCRIPCION
Aplicaciéon de laminina a cultivos de células endoteliales de la cérnea
[Descripcion detallada de la invencion]

[Campo técnico]

La presente invencioén se refiere al uso de laminina como un componente para el cultivo o el crecimiento de cultivos
de células endoteliales de la cérnea.

[Antecedentes de la técnica]

Las células endoteliales de la cornea humana estan presentes a una densidad de aproximadamente 3000 células por
milimetro cuadrado en el nacimiento. Sin embargo, una vez deterioradas, las células endoteliales de la cérnea humana
no tienen capacidad de regenerarse. Como tales, las células endoteliales de la cérnea se consideran dificiles de
cultivar. Debido al estado actual, en que es dificil cultivar o hacer crecer células endoteliales de la cérnea en técnicas
de trasplante, un tratamiento o cirugia sobre un endotelio de cérnea es practicamente imposible. Hay una escasez de
donacion de cérneas en Japon, donde se llevan a cabo aproximadamente 1700 casos de trasplantes de cérneas
anualmente de forma ambulatoria en comparacion con los aproximadamente 2600 pacientes en espera de trasplante
de coérnea.
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[Sumario de la invencion]

[Solucién al problema]

Los inventores de la presente solicitud han consumado la presente invencién descubriendo que una laminina
especifica es Util para el cultivo y el crecimiento de endotelios de la cornea. Por consiguiente, la presente invencion
representa los siguientes articulos representativos:

La presente invencion se refiere al uso de un agente seleccionado entre el grupo que consiste en la laminina 511, la
laminina 512, o el fragmento de laminina 511-E8 que se expresa en células endoteliales de la cérnea en un
procedimiento para promover el crecimiento de las células endoteliales de la cornea.

En una realizacion, las lamininas comprenden laminina 511 (alfa5 beta1l gamma1) y laminina 521 (alfa5 beta2 gamma

1).

En una realizacion, el fragmento de laminina tiene capacidad de adhesion celular de las células endoteliales de la
cornea.

En una realizacion, las células endoteliales de la cérnea son de ser humano.
En una realizacion, el agente esta presente en un medio.

En una realizacion, el agente se reviste sobre un recipiente de cultivo.

Se desvela también en el presente documento:

(1) Una composicién para cultivar o hacer crecer células endoteliales de la cornea, que comprende al menos un
agente que consiste en lamininas y fragmentos de las mismas que se expresan en células endoteliales de la
cornea.

(2) La composicion de acuerdo con el articulo 1, en la que las lamiminas comprenden laminina 511 (alfa5 beta1
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gamma1) y laminina 512 (alfa5 beta2 gamma 1).

(3) La composicion de acuerdo con el articulo 1 0 2, en la que los fragmentos promueven la capacidad de adhesion
celular de las células endoteliales de la cérnea.

(4) La composicion de acuerdo con una cualquiera de los articulos 1-3, en la que el agente es laminina 511,
laminina 521 o un fragmento de laminina 511-E8.

(5) La composicion de acuerdo con una cualquiera de los articulos 1-4, en la que las células endoteliales de la
cornea son de ser humano.

(6) Un medio para cultivar células endoteliales de la cérnea, que comprende la composicién de acuerdo con uno
cualquiera de los articulos1-5.

(7) Un recipiente de cultivo para células endoteliales de la cérnea, que se reviste con la composicion de acuerdo
con el articulo 1.

(8) Un procedimiento para cultivar células endoteliales de la cdérnea que comprende la etapa de utilizar la
composicion de acuerdo con uno cualquiera de los articulos 1-5.

(9) Un procedimiento para cultivar células endoteliales de la cérnea que comprende la etapa de utilizar el medio
de acuerdo con el articulo 6.

(10) Un procedimiento para cultivar células endoteliales de la cérnea que comprende la etapa de utilizar el
recipiente de acuerdo con el articulo 7.

[Efectos ventajosos de la invencion]

La presente invencion proporciona un componente que permite el cultivo, el mantenimiento, y el crecimiento de células
endoteliales de la cornea (en particular, células endoteliales de la cérnea humana).

[Breve descripcion de los dibujos]

La Figura 1 es un diagrama que muestra la expresion del ARNm de diversas cadenas de laminina en células
endoteliales de la cornea humana. El diagrama, desde la izquierda, muestra un marcador de pesos moleculares,
una cadena a1, cadena a2, cadena a3, cadena a4, cadena a5, cadena B1, cadena B2, cadena B3, cadena B4,
cadena y1, cadena y2, y cadena y3 de la laminina.

La Figura 2 muestra la expresion del ARNm de diversas cadenas de integrina en células endoteliales de la cornea
humana. La hilera superior, desde la izquierda, muestra la cadena a1, cadena a2, cadena a3, cadena a4, cadena
a5, cadena 06, cadena a7, cadena a8, cadena a9, cadena a10, cadena a11, cadena oE, cadena aV, y cadena aL
de la integrina. La hilera inferior, desde la izquierda, muestra la cadena aM, cadena aX, cadena aD, cadena allb,
cadena 1, cadena 32, cadena (33, cadena (4, cadena 35, cadena 36, cadena 37, y cadena 38 de la integrina. La
Figura 3A-Figura 3C muestra en su conjunto el analisis de expresion de diversas cadenas de integrina en células
endoteliales de la cornea humana mediante citometria de flujo. La Figura 3A muestra el analisis de expresion de
diversas cadenas de integrina en células endoteliales de la cornea humana mediante citometria de flujo. La hilera
superior, desde la izquierda, muestra las integrinas a1, a2, y a3. La hilera inferior, desde la izquierda, muestra las
integrinas a4, a5, y 06.

La Figura 3B muestra también el analisis de expresion de diversas cadenas de integrina en células endoteliales de
la cérnea humana mediante citometria de flujo. La hilera superior, desde la izquierda, muestra las integrinas aE,
aV, y aL. La hilera inferior, desde la izquierda, muestra las integrinas aM, aX, y allb (CD41a).

La Figura 3C muestra también el analisis de expresion de diversas cadenas de integrina en células endoteliales
de la cornea humana mediante citometria de flujo. La hilera superior, desde la izquierda, muestra las integrinas
allb (CD41b), B1, y B2. La hilera inferior, desde la izquierda, muestra las integrinas 33, 4, y B7.

La Figura 4 es una fotografia que muestra que la laminina 511 y la laminina 521 promueven la adhesion celular de
las células endoteliales de la cornea humana. La hilera superior, desde la izquierda, muestra la laminina 511, la
laminina 521, y la laminina 211. La hilera inferior, desde la izquierda, no muestra revestimiento, revestimiento de
FNC, y revestimiento de gelatina. La escala es 50 pm.

La Figura 5 es una grafica que muestra que la laminina 511 y la laminina 521 promueve la adhesion celular de las
células endoteliales de la cornea humana. El eje y indica el numero de células (% del control). El eje x, desde la
izquierda, no indica revestimiento (control), laminina 511, laminina 521, laminina 211, revestimiento de FNC,
revestimiento de gelatina, y fragmento 511-E8 de laminina.

La Figura 6 es una grafica que muestra que un fragmento de laminina 511-E8 promueve la adhesion celular de las
células endoteliales de la cornea humana. El eje y indica el numero de células (% del control). El eje x, desde la
izquierda, no indica revestimiento (control), cada concentracion de fragmentos de laminina 511-E8 (en orden:
0,001 pg/cm?, 0,01 pug/cm?, 0,1 ug/cm?, 0,5 yg/cm?, 1,0 ug/cm?, y 1,5 ug/cm?), y la mezcla de revestimiento de
FNC.

La Figura 7 es un grafico que muestra que la laminina 511, la laminina 521, y los fragmentos de laminina 511-E8
promueven la adhesion celular de las células endoteliales de la cornea humana. El eje y indica el valor relativo (%)
de la absorbancia de BrdU con respecto al control. El eje x, desde la izquierda, no indica revestimiento (control),
laminina 511, laminina 521, laminina 211, mezcla de revestimiento de FNC, y fragmentos de laminina 511-E8
(desde la izquierda, 0,5 pg/cm?, 1,0 pug/cm?, y 1,5 ug/cm?).

La Figura 8 es una fotografia de un microscopio de contraste de fases en el dia 2 del cultivo, que muestra que la
laminina 511 y la laminina 521 potencian la eficacia de cultivar células endoteliales de la cérnea. La parte superior
izquierda muestra la laminina 511, la parte inferior derecha muestra la laminina 521, la parte inferior izquierda
muestra la laminina 211, y la parte inferior derecha no muestra revestimiento. La barra indica 100 pm.
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La Figura 9 es una fotografia de un microscopio de contraste de fases en el dia 20 del cultivo, que muestran que
la laminina 511 y la laminina 521 permiten cultivar células endoteliales de la cérnea humana a una alta densidad.
La parte superior izquierda muestra la laminina 511, la parte inferior derecha muestra la laminina 521, la parte
inferior izquierda muestra la laminina 211, y la parte inferior derecha no muestra revestimiento. La barra indica 100
pm.

La Figura 10 es una fotografia que muestra que la laminina 511 y la laminina 521 permiten cultivar células
endoteliales de la cornea humana a una alta densidad celular. El colorante rojo indica Na+/K+-ATPasa y el
colorante azul indica DAPI. La parte superior izquierda muestra la laminina 511, la parte inferior derecha muestra
la laminina 521, la parte inferior izquierda muestra la laminina 211, y la parte inferior derecha no muestra
revestimiento. La barra indica 100 pm.

La Figura 11 es una fotografia que muestra que la laminina 511 y la laminina 521 permiten cultivar células
endoteliales de la cérnea humana a una alta densidad celular. El colorante verde indica ZO-1 y el colorante azul
indica DAPI. La parte superior izquierda muestra la laminina 511, la parte inferior derecha muestra la laminina 521,
la parte inferior izquierda muestra la laminina 211, y la parte inferior derecha no muestra revestimiento. La barra
indica 100 ym.

La Figura 12 es un grafico que indica que la adhesidn celular de una célula endotelial de la cornea humana esta
promovida incluso en un cultivo en el que la laminina 521 y el fragmento de laminina 511-E8 se afiaden a un medio
de cultivo. El eje y indica el nimero de células (% del control). El eje x, desde la izquierda, no indica revestimiento
(control), cada concentracién de laminina 521 (en orden: 1,0 ug/cm?, 2,0 ug/cm?y 4,0 yg/cm?), cada concentracion
de los fragmentos de laminina 511-E8 (en orden: 1,0 ug/cm?, 2,0 yg/cm?y 4,0 ug/cm?), y la mezcla de revestimiento
de FNC.

[Descripcion de las realizaciones]

La presente invencion se describe a continuacion. A lo largo de la presente memoria descriptiva, una expresion en
forma singular debe entenderse como que abarca la forma plural del concepto salvo que se indique especificamente
otra cosa. Por consiguiente, un articulo singular (por ejemplo, "un", "uno/a", "el/la" y similares en Inglés) debe
entenderse que abarcan la forma plural del concepto salvo que se indique especificamente otra cosa. Ademas, los
términos usados en el presente documento deben entenderse que se usan en el significado como convencionalmente
se usa en la técnica salvo que se indique de forma especifica otra cosa. Por consiguiente, a menos que se defina de
otro modo, todos los términos técnicos y la terminologia cientifica especifica utilizados en el presente documento
utilizados en el presente documento tienen el mismo significado que el que entiende cominmente un experto habitual
en la técnica a la cual pertenece la presente invencién. en el caso de una contradiccion, prevalecera la presente
memoria descriptiva (incluyendo las definiciones).

(Definicion)

Como se usa en el presente documento, "célula endotelial de la cérnea" se usa en el significado que
convencionalmente se usa en la técnica. La cérnea es uno de los tejidos laminares que constituyen un ojo. La cornea
es transparente y esta localizada en la parte mas proxima al entorno externo. En seres humanos, la cérnea se
considera como consistente en cinco capas, en orden desde el exterior (superficie del cuerpo), el epitelio de la cérnea,
la membrana de Bowman, la sustancia propia, la membrana de Descemet (membrana basal del endotelio de cérnea),
y el endotelio de cérnea. En particular, salvo que se especifique otra cosa, las partes diferentes de las del epitelio y el
endotelio pueden denominarse juntas como "estroma de la cérnea" y se denominan como tales en el presente
documento. Como se usa en el presente documento, "HCEC" es una abreviatura de células endoteliales de la cérnea
humana. Se entiende que para las células endoteliales usadas en la presente invencion, se pueden usar células de
origen natural, asi como células diferenciadas a partir de un citoblasto, es decir, células inducidas por diferenciacion a
partir de IPS o similares.

Como se usa en el presente documento, "aislado" se refiere a un estado en el que la cantidad de materiales que se
reunen naturalmente en las células en un entorno normal es al menos reducida, y preferentemente un estado de estar
practicamente exentas de dichos materiales. Por consiguiente, una célula, tejido o similar aislada se refiere a una
célula que esta sustancialmente exenta de otros materiales (por ejemplo, otras células, proteinas, o acidos nucleicos)
que se relnen en la célula en un entorno natural.

Como se usa en el presente documento, "formulacién endotelial de la cérnea" se refiere a cualquier formulaciéon o
agente medicinal que comprende el endotelio de cornea o una célula del endotelio de cornea. Debido a que se pueden
formular las células endoteliales de la cérnea que se producen y cultivan con un procedimiento de la presente
invencion, se puede fabricar una formulacién/agente endotelial de la cérnea usando células endoteliales de la cérnea
que se cultivan y producen con un procedimiento de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, "matriz extracelular" se denomina también (ECM) y se refiere a un material
que existe entre células somaticas, independientemente de si la célula es una célula epitelial o una célula no epitelial.
Debido a que una matriz extracelular se produce generalmente por células, una matriz extracelular es un material
bioldgico. Un dominio extracelular esta implicado no solo en el tejido de apoyo sino también en la constitucion del
entorno interno necesario para la supervivencia de todas las células somaticas. Una matriz extracelular se produce
generalmente a partir de células de tejido conectivo. Sin embargo, algunas son secretadas a partir de las propias
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células que tienen una membrana basal, tales como una célula epitelial o una célula endotelial. Una matriz extracelular
se divide basicamente en componentes fibrosos y una matriz que rellena el espacio entre los componentes fibrosos.
Los componentes fibrosos incluyen fibras de colageno vy fibras elasticas. El constituyente basico de la matriz es
glucosamino glicano (mucopolisacarido acido), cuya mayoria forma una macromolécula de proteoglicanos (complejo
de mucopolisacarido acido-proteina) mediante la unién con una proteina no de colageno. Ademas, la matriz
comprende laminina en la membrana basal, microfibrillas en la periferia de las fibras elasticas, fibras, y una
glicoproteina tal como fibronectina sobre la superficie celular. la estructura basica es la misma en el tejido
especializado. Por ejemplo, en el cartilago hialino, se produce una matriz de cartilago que comprende una cantidad
caracteristicamente grande de proteoglicanos por un condrioblasto, y en el hueso, se produce una matriz 6sea en que
tiene lugar la calcinosis por un osteoblasto. En este sentido, los materiales representativos que constituyen una matriz
extracelular incluyen, aunque no de forma limitativa, colageno I, colageno lll, colageno IV, colageno V, elastina,
colageno VI, vitronectina, fibronectina, laminina, tromboespondina, y proteoglicanos (por ejemplo, decorina, biglicano,
fibromodulina, lumicano, acido hialurénico, agrecano y similares). Se pueden utilizar diversas matrices extracelulares
que tienen un papel en la adhesién celular en la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, "laminina" es una proteina que constituye una membrana basal de una matriz
extracelular. La laminina promueve multicelularidad a la construccion del tejido y el mantenimiento de la misma, la
adhesion celular, la migracioén celular, y el crecimiento celular tienen una estrecha relacion con las células cancerosas.
Se considera que la laminina se va a expresar en un estadio temprano (estadio de 2 células). La laminina es un
heterodimero que consiste en cada una de una cadena a, una cadena 8 y una cadena y. Para nombrar la laminina, se
conoce la nomenclatura en el orden del descubrimiento (laminina-1, laminina-2, etc.). Sin embargo, debido a que no
se considera la correspondencia con las subunidades, se emplea en el presente documento un nuevo procedimiento
de denominacion, en el que se describen conjuntamente el nombre de las subclases a, B, o y (un nimero de tres
digitos, a indica el digito de las centenas,  indica el digito de las unidades, y y indica el digito de las unidades. en el
caso de a1, 1y y1, dicha laminina se denomina laminina 111. Para una laminina, se han descubierto cinco tipos de
cadenas a, 3 tipos de cadenas (3, y tres tipos de cadena y. Por consiguiente, el nimero maximo teérico de
combinaciones es 5x3x3=45, y son posibles 45 tipos de moléculas de laminina. Sin embargo, se cree que no todas
las combinaciones existen en la naturaleza. Cada subunidad se denomina LAMA1, LAMA2, LAMA3, LAMA4, o LAMAS
para una cadena a, LAMB1, LAMB2, o LAMB3 para una cadena 3, y LAMC1, LAMC2, o LAMCS para una cadena y.
Las proteinas lamininas usadas en la presente invencién pueden ser aquellas en forma natural o aquellas en una
forma modificada en las que uno o mas restos de aminoacidos estan modificados reteniendo a la vez la actividad
bioldgica, especialmente, la actividad de promocion de la adhesion celular. Ademas, las proteinas lamininas de la
presente invencion no estan limitadas en el origen, el procedimiento de produccion de las mismas o similares, siempre
que la proteina laminina tenga las caracteristicas descritas en el presente documento. Por consiguiente, las proteinas
lamininas usadas en la presente invencion pueden ser de cualesquiera proteinas de origen natural, proteinas
expresadas a partir de un ADN recombinante mediante un procedimiento de ingenieria genética, o proteinas
sintetizadas quimicamente. El origen de las proteinas lamininas usadas en la presente invencion no esta
particularmente limitado, pero se derivan preferentemente de un ser humano. Cuando se cultiva una célula humana
con el fin de obtener un material médico, es preferible, aunque no de forma limitativa, usar una laminina obtenida de
un ser humano a fin de evitar el uso de un material obtenido de otro animal.

Se conocen las moléculas de unién de la laminina. a1B1, a2B1, a2B2, a3p1, a6B1, a6p4, a7p1, a9B1, avp3, avps,
av38 son integrinas conocidas como receptores de lamininas.

La siguiente Tabla describe las lamininas representativas y por tanto la explicacion.

especificidad de union de la integrina al sitio de expresion principal de la composicion de laminina
(nombre)

Tejido fetal e

a1B1y1 (laminina-1)
a1B2y1 (laminina-3)
a2B1y1 (laminina-2)
(
I
(

a2p2y1 (laminina-4) Musculos, nervios (células de Schwann) LERA LT AN 2T
a2B1y3 (laminina-12)

a3B3y2 (laminina-5) ) ]
a3B1y1 (laminina-6) Piel, pulmén, y otro tejido epitelial ad81, 4583
a3B2y1 (laminina-7)
a4B1y1 (laminina-8)

a4B2y1 (laminina-9) Vaso sanguineo w1 a3 fY
a5B1y1 (laminina-10) Vaso sanguineo, higado, pulmoén, y otro tejido
a5B2y1 (laminina-11) epitelial Bt AN E R}

Como se usa en el presente documento, "cadena a1(LAMA1) es una subunidad de una proteina laminina de una
molécula de adhesion celular en una matriz extracelular, y se denomina LAMA1, LAMA, S-LAM-alfa, o similares. Para
LAMA1 humana, las secuencias del gen y la proteina se registran como numeros de registro NCBI NM_005559 y
NP_005550, respectivamente. OMIM se identifica con un nimero de registro 150320. cuando se usan para los fines
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del presente documento, se entiende que "cadena a1" o "LAMA1" significa no solo una proteina que tiene una
secuencia de aminoacidos descrita en el nimero de secuencia o el nimero de registro especifico (o un acido nucleico
que codifica la proteina), sino también un derivado funcionalmente activo, un fragmento funcionalmente activo, o un
homologo del mismo, o un mutante codificado por un acido nucleico que se hibrida a un acido nucleico que codifica
una proteina con una condicién de rigor alta o baja.

Como se usa en el presente documento, "cadena a2(LAMA2) es una subunidad de una proteina laminina de una
molécula de adhesioén celular en una matriz extracelular, y se denomina LAMA2, LAMM, o similares. Para LAMA2
humana, las secuencias del gen y la proteina se registran como numeros de registro NCBI NM_000426 y NP_000417,
respectivamente. OMIM se identifica con un nimero de registro 156225. cuando se usan para los fines del presente
documento, se entiende que "cadena a2" o "LAMA2" significa no solo una proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos descrita en el nimero de secuencia o el nimero de registro especifico (o un acido nucleico que codifica
la proteina), sino también un derivado funcionalmente activo, un fragmento funcionalmente activo, o un homologo del
mismo, o un mutante codificado por un acido nucleico que se hibrida a un acido nucleico que codifica una proteina
con una condicién de rigor alta o baja.

Como se usa en el presente documento, "cadena a3" (LAMA3) es una subunidad de una proteina laminina de una
molécula de adhesion celular en una matriz extracelular, y se denomina LAMA3, BM600, E170, LAMNA, LOCS,
lama3a, o similares. Para LAMA3 humana, las secuencias del gen y la proteina se registran como nimeros de registro
NCBI NM_000227 y NP_000218, respectivamente. OMIM se identifica con un ndmero de registro 600805. cuando se
usan para los fines del presente documento, se entiende que "cadena a3" o "LAMA3" significa no solo una proteina
que tiene una secuencia de aminoacidos descrita en el nimero de secuencia o el nimero de registro especifico (o un
acido nucleico que codifica la proteina), sino también un derivado funcionalmente activo, un fragmento funcionalmente
activo, o un homadlogo del mismo, o un mutante codificado por un acido nucleico que se hibrida a un acido nucleico
que codifica una proteina con una condicién de rigor alta o baja.

Como se usa en el presente documento, "cadena a4(LAMA4) es una subunidad de una proteina laminina de una
molécula de adhesién celular en una matriz extracelular, y se denomina LAMA4, LAMA3, LAMA4M, CMD1JJ o
similares. Para LAMA4 humana, las secuencias del gen y la proteina se registran como nimeros de registro NCBI
NM_001105206 y NP_001098676, respectivamente. OMIM se identifica con un nimero de registro 600133. cuando
se usan para los fines del presente documento, se entiende que "cadena a4" o "LAMA4" significa no solo una proteina
que tiene una secuencia de aminoacidos descrita en el nimero de secuencia o el nimero de registro especifico (o un
acido nucleico que codifica la proteina), sino también un derivado funcionalmente activo, un fragmento funcionalmente
activo, o un homadlogo del mismo, o un mutante codificado por un acido nucleico que se hibrida a un acido nucleico
que codifica una proteina con una condicion de rigor alta o baja.

Como se usa en el presente documento, "cadena a5(LAMA5) es una subunidad de una proteina laminina de una
molécula de adhesion celular en una matriz extracelular, y se denomina LAMAS5, KIAA1907, o similares. Para LAMA5
humana, las secuencias del gen y la proteina se registran como nimeros de registro NCBI NM_005560 y NP_005551,
respectivamente. OMIM se identifica con un nimero de registro 601033. cuando se usan para los fines del presente
documento, se entiende que "cadena a5" o "LAMAS5" significa no solo una proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos descrita en el nimero de secuencia o el nimero de registro especifico (o un acido nucleico que codifica
la proteina), sino también un derivado funcionalmente activo, un fragmento funcionalmente activo, o un homologo del
mismo, o un mutante codificado por un acido nucleico que se hibrida a un acido nucleico que codifica una proteina
con una condicién de rigor alta o baja.

Como se usa en el presente documento, "cadena 1(LAMB1) es una subunidad de una proteina laminina de una
molécula de adhesion celular en una matriz extracelular, y se denomina LAMB1, CLM, LIS5, o similares. Para LAMB1
humana, las secuencias del gen y la proteina se registran como numeros de registro NCBI NM_002291 y NP_002282,
respectivamente. OMIM se identifica con un nimero de registro 150240. cuando se usan para los fines del presente
documento, se entiende que "cadena B1" o "LAMB1" significa no solo una proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos descrita en el nimero de secuencia o el nimero de registro especifico (o un acido nucleico que codifica
la proteina), sino también un derivado funcionalmente activo, un fragmento funcionalmente activo, o un homologo del
mismo, o un mutante codificado por un acido nucleico que se hibrida a un acido nucleico que codifica una proteina
con una condicion de rigor alta o baja.

Como se usa en el presente documento, "cadena 2 (LAMB2) (laminina S) es una subunidad de una proteina laminina
de una molécula de adhesion celular en una matriz extracelular, y se denomina LAMB2, LAMS, NPHSS5, o similares.
Para LAMB2 humana, las secuencias del gen y la proteina se registran como nimeros de registro NCBI NM_002292
y NP_002283, respectivamente. OMIM se identifica con un nimero de registro 150325. cuando se usan para los fines
del presente documento, se entiende que "cadena 32" o "LAMB2" significa no solo una proteina que tiene una
secuencia de aminoacidos descrita en el nimero de secuencia o el nimero de registro especifico (o un acido nucleico
que codifica la proteina), sino también un derivado funcionalmente activo, un fragmento funcionalmente activo, o un
homologo del mismo, o un mutante codificado por un acido nucleico que se hibrida a un acido nucleico que codifica
una proteina con una condicién de rigor alta o baja.

Como se usa en el presente documento, "cadena B3(LAMB3) es una subunidad de una proteina laminina de una
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molécula de adhesidn celular en una matriz extracelular, y se denomina LAMB3, BM600-125KDA, LAM5, LAMNB1, o
similares. Para LAMB3 humana, las secuencias del gen y la proteina se registran como nimeros de registro NCBI
NM_000228 y NP_000219, respectivamente. OMIM se identifica con un nimero de registro 150310. cuando se usan
para los fines del presente documento, se entiende que "cadena B3" o "LAMB3" significa no solo una proteina que
tiene una secuencia de aminoacidos descrita en el nUmero de secuencia o el nimero de registro especifico (o un acido
nucleico que codifica la proteina), sino también un derivado funcionalmente activo, un fragmento funcionalmente
activo, un homologo del mismo, o un mutante codificado por un acido nucleico que se hibrida a un acido nucleico que
codifica una proteina con una condicién de rigor alta o baja.

Como se usa en el presente documento, "cadena y1 (LAMC1) es una subunidad de una proteina laminina de una
molécula de adhesion celular en una matriz extracelular, y se denomina LAMC1, LAMB2, o similares. Para LAMCA1
humana, las secuencias del gen y la proteina se registran como numeros de registro NCBI NM_002293 y NP_002284,
respectivamente. OMIM se identifica con un nimero de registro 150290. cuando se usan para los fines del presente
documento, se entiende que "cadena y1" o "LAMC1" significa no solo una proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos descrita en el nimero de secuencia o el nimero de registro especifico (o un acido nucleico que codifica
la proteina), sino también un derivado funcionalmente activo, un fragmento funcionalmente activo, un homologo del
mismo, o un mutante codificado por un acido nucleico que se hibrida a un acido nucleico que codifica una proteina
con una condicion de rigor alta o baja.

Como se usa en el presente documento, "cadena y2 (LAMC2) es una subunidad de una proteina laminina de una
molécula de adhesion celular en una matriz extracelular, y se denomina LAMC2, B2T, BM600, CSF, EBR2, EBR2A,
LAMB2T, LAMNB2, o similares. Para LAMC2 humana, las secuencias del gen y la proteina se registran como nimeros
de registro NCBI NM_005562 y NP-005553, respectivamente. OMIM se identifica con un nimero de registro 150292.
cuando se usan para los fines del presente documento, se entiende que "cadena y2" o "LAMC2" significa no solo una
proteina que tiene una secuencia de aminoacidos descrita en el niumero de secuencia o el numero de registro
especifico (o un acido nucleico que codifica la proteina), sino también un derivado funcionalmente activo, un fragmento
funcionalmente activo, un homaélogo del mismo, o un mutante codificado por un acido nucleico que se hibrida a un
acido nucleico que codifica una proteina con una condicion de rigor alta o baja.

Como se usa en el presente documento, "cadena y3 (LAMC3) es una subunidad de una proteina laminina de una
molécula de adhesion celular en una matriz extracelular, y se denomina LAMC3, OCCM, o similares. Para LAMC3
humana, las secuencias del gen y la proteina se registran como nimeros de registro NCBI NM_006059 y NP_006050,
respectivamente. OMIM se identifica con un nimero de registro 604349. cuando se usan para los fines del presente
documento, se entiende que "cadena y3" o "LAMC3" significa no solo una proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos descrita en el nimero de secuencia o el nimero de registro especifico (o un acido nucleico que codifica
la proteina), sino también un derivado funcionalmente activo, un fragmento funcionalmente activo, un homologo del
mismo, o un mutante codificado por un acido nucleico que se hibrida a un acido nucleico que codifica una proteina
con una condicién de rigor alta o baja.

Como se usa en el presente documento, "laminina expresada en células endoteliales de la cornea" se refiere a un tipo
de gen de laminina que se expresa en un estado normal, o que se expresa preferentemente de forma significativa al
nivel de la proteina, en células endoteliales de la cérnea. a5, 1, B2, y y1 se confirma que se expresan mediante el
analisis en el presente documento (Fig 2). Por consiguiente, se confirmo al menos que la laminina 511 y la laminina
521 se expresaban en células endoteliales de la cérnea. Dev.Dyn.218, 213-234, 2000, y J.Biol.Chem. 277(15), 12741-
12748, 2002 tienen una descripcion detallada de la laminina 511. Para la laminina 511 o similares, es posible utilizar
aquellas que estan comercialmente disponibles. Por ejemplo, las proteinas recombinantes de laminina 511 y laminina
521 estan comercialmente disponibles y obtenibles de BioLamina AB.

Como se usa en el presente documento, la "expresion" de un gen, polinucleétido, polipéptido o similar se refiere al gen
o similar que se esta sometiendo a un determinado efecto in vivo para estar en otra forma. Preferentemente, el término
se refiere a un gen, polinucledtido o similar que se transcribe y traduce para estar en la forma de un polipéptido. Sin
embargo, el gen, polinucledtido o similar que se transcribe para dar como resultado un ARNm puede estar en una
forma de expresion. Aun preferentemente, dicha forma de polipéptido puede ser aquella que recibe el procesamiento
tras la traduccion (denominada como un derivado en el presente documento). Por ejemplo, Se puede determinar
mediante cualquier procedimiento el nivel de expresion de cada cadena de laminina. De manera especifica, el nivel
de expresion de cada cadena de laminina puede encontrarse evaluando la cantidad de ARNm de cada cadena de
laminina, la cantidad de proteina de cada cadena de laminina y la actividad bioldgica de la proteina de cada cadena
de laminina. Se puede determinar la cantidad de ARNm o proteina de cada cadena de laminina mediante un
procedimiento como se describe en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, "equivalente funcional" se refiere a cualquier cosa que la misma funcién
prevista, pero una estructura diferente con respecto a la entidad sujeto original. Por consiguiente, se entiende que
cuando se refiere a un "grupo que consiste en una laminina de cada cadena de laminina, o un equivalente funcional
de la misma" o un "grupo que consiste en una laminina, cada cadena de laminina, y un equivalente funcional de la
misma", lo siguiente esta abarcado en lo anterior: una laminina o cada propia cadena de laminina, asi como los
fragmentos, mutantes o variantes de la laminina o cada cadena de laminina (por ejemplo, una variante de una
secuencia de aminoacidos o similar) que tiene una o mas capacidades de adhesién celular, regulacién de la
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diferenciacion y/o accién de promover el crecimiento sobre una célula del ojo o similar; y las sustancias que puedan
cambiar en una laminina o en cada propia cadena de laminina, o un fragmento, mutante o variante de la laminina o de
cada cadena de laminina en el momento de la accién (incluyendo, por ejemplo, un acido nucleico que codifica una
laminina o cada propia cadena de laminina, o un fragmento, mutante o variante de laminina o cada cadena de laminina
y un vector, célula o similar que comprende dicho acido nucleico). Un ejemplo representativo del "grupo que consiste
en una laminina de cada cadena de laminina, o un equivalente funcional de la misma" o un "grupo que consiste en
una laminina, cada cadena de laminina y un equivalente funcional de la misma" incluye al menos un agente
seleccionado entre el grupo que consiste en la laminina y fragmentos de la misma. En la presente invencion, se
entiende que un equivalente funcional de una laminina o cada cadena de laminina puede usarse de forma similar a
una laminina o cada cadena de laminina sin mencién especifica de la misma.

Como se usa en el presente documento, "fragmento” se refiere a un polipéptido o polinucleétido con una longitud de
secuencia de 1 a n-1 con respecto a la longitud completa de un polipéptido o polinucleétido (longitud n). La longitud
de un fragmento puede cambiarse de manera adecuada de acuerdo con el objetivo. Por ejemplo, Para un polipéptido,
el limite inferior de la longitud del mismo incluye 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 y mas aminoacidos.
Ademas, las longitudes representadas por un nimero entero que no esta especificamente relacionado en el presente
documento (por ejemplo, el 11 y similares) puede también ser adecuada como limite inferior. Ademas, para un
polinucledtido, el limite inferior de la longitud del mismo incluye 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 75, 100 y mas
nucleétidos. Ademas, las longitudes representadas por un nimero entero que no esta especificamente relacionado en
el presente documento (por ejemplo, el 11 y similares) puede también ser adecuada como limite inferior. se entiende
en el presente documento que los propios fragmentos de dicha cadena de laminina, cuando funcionan como un factor
de actividad, por ejemplo, la promocion o el mantenimiento del crecimiento, estan comprendidos en el alcance de la
presente invencién. De acuerdo con la presente invencién, como se usa en el presente documento, el término
"actividad" se refiere a una funcién de una molécula en el significado mas amplio. La actividad abarca generalmente,
aunque no se pretende que esté limitada a, la funcion bioldgica, la funcién bioquimica, la funcion fisica, o la funcién
quimica de una molécula. la actividad abarca, por ejemplo, la actividad enzimatica, la capacidad para interactuar con
otra molécula y la capacidad de activar, promover, estabilizar, inhibir, suprimir, o desestabilizar una funcion de otra
molécula, la estabilidad, y la capacidad de localizarse en una posicion especifica en una célula. Cuando sea aplicable,
el término se dirige a una funcién de un complejo de proteina en el significado mas amplio. Como se usa en el presente
documento, la "funcién bioldgica", cuando se hace referencia a un gen o un acido nucleico o polipéptido del anterior,
se refiere a una funcion especifica que el gen, acido nucleico o polipéptido puede tener en un organismo vivo. "Funcién
biologica" incluye, aunque no de forma limitativa, la creacion de un anticuerpo especifico, la actividad enzimatica, que
proporciona resistencia y similares. Como se usa en el presente documento, la funcién bioldgica puede ejercerse
mediante la "actividad bioldgica". Como se usa en el presente documento, la "actividad bioldgica" se refiere a la
actividad que un factor (por ejemplo, polinucleétido y proteina) puede tener en un organismo vivo, y la actividad que
ejerce una variedad de funciones (por ejemplo, la actividad que promueve la transcripcion) esta abarcada en la misma.
Por ejemplo, esta abarcada también la actividad de activar o desactivar una molécula de la interaccion con otra
molécula. Cuando interactuan dos factores, la actividad biolégica de los mismos puede pensarse como la unién de las
dos moléculas y el cambio biolégico resultante de las anteriores, por ejemplo, en el caso cuando se unen las dos
moléculas, por ejemplo, las dos moléculas se unen si coprecipitan cuando se usa un anticuerpo contra una cualquiera
de las moléculas. Por consiguiente, un procedimiento de determinacion incluye observar dicha coprecipitacion. Por
ejemplo, cuando un factor es una enzima, la actividad biolégica de la misma abarca la actividad enzimatica de la
misma. En otro ejemplo, cuando un factor es un ligando, esta abarcada la unién a un receptor al cual se corresponde
el ligando. Dicha actividad bioldgica puede medirse mediante una técnica bien conocida en la materia. Por
consiguiente, "la actividad" se refiere a diversos indicadores medibles que indican o desvelan la union (tanto de forma
directa como indirecta) o una respuesta estimulada (es decir, que tiene un efecto medible en respuesta a alguna
exposicion o estimulacion). Por ejemplo, "actividad" incluye un compuesto que se une a un polipéptido o polinucledtido
de la presente invencion, la cantidad de proteinas afectada en la direccion 5' o 3' tras alguna exposicion o estimulacion,
o una medida de otra funcién analoga.

"funcionalmente activo" como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido, un fragmento o un
derivado, que tiene funcién bioquimica, funcién de regulacioén, o funcién estructural de una proteina tal como actividad
bioldgica de acuerdo con la realizacion asociada con el polipéptido, un fragmento o derivado, de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, un "fragmento” de una laminina se refiere a cualquier fragmento de una
laminina. Como un agente usado en la presente invencion, se entiende que no solo la longitud completa de una
laminina, sino también un fragmento de la laminina se puede usar siempre como el fragmento que tiene la funcién de
la longitud completa de la laminina, particularmente, la capacidad de adhesion celular de una célula endotelial. Por
consiguiente, un fragmento de una laminina usado en la presente invencién generalmente tiene al menos una
caracteristica de la laminina. Dicha caracteristica puede abarcar la capacidad de adhesion celular de una célula
endotelial en particular.

Se describira a continuacion la secuencia de una laminina que se encuentra que se va a expresar en las células
endoteliales de la coérnea en la presente invencion. Se entiende que estas lamininas indican los ejemplos
representativos preferidos de la presente invencion y la presente invencidon no esta limitada a estos subtipos de
laminina especificos.
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Una secuencia de nucleétidos representativa de la cadena de la laminina a5 puede ser

(a) un polinucledtido que tiene la secuencia base descrita en la SEQ ID NO: 1 o un fragmento de secuencia de la
misma;

(b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ
ID NO: 2 o un fragmento de la misma;

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido variante o un fragmento del mismo en el que uno o mas
aminoacidos tienen una mutacion seleccionada entre el grupo que consiste en una sustitucion, adicion y delecion
en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 2, en la que un polipéptido variante tiene actividad
bioldgica;

(d) un polinucledtido que es un mutante de alelo o un mutante de corte y empalme de la secuencia base descrita
en la SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma;

(e) un polinucledtido que codifica una especie homologa de un polipéptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 2 o un fragmento de la misma;

(f) un polinucledétido que se hibrida con un polinucledtido de uno de (a)-(e) bajo condiciones rigurosas y codifica un
polipéptido que tiene actividad bioldgica; o

(g9) un polinucleétido que consiste en una secuencia base con una identidad de al menos 70 %, 80 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % con un polinucledtido de uno de (a) a (e) o una secuencia complementaria del mismo y
codifica un polipéptido que tiene actividad bioldgica. En este sentido, la actividad biolégica se refiere normalmente
a la actividad de una cadena de laminina a5. Doi M y col., J.Biol.Chem. 277(15), 12741-12748, 2002 y la patente
de Estados Unidos n.° 6.933.273 puede tomarse como referencia para las cadenas ab.

Una cadena de aminoacidos de una cadena de laminina a5 puede ser

(a) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 2 o un fragmento de la
misma;

(b) un polipéptido que tiene actividad biolégica y uno o mas aminoacidos con una mutacion seleccionada entre el
grupo que consiste en una sustitucion, adicion y delecion en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID
NO: 2;

(c) un polipéptido codificado por un alelo mutante o un mutante de corte y empalme, de la secuencia base descrita
enla SEQ ID NO: 1;

(d) un polipéptido que es una especie homdloga de la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 2; o
(e) un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos 70 %, 80 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % con un polipéptido de uno de (a) a (d). En este sentido, la actividad biolégica se refiere
normalmente a la actividad de una cadena de laminina a5. Doi M y col., J. Biol. Chem. 277(15), 12741-12748, 2002
y la patente de Estados Unidos n.° 6. 933. 273 puede tomarse como referencia para las cadenas ab.

Una secuencia de nucleétidos representativa de la cadena de la laminina 31 puede ser

(a) un polinucledtido que tiene la secuencia base descrita en la SEQ ID NO: 3 o un fragmento de secuencia de la
misma;

(b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ
ID NO: 4 o un fragmento de la misma;

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido variante o un fragmento del mismo en el que uno o mas
aminoacidos tienen una mutacion seleccionada entre el grupo que consiste en una sustitucion, adicion y delecion
en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 4, en la que un polipéptido variante tiene actividad
bioldgica;

(d) un polinucledtido que es un mutante de alelo o un mutante de corte y empalme de la secuencia base descrita
en la SEQ ID NO: 3 o un fragmento de la misma;

(e) un polinucledtido que codifica una especie homologa de un polipéptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 4 o un fragmento de la misma;

(f) un polinucledétido que se hibrida con un polinucledtido de uno de (a)-(e) bajo condiciones rigurosas y codifica un
polipéptido que tiene actividad bioldgica; o

(g9) un polinucleétido que consiste en una secuencia base con una identidad de al menos 70 %, 80 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % con un polinucledtido de uno de (a) a (e) o una secuencia complementaria del mismo y
codifica un polipéptido que tiene actividad bioldgica. En este sentido, la actividad biolégica se refiere normalmente
a la actividad de una cadena de laminina 1. Pillarainen y col., J.Biol.Chem.262(22), 10454-10462, 1987 y la
patente de Estados Unidos n.° 6.933.273 puede tomarse como referencia para las cadenas 1.

Una cadena de aminoacidos de una cadena de laminina 1 puede ser

(a) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 4 o un fragmento de la
misma;
(b) un polipéptido que tiene actividad biolégica y uno o mas aminoacidos con una mutacion seleccionada entre el
grupo que consiste en una sustitucion, adicion y delecion en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID
NO: 4;
(c) un polipéptido codificado por un alelo mutante o un mutante de corte y empalme, de la secuencia base descrita
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enla SEQ ID NO: 3;

(d) un polipéptido que es una especie homdloga de la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 4; o
(e) un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos 70 %, 80 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % con un polipéptido de uno de (a) a (d). Pillarainen y col., J.Biol.Chem.262(22), 10454-
10462, 1987 y la patente de Estados Unidos n.° 6.933.273 puede tomarse como referencia para las cadenas 31.

Una secuencia de nucleétidos representativa de la cadena de la laminina 32 puede ser

(a) un polinucleodtido que tiene la secuencia base descrita en la SEQ ID NO: 5 o un fragmento de secuencia de la
misma;

(b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ
ID NO: 6 o un fragmento de la misma;

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido variante o un fragmento del mismo en el que uno o mas
aminoacidos tienen una mutacion seleccionada entre el grupo que consiste en una sustitucion, adicion y delecion
en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 6, en la que un polipéptido variante tiene actividad
bioldgica;

(d) un polinucleétido que es un mutante de alelo o un mutante de corte y empalme de la secuencia base descrita
en la SEQ ID NO: 5 o un fragmento de la misma;

(e) un polinucledtido que codifica una especie homologa de un polipéptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 6 o un fragmento de la misma;

(f) un polinucledtido que se hibrida con un polinucledtido de uno de (a)-(e) bajo condiciones rigurosas y codifica un
polipéptido que tiene actividad biolégica; o

(g9) un polinucleétido que consiste en una secuencia base con una identidad de al menos 70 %, 80 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % con un polinucledtido de uno de (a) a (e) o una secuencia complementaria del mismo y
codifica un polipéptido que tiene actividad bioldgica. En este sentido, la actividad biolégica se refiere normalmente
a la actividad de una cadena de laminina 2. Wewer UM y col., Genomics. 15 de nov, 1994; 24(2):243-52., 1987 y
la patente de estados Unidos n.° 6.933.273 puede tomarse como referencia para las cadenas 2.

Una cadena de aminoacidos de una cadena de laminina 32 puede ser

(a) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 6 o un fragmento de la
misma;

(b) un polipéptido que tiene actividad biolégica y uno o mas aminoacidos con una mutacioén seleccionada entre el
grupo que consiste en una sustitucion, adicion y delecion en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID
NO: 6;

(c) un polipéptido codificado por un alelo mutante o un mutante de corte y empalme, de la secuencia base descrita
enla SEQ ID NO: 5;

(d) un polipéptido que es una especie homdloga de la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 6; o
(e) un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos 70 %, 80 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % con un polipéptido de uno de (a) a (d). En este sentido, la actividad biolégica se refiere
normalmente a la actividad de una cadena de laminina 32. Wewer UMy col., Genomics. 15 de nov, 1994; 24(2):243-
52., 1987 y la patente de estados Unidos n.° 6.933.273 puede tomarse como referencia para las cadenas a5.

Una secuencia de nucleétidos representativa de la cadena de la laminina y1 puede ser

(a) un polinucleodtido que tiene la secuencia base descrita en la SEQ ID NO: 7 o un fragmento de secuencia de la
misma;

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ
ID NO: 8 o un fragmento de la misma;

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido variante o un fragmento del mismo en el que uno o mas
aminoacidos tienen una mutacion seleccionada entre el grupo que consiste en una sustitucion, adicion y delecion
en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 8, en la que un polipéptido variante tiene actividad
bioldgica;

(d) un polinucleétido que es un mutante de alelo o un mutante de corte y empalme de la secuencia base descrita
en la SEQ ID NO: 7 o un fragmento de la misma;

(e) un polinucledtido que codifica una especie homologa de un polipéptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 8 o un fragmento de la misma;

(f) un polinucledtido que se hibrida con un polinucledtido de uno de (a)-(e) bajo condiciones rigurosas y codifica un
polipéptido que tiene actividad biolégica; o

(g9) un polinucleétido que consiste en una secuencia base con una identidad de al menos 70 %, 80 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % con un polinucledtido de uno de (a) a (e) o una secuencia complementaria del mismo y
codifica un polipéptido que tiene actividad bioldgica. En este sentido, la actividad biolégica se refiere normalmente
a la actividad de una cadena de laminina y1. Pillarainen y col., J.Biol.Chem.263(14), 6751-6758, 1988 y la patente
de Estados Unidos n.° 6.933.273 puede tomarse como referencia para las cadenas y1.

Una cadena de aminoacidos de una cadena de laminina y1 puede ser
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(a) un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 8 o un fragmento de la
misma;

(b) un polipéptido que tiene actividad biolégica y uno o mas aminoacidos con una mutacién seleccionada entre el
grupo que consiste en una sustitucion, adicion y delecion en la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID
NO: 8;

(c) un polipéptido codificado por un alelo mutante o un mutante de corte y empalme, de la secuencia base descrita
en la SEQ ID NO: 7;

(d) un polipéptido que es una especie homdloga de la secuencia de aminoacidos descrita en la SEQ ID NO: 8; o
(e) un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos 70 %, 80 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % con un polipéptido de uno de (a) a (d). En este sentido, la actividad biolégica se refiere
normalmente a la actividad de una cadena de laminina y1. Pillarainen y col., J.Biol. Chem.263(14), 6751-6758, 1988
y la patente de Estados Unidos n.° 6.933.273 puede tomarse como referencia para las cadenas y1.

Como se usa en el presente documento, "proteina”, "polipéptido”, "oligopéptido" y "péptido" se usan de manera
indistinta con el mismo significado, y se refieren a un polimero de una secuencia de aminoacidos de cualquier longitud.
Este polimero puede ser una cadena lineal o una cadena ramificada, o una cadena ciclica. Los aminoacidos pueden
ser naturales o no naturales, o pueden ser aminoacidos alterados. Este término puede abarcar también aquellos
ensamblados en un complejo de una pluralidad de cadenas polipeptidicas. Este término abarca también un polimero
de aminoacidos alterado natural o artificialmente. Dicha alteracion abarca, por ejemplo, la formacion de enlaces
disulfuro, glucosilacion, lipidacion, acetilacion, fosforilacion o cualquier otra operaciéon o alteracion (por ejemplo,
conjugacion con un componente marcado). Esta definicion abarca también, por ejemplo, un polipéptido que comprende
uno o mas analogos de aminoacidos (por ejemplo, que incluyen aminoacidos no naturales), compuestos analogos a
péptidos (por ejemplo, peptoides) y otras alteraciones publicamente conocidas en el campo sujeto. Con respecto a la
proteina de la presente invencién (por ejemplo, cada cadena de laminina), un ADN que codifica cada gen de una
cadena diana se incorpora en un vector adecuado, que se introduce en una célula eucariota o procariota usando un
vector de expresion que se puede expresar en cualquier hospedador, y se deja que se expresa la cadena respectiva,
obteniendo por tanto la proteina deseada. Las células hospedadoras que se pueden usar para expresar la laminina
incluyen, sin limitacion particular, células hospedadoras procariotas tales como ER. coli y bacillus subtilis, y células
hospedadoras eucariotas tales como levaduras, hongos, células de insectos, plantas y células vegetales, y células de
mamiferos. Los vectores construidos para expresar una cadena de laminina diana o similar se pueden introducir en la
célula hospedadora anteriormente mencionada, usando una transformacion, transfeccién, conjugacion, fusion de
protoplastos, electroporacién, una técnica de un cafién de particulas, precipitacién con fosfato calcico, el procedimiento
del Agrobacterium, microinyeccion directa o similares. Vectores que comprenden células se hacen crecer en un medio
de cultivo adecuado para producir las cadenas de laminina usadas en la presente invencion, y las cadenas de laminina
se purifican a partir de las células o del medio de cultivo, obteniendo por tanto cadenas de laminina o similares. La
purificacion puede llevarse a cabo usando cromatografia de exclusion molecular, HPLC, cromatografia de intercambio
i6nico, cromatografia de inmunoafinidad, o similares.

Como se usa en el presente documento, el "aminoacido" puede ser natural o no natural siempre que se cumpla el
objetivo de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, "polinucledtido”, "oligopéptido" y "acido nucleico" se usan de manera indistinta
con el mismo significado, y se refieren un polimero de nucledtidos de cualquier longitud. Estos términos incluyen
también "derivados de oligonucledétidos” o "derivados de polinucleétidos”. El "derivado de oligonucleétido” o el derivado
de polinucledtido" se refiere a un oligonucleétido o polinucledtido que incluye un derivado de nucleétido o en el que la
union entre nucledtidos es diferente entre la unién normal, y se usan de manera indistinta. Como para dicho
oligonucledtido, lo siguiente se ilustra especificamente: 2' -O-metil-ribonucledtido; un derivado de oligonucledtido en
el que la unién fosfodiéster en un oligonucledtido se convierte en una union fosforotioato; un derivado de
oligonucledtido en el que la unidn fosfodiéster en un oligonucleétido se convierte en una unién de fosforamidita N3'-
P5'; un derivado de oligonucleétido en el que la uniéon de la ribosa y el fosfodiéster en un oligonucleétido se convierten
en una unién de péptido y acido nucleico; un derivado de oligonucleétido en el que el uracilo en un oligonucleotido
esta sustituido por propinil uracilo en C5; un derivado de oligonucleétido en el que el uracilo en un oligonucleétido esta
sustituido por tiazol uracilo en C5; un derivado de oligonucleétido en el que la citosina en un oligonucledtido esta
sustituida por una propinil citosina en C5; un derivado de oligonucleétido en el que la citosina en un oligonucleotido
esta sustituida por citosina modificada con fenoxazina; un derivado de oligonucleétido en el que la ribosa en el ADN
esta sustituida por 2'-O-propilribosa; y un derivado de oligonucledtido en el que la ribosa en un oligonucleétido esta
sustituida por una 2'-metoxietoxi ribosa. A menos que se indique otra cosa, Se pretende que las secuencias de acidos
nucleicos especificas abarquen una variante alterada conservativamente (por ejemplo, para sustituir un coddn
degenerado) y una secuencia complementaria de la misma, de forma similar a las secuencias explicitamente
indicadas. De manera especifica, se puede conseguir un sustituto de un codén degenerado creando una secuencia
en la que la tercera posicion de uno o mas codones seleccionas (o todos los codones) estan sustituidos por una base
mixta y/o un resto de desoxiinosina (Batzer y col., Nucleic Acid Res.19:5081(1991); Ohtsuka y col., J. Biol. Chem. 260:
2605-2608(1985); Rossolini y col., Mol.Cell.Probes 8:91-98(1994)). Como se usa en el presente documento, "acido
nucleico" se usa de manera indistinta con el gen, ADNc, ARNm, oligonucleétido, y polinucleodtido. Como se usa en el
presente documento, un "nucleétido” puede ser natural o no natural.

Como se usa en el presente documento, "gen" se refiere a un agente que define un rasgo genético. Normalmente, un
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gen se secuencia en un orden dado en un cromosoma. Un gen que define una estructura primaria de proteina se
denomina un gen estructural, y un gen que afecta la expresion de la misma se denomina gen regulador. En el presente

documento, "gen" puede referirse a "polinuclestido”, "oligonucledtido” y "acido nucleico".

Los aminoacidos pueden denominarse en el presente documento mediante cédigos de tres letras publicamente
conocidos de los mismos, o cédigos de una letra recomendados por la Comisidon de Nomenclatura bioquimica de la
IUPAC-IUB. De forma similar, los nucleétidos pueden denominarse mediante codigos de una letra reconocidos
generalmente. En el presente documento, la comparacion de la similitud, identidad y homologia de las secuencias de
aminoacidos y secuencias de bases se calcula con los parametros por defecto, y con una herramienta de analisis de
secuencias, BLAST. Las busquedas de identidad se realizan con, por ejemplo, BLAST 2.2.26 (presentado el 30 de
octubre de 2011) de NCBI. Los valores de identidad usados en el presente documento se refieren a los valores
alineados bajo condiciones por defecto usando el BLAST. Sin embargo, si se obtienen valores mayores debidos a
cambios en los parametros, el valor mas alto se definira por ser el valor para la identidad. Si la identidad se evalta en
una pluralidad de regiones, el valor mas alto en las regiones se define por ser el valor de la identidad. La similitud es
un valor numérico en el que aminoacidos similares se toman en consideracion para el calculo ademas de la identidad.

Como se usa en el presente documento, "polinucleétidos que se hibridan en condiciones rigurosas" se refiere a
condiciones bien conocidas cominmente usadas en el campo sujeto. Se entiende que se puede usar también, con
respecto a la laminina usada en la presente invencion, que aquella codificada por "polinucleétidos que se hibridan en
condiciones rigurosas" con respecto a las secuencias de acidos nucleicos de las lamininas desveladas
especificamente respectivas. Con un polinucleétido seleccionado entre los polinucleétidos de la presente invencion
usados como una sonda, el uso de una técnica de hibridacion de colonias, una técnica de hibridacién de placas o una
técnica de hibridacion mediante transferencia southern permite obtener dicho polinucleétido. De manera especifica,
significa un polinucleétido obtenido llevando a cabo la hibridacion a 65 °C en presencia de NaCl de 0,7 a 1,0 M usando
un filtro al cual se inmoviliza un ADN derivado de colonia o placa, y a continuacion lavando el filtro en la condicion de
65 °C con una solucién SSC (solucién salina-citrato de sodio) a una concentracion de 0,1 a 2 veces (en la que la
composicion de la solucion SSC de una concentracion fria es cloruro de sodio 150 mM y citrato de sodio 15 mM). La
hibridacion puede llevarse a cabo de acuerdo con los procedimientos descritos en los documentos experimentales
tales como Molecular Cloning 22 ed., Current Protocols in Molecular Biology, Suplemento 1-38, DNA Cloning 1: Core
Techniques, A Practical Approach, Segunda Edicion, Oxford University Press (1995). Aqui, las secuencias que
comprenden solo una secuencia A o una secuencia T se excluyen preferentemente de las secuencias que se hibridan
en condiciones rigurosas. Por lo tanto, los polipéptidos (por ejemplo, transtirretina) utilizados en la presente invencion
abarcan también un polipéptido codificado por una molécula que se hibrida en condiciones rigurosas a una molécula
de acido nucleico que codifica el polipéptido especificamente descrito en la presente invencion. Estas condiciones de
rigor bajo incluyen llevar a cabo la hibridacion durante 18 a 20 horas a 40 °C en un tampdn que comprende formamida
al 35 %, 5xSSC, Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), EDTA 5 mM, PVP al 0,02 %, BSA al 0,02 %, 100 pug/ml de ADN de esperma
de salmén desnaturalizado, y sulfato de dextrano al 10 % (peso/volumen); lavando 1 a 5 horas a 55 °C en un tampon
que consiste en 2xSSC, Tris-HCI 25 mM (pH 7,4), EDTA 5mM, y SDS al 0,1 %; y lavando durante 1,5 horas a 60 °C
en un tampodn que consiste en 2xSSC, Tris-HCI 25 mM (pH 7,4), EDTA 5 mMy SDS al 0,1 %.

Como para los equivalentes funcionales de la presente invencion, se pueden usar aquellos en los que se insertan,
sustituyen o eliminan uno o una pluralidad de aminoacidos, o se afiaden a uno o ambos extremos en una secuencia
de aminoacidos. En el presente documento, "uno o una pluralidad de aminoacidos se insertan, sustituyen o eliminan,
o se afiaden a uno o ambos extremos en una secuencia de aminoacidos" significa que la alteracion se realiza mediante
sustitucién o similar de una pluralidad de aminoacidos que podria producirse naturalmente, mediante un procedimiento
técnico bien conocido tal como mutagénesis dirigida a sitio, o mutacion de origen natural.

Las secuencias de aminoacidos alteradas tales como cada cadena de laminina utilizada en la presente invencion
pueden ser aquellas en que, por ejemplo, 1 a 30, preferentemente de 1 a 20, mas preferentemente 1 a 9, de forma
aun mas preferente 1 a 5, de forma particularmente preferente 1 a 2 aminoacidos se insertan, sustituyen, o eliminan,
o afaden a uno o ambos extremos de los mismos. Las secuencias de aminoacidos alteradas pueden ser
preferentemente dichas secuencias de aminoacidos que tienen una o una pluralidad (preferentemente, 1 o varias, o
1, 2, 3, 0 4) sustituciones conservativas en la secuencia de aminoacidos de cada cadena o similar de laminina. En el
presente documento, "sustitucion conservativa" significa sustituir uno o una pluralidad de restos de aminoacidos con
diferentes restos de aminoacidos quimicamente similares de tal manera que no se alteren sustancialmente las
funciones de la proteina. Por ejemplo, dichos casos pueden mencionarse cuando un resto hidréfobo dado se sustituye
con otro resto hidréfobo, o cuando un resto polar dado se sustituye con otro resto polar que tiene la misma carga
eléctrica. Los aminoacidos funcionalmente similares capaces de realizar dicha sustituciéon se conocen publicamente
en el campo sujeto de cada aminoacido. Los ejemplos especificos de aminoacidos no polares (hidréfobos) incluyen
alanina, valina, isoleucina, leucina, prolina, triptéfano, fenilalanina, metionina y similares. Los ejemplos especificos de
aminoacidos polares (neutros) incluyen glicina, serina, treonina, tirosina, glutamina, asparagina, cisteina y similares.
Los ejemplos especificos de aminoacidos (basicos) que tienen una carga eléctrica positiva incluyen arginina, histidina,
lisina y similares. Ademas, los ejemplos especificos de aminoacidos (acidos) que tienen una carga eléctrica negativa
incluyen asparagina acida, acido glutamico y similares.

Como se usa en el presente documento, "agente" puede ser, en un sentido amplio, cualquier sustancia o cualesquiera
otros elementos (por ejemplo, energia tal como luz, radioactividad, calor y electricidad) siempre que la sustancia pueda
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usarse de forma intercambiable y pueda conseguir un objetivo previsto. Dichas sustancias incluyen, sin limitacion, por
ejemplo, una proteina, polipéptido, oligopéptido, péptido, polinucledtido, oligonucleétido, nucledtido, acido nucleico
(incluyendo, por ejemplo, ADN tal como ADN gendmico y ADNc, ARN tal como ARNm), polisacaridos, oligosacaridos,
lipidos, moléculas organicas con un bajo peso molecular(por ejemplo, hormonas, un ligando, un mensajero, moléculas
organicas con un bajo peso molecular, moléculas sintetizadas mediante quimica combinatoria, molécula de bajo peso
molecular que se puede utilizar como un medicamento (por ejemplo, un ligando de bajo peso molecular) y similares),
y moléculas complejas de los mismos. Los agentes especificos de polinucledtidos incluyen normalmente, sin limitacion,
polinucledétidos que tienen complementariedad con una homologia de secuencias dada para una secuencia del
polinucleétido anteriormente mencionado (por ejemplo, 70 % o mas de identidad de secuencias), un polipéptido
analogo a un factor de transcripcion que se une a una region promotora, y similares. Los agentes especificos de
polipéptidos incluyen normalmente, sin limitacion, un anticuerpo dirigido especificamente al polipéptido, o un derivado
del mismo o un analogo del mismo (por ejemplo, un anticuerpo monocatenario), un ligando o receptor especifico en
un caso cuando el polipéptido es un receptor o un ligando, una matriz del mismo en un caso cuando el polipéptido es
una enzima, y similares.

Como se usa en el presente documento, "cultivo" se refiere a células del sujeto en crecimiento, y en un sentido limitado,
se refiere a un estado donde se mantiene la condicion de las células sujeto, que podria de otra manera empeorar (por
ejemplo, cuando el numero de células no disminuira sustancialmente). En un sentido limitado, el término se usa para
tener el mismo significado que el mantenimiento del cultivo o el mantenimiento.

Como se usa en el presente documento, "crecimiento” se refiere a un estado donde el nimero de células aumenta.

Como se usa en el presente documento, "capacidad de crecimiento” se refiere a la capacidad de las células de crecer.
A menos que se indique especificamente en el presente documento, un estado de crecimiento se refiere a la posibilidad
de crecer en un estado estacionario. El "estado estacionario" se refiere a una condicién normal para un organismo
donde se mantiene la homeostasia del organismo vivo. Dicho estado puede determinarse facilmente por los expertos
en la materia. Por ejemplo, lo mencionado se puede confirmar mediante el analisis de la densidad celular, donde la
densidad celular es casi constante sin cambio, o se reconoce la expresion de un marcador del crecimiento celular, o
similar. Como se usa en el presente documento, "promocién del crecimiento” se refiere a un estado de crecimiento de
una célula dada. Si una célula diana no crecié al principio, el inicio de incluso un pequeio crecimiento corresponderia
a la promocion del crecimiento. Si una célula ya estaba creciendo y el nivel del crecimiento se mantuvo o se aumento,
y preferentemente aumentod, entonces esto corresponderia a la promocién del crecimiento.

Como se usa en el presente documento, "citoblasto" se refiere a una célula que tiene la capacidad de diferenciarse en
una pluralidad de sistemas de células (potencial multilinaje) y una capacidad de mantener el potencial multilinaje
incluso después de la divisidon celular (capacidad de autorenovacion). Los citoblastos incluyen embriocitoblastos,
células germinales, células IPS, citoblastos tisulares y similares. Las células endoteliales de la cornea que son el
objetivo de la presente invencion pueden ser células tales que se diferencian de citoblastos. La diferenciacion de
citoblastos en células endoteliales de la cérnea puede conseguirse usando procedimientos publicamente conocidos
en el campo sujeto.

Como se usa en el presente documento, "funcion celular normal” de la célula se refiere a una funcién que una célula
posee originalmente cuando se trata de una célula especifica tal como células endoteliales de la cornea. Con respecto
a la célula endotelial de la cérnea, dicha funcion incluye, sin limitacion, ZO-1 y Na+/K+-ATPasa, capacidad adaptativa
al trasplante de cérnea (Matsubara M, Tanishima T: Wound-healing of the corneal endothelium in the monkey: a
morphometric study, Jpn J Ophthalmol 1982, 26:264-273;

Matsubara M, Tanishima T: Wound-healing of corneal endothelium in monkey: an autoradiographic study, Jpn J
Ophthalmol 1983, 27:444-450; Van Horn DL, Hyndiuk RA: Endothelial wound repair in primate cornea, Exp Eye Res
1975, 21:113-124 y Van Horn DL, Sendele DD, Seideman S, Buco PJ: Regenerative capability of the corneal
endothelium in rabbit and cat, Invest Ophthalmol Vis Sci 1977, 16:597-613), y similares.

Z0-1y Na*/K*-ATPasa puede evaluarse observando la expresion de las proteinas por medios inmunitarios o a un nivel
del ARNm tal como la RT-PCR. La confirmacion de la expresion y/o la funcién de la Na+/K+-ATPasa y ZO-1 al mismo
nivel que permite la confirmacion de las células normales en cuanto a si las células sujetos tienen o no una funcion
normal.

Como para la capacidad de adaptacion al trasplante de cérnea, se pueden llevar a cabo ensayos de implante de las
células cultivadas mediante curetaje mecanico del endotelio de cérnea como un modelo de queratopatia bullosa con
animales experimentales tales como conejos. Sin embargo, debido a que las células endoteliales de la cornea de
conejos crecen in vivo, no es posible negar la posibilidad de la cicatrizacion natural debido al crecimiento de las células
endoteliales de la cornea de los hospedadores (Matsubara M, y col., Jpn J Ophthalmol 1982, 26:264-273; Matsubara
M, y col., Jpn J Ophthalmol 1983, 27:444-450; Van Horn DL, y col., Exp Eye Res 1975, 21:113-124 y Van Horn DL, y
col., Invest Ophthalmol Vis Sci 1977, 16:597-613). Por lo tanto, a fin de evaluar de forma mas precisa la capacidad
adaptativa al trasplante, es preferible evaluar el injerto en primates. Cuando se evaluo la capacidad adaptativa al
trasplante en seres humanos, se evalué la adaptabilidad en primates, tal como los monos comedores de cangrejos,
después de al menos un mes, preferentemente al menos dos meses, mas preferentemente al menos tres meses, aln
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de forma mas preferente al menos seis meses, y ademas, aun mas preferentemente al menos doce meses, por
ejemplo. La confirmacion de la capacidad adaptativa al trasplante en primates tales como monos son importante en la
aplicacion a seres humanos, en particular.

Como se usa en el presente documento, "BrdU" es una abreviatura de bromodesoxiuridina. Debido a que BrdU se
incorpora como un analogo de dTTP en la sintesis del ADN, el ADN (del nucleo de la célula) en el que se incorpora el
BrdU puede detectarse mediante un anticuerpo especifico para BrdU que se incorpora en el ADN. Por consiguiente,
BrdU se utiliza como un indice para mostrar una alta capacidad de crecimiento/capacidad de diferenciacion.

Como se usa en el presente documento, "positivo para BrdU" se refiere a un estado donde un marcador celular, BrdU,
se expresa en una célula diana.

Como se usa en el presente documento, "cultivos" se refiere a aquellos producidos cultivando células tales como el
endotelio de cornea. Por consiguiente, "cultivos del endotelio de cornea" se refiere a los cultivos del endotelio de
cornea, y la expresion se refiere normalmente a aquellos presentes en un estado diferente de los presentes in vivo.
Los cultivos del endotelio de cérnea obtenidos mediante procedimientos convencionales fueron problematicos porque
dichos cultivos tenian una capacidad de crecimiento baja y podrian llegar a transformarse facilmente y perder las
funciones (Peh GS, Beuerman RW, Colman A, Tan DT, Mehta JS (2011) Human corneal endothelial cell expansion
for corneal endothelium transplantation: an overview. Transplantation 91: 811-819., Okumura N, Kay E, Nakahara M,
Hamuro J, Kinoshita S, y col. (2013) Inhibition of TGF-f signaling enables human corneal endothelial cell expansion in
vitro for use in regenerative medicine. PLoS One 8:€58000.). Por lo tanto, desde el punto de vista de los cultivos, dicha
densidad celular podria no conseguirse para aquellos que se cultivaron durante un periodo de tiempo particularmente
largo o aquellos que se subcultivaron. De manera especifica, la densidad de las células endoteliales de la cornea
disminuye facilmente a lo largo del cultivo. La densidad endotelial de la cornea es uno de los indices mas clinicamente
importantes para el grado de salud. Por consiguiente, el cultivo a una alta densidad es importante desde el punto de
vista de la medicina de regeneracion. Ademas, es posible aumentar la densidad endotelial por adelantado y a
continuacion llevar a cabo la administracion in vivo, que puede ser un agente terapéutico extremadamente importante.
En este sentido, Es un hecho importante que la densidad celular que se disminuyé mediante un procedimiento de
cultivo normal puede ahora aumentarse. El nivel normal del endotelio de cérnea in vivo estd comprendido en el
intervalo de aproximadamente 2500-3000/mm?. La presente invencion es ventajosa ya que la presente invencion ha
proporcionado una técnica para llevar la densidad celular de los cultivos al nivel anteriormente mencionado o para
exceder el nivel.

Como se usa en el presente documento, "medio" se refiere a cualquier medio capaz de cultivar o hacer crecer las
células endoteliales de la cérnea, y el medio puede tomar cualquier forma, tal como medio liquido (medio de cultivo),
medio de suspension y medio sélido, segun surja la necesidad y seguin sea adecuado. Los componentes para el medio
usado para dichas células endoteliales de la cérnea incluyen, por ejemplo, DMEM (GIBCO BRL), OptiMEM (Life
Technologies), suero (por ejemplo, suero de feto de bovino (FBS), suero humano), factor de proliferacion/factor de
crecimiento (por ejemplo, b-FGF), sustancia antibidtica (por ejemplo, penicilina, estreptomicina, gentamicina) y
similares.

Como se usa en el presente documento, "(cultivo) recipiente” se refiere a un recipiente para cultivar células endoteliales
de la cornea. El tipo de recipientes de cultivo no esta particularmente limitado, y se puede usar cualquier recipiente
que se esteriliza para evitar la contaminacién mediante bacterias y que son de cualquier material y de cualquier forma
adecuada para cultivar células. Los ejemplos de dichos recipientes de cultivo incluyen, sin limitacién, placas de cultivo,
matraces de cultivo, cuencos de cultivo, placas de cultivo tales como de 96 pocillos, de 48 pocillos, de 12 pocillos, de
6 pocillos y de 4 pocillos, frascos de cultivo, usados generalmente en el campo sujeto.

(Técnicas generales)

La técnica de la biologia molecular, la técnica bioquimica, los procesos microbiolégicos usados en el presente
documento son bien conocidos y se usan cominmente en el campo sujeto, que se describe en, por ejemplo, Sambrook
J. y col.(1989). Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor y su 32 Ed.(2001); Ausubel, F.
M.(1987).Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pub. Associates and Wiley-Interscience; Ausubel, F.
M.(1989). Short Protocols in Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Pub. Associates and Wiley-Interscience;

Innis, M. A. (1990). PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic Press; Ausubel, F. M. (1992).
Short Protocols in Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Pub. Associates; Ausubel, F. M. (1995).Short Protocols in Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Pub. Associates; Innis, M. A. y col. (1995). PCR Strategies, Academic Press;
Ausubel, F. M. (1999). Short Protocols in Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in
Molecular Biology, Wiley, y las actualizaciones anuales; Sninsky, J. J. y col. (1999). PCR Applications: Protocols for
Functional Genomics, Academic Press, Gait, M. J. (1985). Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, IRL Press;
Gait, M. J. (1990). Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, IRL Press; Eckstein, F. (1991). Oligonucleotides
and Analogues: A Practical Approach, IRL Press; Adams, R. L. y col. (1992). The Biochemistry of the Nucleic Acids,
Chapman & Hall; Shabarova, Z. y col. (1994). Advanced Organic Chemistry of Nucleic Acids, Weinheim; Blackburn,
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G. M. y col.(1996). Nucleic Acids in Chemistry and Biology, Oxford University Press; Hermanson, G. T. (1996).
Bioconjugate Techniques, Academic Press, y BessatsuJikken Igaku "ldenshi Dounyu & Hatsugen Kaiseki Jikken Hou"
Yodosha Co., Ltd., 1997. Con respecto a las células endoteliales de la cérnea, el informe de Nancy Joyce y col.,
{Joyce, 2004 n.° 161} {Joyce, 2003 n.°.7} es bien conocido; sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, la
transformacion de los fibroblastos es debida a un cultivo o subcultivo a largo plazo. Por consiguiente, los estudios de
procedimientos de cultivo eficaces continlan aun actualmente.

[Descripcion de las realizaciones]

Se describira a continuacion la descripcion de las realizaciones preferidas. Sin embargo, debe entenderse que las
realizaciones son ejemplos de la presente invencion y el alcance de la presente invencion se define por las
reivindicaciones. Ademas, debe entenderse que los expertos en la materia pueden practicar facilmente la modificacion,
alteracion o similar comprendida en el alcance de la presente invencion aunque en referencia a las siguientes
realizaciones preferidas. Ademas, debe entenderse que cualquier realizacion puede combinarse.

En un aspecto, La presente invencion proporciona el uso de un agente seleccionado entre el grupo que consiste en la
laminina 511, laminina 521 o un fragmento de laminina 511-E8, que se expresa en células endoteliales de la cérnea,
en un procedimiento para promover el crecimiento de las células endoteliales de la cérnea.

En una realizacion, las lamininas comprenden laminina 511 (alfa5 beta1l gamma1) y laminina 521 (alfa5 beta2 gamma

1).

En una realizacion, el fragmento de laminina tiene capacidad de adhesion celular de las células endoteliales de la
cornea.

En una realizacion, las células endoteliales de la cornea son de ser humano.
En una realizacion, el agente esta presente en un medio.
En una realizacion, el agente se reviste sobre un recipiente de cultivo.

Aunque un agente (laminina o similar) de la presente invencion puede incluirse en un medio de cultivo para su uso, el
agente puede revestirse sobre (o puede cubrir) una placa de cultivo para su uso. A fin de llevar a cabo un cultivo
primario y/o un subcultivo de una célula diana, un medio adecuado (por ejemplo, se usa DMEM (medio de Eagle
modificado por Dulbecco) u OptiMEM) y las células, que se recogen y separan, se siembran para el cultivo primario y
se subcultivan en una placa de cultivo para el cultivo. En la presente invencién, se puede obtener un buen resultado
de crecimiento incluso con una cantidad de suero afadida a un medio que sea un 10 % menos. Asimismo, en la
presente invencién, ademas de una laminina o ademas de un revestimiento de una laminina, se puede afadir una
citoquina (por ejemplo, un factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)) a un medio como un aditivo. Un agente de la
presente invencion es Util en una célula aislada como se describe en los Ejemplos y en una célula endotelial inducida
a partir de células iPS o ES. Ademas, se entiende que dicho agente es eficaz para la propia induccion.

La concentracion de una laminina que se usa incluye, por ejemplo, de aproximadamente 0,1 pyg a aproximadamente
500 pyg/ml en una solucion de medio de cultivo (por ejemplo, PBS). Para el revestimiento, una cantidad de
aproximadamente 0,75 ug/cm? por unidad de area (por ejemplo, cm?) puede usarse para el revestimiento. para su uso
en el tratamiento de un recipiente de cultivo, la cantidad de lamininas de la presente invencion o los fragmentos de las
mismas no esta particularmente limitada. Se puede obtener un resultado favorable cuando se trata con una solucién
de laminina o fragmentos de la misma, preferentemente en la cantidad de aproximadamente 0,01 ug/ml o mas,
preferentemente aproximadamente 0,01 a 10 pg/ml, de forma aun mas preferente de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 2 pg/ml. aproximadamente 0,01 a 10 yg/ml o aproximadamente 0,01 a aproximadamente 2 ug/ml
de laminina o fragmentos de la misma corresponde a aproximadamente 0,0015 a 1,5 uyg/cm? o aproximadamente
0,0015 a 0,3 ug/cm? como una cantidad de laminina o fragmentos de la misma en una fase solida por area de un
recipiente de cultivo.

En una realizacion preferida, la laminina incluye laminina 511 y laminina 521. Por consiguiente, En la presente
realizacion, un agente de la presente invencion puede ser laminina 511, laminina 521 o un fragmento de laminina 511-
E8 de la misma.

Se puede usar cualquier fragmento como un fragmento de laminina 511 de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas
de la presente invencion, siempre que el fragmento se pueda usar en el cultivo (se puede denominar "mantenimiento”
o "cultivo de mantenimiento en el presente documento, pero se usa con el mismo significado que cultivo) o crecimiento
de células endoteliales de la cornea. Dicho fragmento es un fragmento de laminina 511-E8 o un fragmento de laminina
521 (el ultimo no forma parte de la presente invencion) (respectivamente, los nimeros de secuencia 9, 10 (secuencia
de acido nucleico, secuencia de aminoacidos) y los numeros de secuencia 11, 12 (secuencia de acido nucleico,
secuencia de aminoacidos)) (véase Taniguchi Y, Ido H, Sanzen N, Hayashi M, Sato-Nishiuchi R, Futaki S, Sekiguchi
K. The C-terminal region of laminin beta chains modulates the integrin binding affinities of laminins. J Biol Chem.
284:7820-7831, 2009. Disponible de Nippi, Incorporated). Un fragmento de laminina 511-E8 y un fragmento de
laminina 521 son fragmentos obtenidos por el tratamiento con elastasa y estan comprendidos por una porcién de un
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dominio de doble espiral y tres dominios LG (LG1 a LG3) en la regién del extremo C de la cadena a de un heterotrimero.
Un fragmento E8 se considera como correspondiente a un sitio de unién a integrina de una molécula de heterotrimero
en la que la cadena q, la cadena B y la cadena y de una laminina se ensamblan entre si mediante un dominio de doble
espiral. Por consiguiente, como fragmentos preferidos, se pueden usar aquellos en los que esta sustancialmente
retenido un sitio de unién a integrina en la longitud completa de la laminina. Se entiende que dicho fragmento puede
prepararse mediante una alteracion adecuada basada en la informacion sobre los fragmentos de laminina 511-E8 y
los fragmentos de laminina 521.

En este sentido, un fragmento E8 de la laminina a5B1y1 humana (denominada también "laminina 511-E8 humana" en
el presente documento) significa un fragmento de laminina a5B1y1 humana (denominada también "laminina 511
humana" en el presente documento) que corresponde a un fragmento E8 de laminina a1B1y1 de murino (denominada
también laminina 111-E8 de murino" en el presente documento). Un fragmento E8 de una laminina se ha identificado
como un fragmento con una fuerte actividad de adhesién celular entre los fragmentos que se obtienen digiriendo la
laminina a1B1y1 de murino (descrita, a partir de ahora en el presente documento como "laminina 111 de murino") con
elastasa (Edgar D., Timpl R., Thoenen H. The heparin-binding domain of laminin is responsible for its effects on neurite
outgrowth and neuronal survival. EMBO J., 3:1463-1468, 1984., Goodman SL., Deutzmann R., von der Mark K. Two
distinct cell-binding domains in laminin can independently promote nonneuronal cell adhesion and spreading. J. Cell
Biol., 105: 589-598, 1987.). Para la laminina 511 humana y la laminina 332 humana, se presume la presencia de un
fragmento que corresponde a la laminina 111-E8 de murino tras la digestion con elastasa. La laminina 511-E8 humana
usada en la presente invencion no se requiere que sea un producto de digestion de la elastasa de la laminina 511
humana. La laminina 511-E8 humana usada en la presente invencion puede ser un fragmente de una laminina 511
humana que tiene una actividad de adhesion celular similar, estructura similar, y aproximadamente el mismo peso
molecular que la laminina 111-E8 de murino. El procedimiento para fabricar laminina 511-E8 humana no esta
particularmente limitado. Por ejemplo, dicho procedimiento incluye un procedimiento para permitir la digestion de la
longitud completa de la laminina 511 humana mediante una enzima proteolitica tal como elastasa para fraccionar y
purificar un fragmento diana, un procedimiento para fabricar una proteina recombinante y similares. Se prefiere fabricar
una proteina recombinante desde el punto de vista de la cantidad de fabricacion, la uniformidad de la calidad, el coste
de fabricacion y similares. Se puede fabricar la laminina 511-E8 humana recombinante usando de forma adecuada
una técnica de recombinacion génica adecuada. El procedimiento de fabricar laminina 511-E8 humana recombinante,
por ejemplo, puede fabricar laminina 511-E8 humana recombinante obteniendo ADN que codifica la proteina de cada
cadena a, cadena B y cadena y de la laminina 511-E8 humana, insertando cada ADN obtenido en un vector de
expresion, expresando los tres tipos de vectores de expresion resultantes mediante cotransfeccion en las células
hospedadoras adecuadas, y purificando las proteinas triméricas mediante un procedimiento conocido (por ejemplo,
véase Hiroyuki Ido, y col, "The requirement of the glutamic acid residue at the third position from the carboxyl termini
of the laminin y chains in integrin binding by laminins" The Journal of Biological Chemistry, 282, 11144-11154, 2007.).
JP 2011-78370 puede referirse a un procedimiento especifico para la fabricacion. Se pueden producir fragmentos
similares usando laminina 521 humana, que se denomina "fragmento 521-E8 de laminina". Se entiende que dicho
fragmento puede producirse de una manera similar que la laminina 511-E8, y que el mismo retiene una actividad
similar a la de la laminina 511-ES8.

El agente es laminina 511, laminina 521 o un fragmento de laminina 511-E8.
En una realizacién preferida, las células endoteliales de la cérnea son de ser humano.

Las células endoteliales dirigidas por la presente invencién pueden prepararse a partir de una cérnea exfoliada
retirando el endotelio de cérnea natural de un donante de cérnea sin perjudicar la integridad de la membrana de
Descemet y la estructura y funcion de una capa estromal (por ejemplo, documento WO 2005/038015). Se puede usar
una cérnea exfoliada para cultivar células endoteliales de la cornea humana.

Se desvela también un recipiente de cultivo para células endoteliales de la cérnea, revestido con un agente o de
acuerdo con la presente divulgacion.

La preparacion de un recipiente cubierto o una placa de cultivo de una laminina o similar para cultivar células
endoteliales de la cérnea puede llevarse a cabo en referencia a un procedimiento conocido en la técnica. La
preparacion (revestimiento) de un recipiente de cultivo puede llevarse a cabo del siguiente modo: Por ejemplo, tras
diluir una solucion de laminina con tampén fosfato a 20 ug/ml se afiadié a una placa de cultivo y se incubd durante dos
horas a 37 °C (5 % CO»), la solucion puede retirarse y lavarse dos veces cada una con el tampodn fosfato en un medio
para su uso.

Por consiguiente, en otro aspecto, la presente divulgacion esta relacionada con una composicion para revestir en fase
solida (revestimiento) un recipiente de cultivo celular para cultivar una célula en células endoteliales de la cérnea con
un sistema que comprende al menos un agente seleccionado entre el grupo que consiste en las lamininas expresadas
en células endoteliales de la cornea o un fragmento de las mismas (por ejemplo, laminina 511, laminina 521 o un
fragmento de las mismas, o un agente para revestir en fase sdlida (revestimiento) un recipiente de cultivo celular. En
un aspecto, una composicion o un agente de la presente divulgacion es una composicion de revestimiento o un agente
de revestimiento. Se conoce en la materia un tratamiento técnico de lamininas en fase sélida sobre la superficie de un
recipiente de cultivo. Por consiguiente, los expertos en la materia pueden usar cualquier recipiente de cultivo de
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acuerdo con el objetivo de la presente invencién y aplicar un tratamiento al recipiente de acuerdo con la presente
invencion.

En otro aspecto, la presente divulgacion esta relacionada ademas con un kit que comprende la composicién o agente
anteriormente descrito. Un kit de la presente divulgacién puede comprender ademas un medio de cultivo celular, un
recipiente de cultivo celular o similares. un recipiente de cultivo celular puede ser, por ejemplo, una placa de cultivo
prerrecubierta o una placa de cultivo prerrevestida. Alternativamente, un recipiente de cultivo celular de un kit puede
estar en un estado en que al menos un agente seleccionado entre un grupo que consiste en lamininas expresadas en
células endoteliales de la cornea o unos fragmentos de las mismas (por ejemplo, laminina 511, laminina 521 o un
fragmento de las mismas) esta en una fase soélida. Un recipiente de cultivo celular, una composicion, un agente, y el
kit de la presente divulgacion se pueden usar en un procedimiento para cultivar una célula de mamifero en un sistema
que comprende al menos un factor seleccionado entre un grupo que consiste en lamininas expresadas en células
endoteliales de la cornea o un fragmento de las mismas (por ejemplo, laminina 511, laminina 521 o un fragmento de
las mismas).

(Procedimiento para cultivar una célula endotelial de la cérnea)

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para cultivar células endoteliales de la cornea,
que utiliza una composicién de la presente invencion. Es decir, la presente invencién proporciona un procedimiento
para cultivar o hacer crecer células endoteliales de la cérnea, que comprende la etapa de cultivar células endoteliales
de la cérnea usando un agente (laminina, un fragmento de la misma o similares) de la presente invencion. Un agente
(laminina, un fragmento de la misma, o similares) usado en un procedimiento de la presente invencion se entiende
que es capaz de usar cualquier forma descrita en el presente documento. Ademas, cualquier componente del cultivo
se puede usar en un procedimiento de la presente invencion siempre que el componente se pueda usar en el cultivo
del endotelio de cérnea, y se puede ilustrar un componente del cultivo de cualquier forma descrita en el presente
documento.

En una realizacion, las células endoteliales de la cornea cultivadas en la presente invencién son de primates. En una
realizacién preferida, las células endoteliales de la cérnea cultivadas en la presente invencién son de un ser humano.

En una realizacion preferida, el cultivo de células diana mediante un procedimiento de la presente invencién es para
prevenir o tratar un trastorno endotelial de la cornea, y se puede usar concretamente para producir células, tejidos o
similares para un trasplante.

Las condiciones de temperatura tras el cultivo de células endoteliales de la cérnea no estan particularmente limitadas
en la medida en que crezcan células endoteliales de la cérnea. Sin embargo, por ejemplo, la condicion de temperatura
es aproximadamente de 25 °C a aproximadamente 45 °C, o preferentemente aproximadamente de 30 °C a
aproximadamente 40 °C considerando la eficacia del crecimiento, o preferentemente ain de aproximadamente 37 °C.
Se lleva a cabo el procedimiento de cultivo en una estufa incubadora de células comudn en un entorno humidificado
con una concentracion de CO, de aproximadamente 5 a 10 %.

Cualquier componente que se pueda usar en el cultivo de un endotelio de cérnea se puede usar como un componente
del cultivo que se puede usar en la presente invencién. Ademas, el componente del cultivo puede ser un componente
del medio que se ha adquirido y usado convencionalmente o un componente desarrollado por separados para el
endotelio de cornea. Los ejemplos de dicho componente del medio incluyen, aunque no de forma limitativa OptiMEM,
DMEM, M199, MEM y similares (estan disponibles de INVITROGEN o similares).

La presente invencién se caracteriza por una actividad elevada de una variedad de lamininas especificas o fragmentos
de las mismas utilizando un polipéptido y/o un péptido especifico en un sistema de cultivo de células que comprende
un agente (por ejemplo, laminina especifica o un fragmento de la misma) de la presente invencién en el cultivo de
células. El polipéptido se selecciona entre el grupo que consiste en proteinas de la sangre diferentes de una proteina
de matriz extracelular, que es suero, albumina de suero, prealbdmina, inmunoglobulina, a-globulina, B-globulina, a1-
antitripsina (a1-AT), haptoglobina (Hp), a2-macroglobulina (a2-M), a-fetoproteina (AFP), transferrina, proteina de unién
a retinol (RBP) o adiponectina, y gelatina, proteina de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF), y peptona. En
una realizacion de la presente invencion, un polipéptido y/o un péptido que se puede usar como un componente
adicional es, aunque no de forma limitativa, albimina de suero, proteina de la familia del factor de necrosis tumoral
(TNF) o peptona, o el polipéptido y/o el péptido es inmunoglobulina o gelatina.

En la presente invencion, preferentemente una proteina de la sangre y preferentemente aun una proteina de la sangre
diferente de una proteina de la matriz extracelular se puede usar con un agente (laminina especifica o un fragmento
de la misma) de la presente invencion. La proteina de la sangre se selecciona preferentemente entre suero, albumina
de suero, prealbumina, inmunoglobulina, a-globulina, B-globulina, a1-antitripsina (a1-AT), haptoglobina (Hp), a2-
macroglobulina (a2-M), a-fetoproteina (AFP), transferrina, proteina de union a retinol (RBP) o adiponectina, que son
todas proteinas de la sangre diferentes de una proteina de matriz extracelular. "Matriz extracelular" es una sustancia
que rellena el espacio extracelular. Al mismo tiempo, la matriz extracelular tiene un papel esquelético (por ejemplo,
cartilago o hueso de un animal), un papel de armazén en la adhesion celular (por ejemplo, membrana basal o
fibronectina), un papel en retener o proporcionar un factor de crecimiento celular o similar (por ejemplo, factor de
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crecimiento celular FGF que se une al sulfato de heparan) y similar. Muchas de las células individuales que constituyen
un organismo multicelular que se reconocen como vivas estan enterradas en una cama o nido de una matriz
extracelular. Los componentes principales de una matriz extracelular de un vertebrado, incluyendo seres humanos son
glicoproteinas tales como colageno, proteoglicanos, fibrobectina, y laminina (parcialmente, moléculas de adhesion
celular). "Proteina de matriz extracelular" significa una proteina que constituye dicha matriz extracelular.

"Proteinas de la sangre diferentes que una proteina de matriz extracelular" en la presente invencion significa proteinas
de la sangre diferentes de una proteina de matriz extracelular implicada en la adhesion celular o similar. Son todas
proteinas conocidas que los expertos en la materia pueden obtener adecuadamente. Las proteinas de la sangre
diferentes de una proteina de matriz extracelular son preferentemente, aunque no de forma limitativa, albiumina de
suero humano (HSA/disponible por ejemplo de Nacalai Tesque), albumina de suero humano recombinante (rHSA/ por
ejemplo, disponible de SIGMA-AIDRICH), o albumina de suero de bovino (BSA/ por ejemplo, disponible de SIGMA-
AIDRICH). Ademas, "proteinas de la sangre diferentes de una proteina de matriz extracelular" pueden ser
inmunoglobulinas. Las inmunoglobulinas, incluyendo IgG, IgA, IgM, IgD e IgE, son bien conocidas por los expertos en
la materia. Por ejemplo, una inmunoglobulina humana (IgG/ por ejemplo, disponible de Oriental Yeast Col, Ltd.) se
puede usar sin limitarse a lo anterior.

La "gelatina" referida en el presente documento es una sustancia extraida afiadiendo calor al colageno, que es el
principal componente del tejido conectivo tal como la piel, huesos, o tendones de un animal. El principal componente
de la gelatina es proteina.

Como un componente adicional, se puede usar en el presente documento una proteina de la familia del factor de
necrosis tumoral. El "Factor de necrosis tumoral, TNF)" es un tipo de citoquina. Estrechamente definidos, existen tres
tipos de TNF, es decir, TNF-a, TNF-$ (linfotoxina (LT)-a) y LT-B. "Proteinas de la familia TNF" incluye al menos 19
tipos de moléculas tales como un ligando activador del receptor de NFkB (RANKL), el ligando Fas y el ligando CDA40.
Preferentemente, se puede usar un ligando activador del receptor de NFkB (RANKL, sRANKL) como un ejemplo de
una proteina de la familia TNF usada como un componente adicional usado en la presente invencion.

En la presente invencion, se puede utilizar una peptona como un componente adicional. "Peptona" es una proteina
obtenida disolviendo una proteina con una enzima proteolitica. La proteina es digerida por pepsina en el estbmago en
una peptona in vivo, y la peptona resultante se digiere ademas en aminoacidos por el jugo pancreatico secretado por
el pancreas y por el jugo intestinal secretado por el yeyuno. Debido a que la peptona es adecuada como fuente nutritiva
de microorganismos, se afiade a menudo al medio. Una peptona como la mencionada fuente nutritiva de un medio se
obtiene hidrolizando una proteina en aminoacidos y un péptido de bajo peso molecular. En general, Se usa
comunmente una peptona obtenida de una proteina lactea (caseina lactea) experimenta enzimolisis (utilizando una
proteasa tal como pancreatina extraida del pancreas de un suinido). Se usa preferentemente una peptona derivada
de una planta, pero no se limita a lo anterior. Por ejemplo, se selecciona una peptona entre el grupo que consiste en
una peptona derivada de semillas de algodén, una peptona derivada de soja, una peptona derivada de trigo, y un
péptido derivado de guisantes.

(Células endoteliales de la cornea y Formulacién del endotelio de cornea) La presente divulgacion proporciona células
endoteliales de la cornea cultivadas y producidas mediante el procedimiento de acuerdo con la presente invencion. La
presente invencién se puede considerar que tiene caracteristicas que no existen en las células convencionales en que
normalmente se obtienen células cultivadas o en crecimiento incluso cuando se lleva a cabo el cultivo normal y también
cuando se lleva a cabo el subcultivo. Ademas, la caracteristica mas importante es que las células tienen caracteristicas
de células endoteliales de la cornea que son normales en sus funciones. En consecuencia, las células endoteliales de
la cérnea que la presente divulgacion proporciona puede proporcionarse como una formulacion, lo que significa que
la presente divulgacion proporciona una divulgacion del endotelio de cérnea. En consecuencia, la presente divulgacion
proporciona un procedimiento para fabricar una formulacién del endotelio de cérnea, que comprende la etapa de
cultivar células endoteliales de la cornea usando una solucion de cultivo que comprende el agente o la composicion
de acuerdo con la presente divulgacion o un recipiente en el que se reviste el agente o la composicion de acuerdo con
la presente invencion.

En un aspecto, la formulacion de endotelio de cérnea de acuerdo con la presente divulgacion contiene un material
base, y una capa de células endoteliales de la cornea sobre el material base.

El material base usado en la presente divulgacion no esta particularmente limitado siempre que soporte una capa de
células endoteliales de la cérnea cultivada y mantenga su forma in vivo durante un periodo de tiempo dado,
preferentemente al menos tres dias, tras el trasplante. Ademas, el material base usado en la presente divulgacion
puede ser aquél que tiene un papel de armazon en el cultivo de las células endoteliales de la cérnea en un tubo de
ensayo, o puede ser aquel que tiene un papel de soporte de la capa de células endoteliales de la cornea tras el cultivo.
Preferentemente, el material base usado en la presente divulgacion es aquel que tiene un papel como estructura usada
para cultivar células endoteliales de la cornea y someterse directamente a trasplante tras la finalizacion del cultivo.

El material base usado en la presente divulgacion incluye, por ejemplo, material muy polimérico derivado de productos
naturales tales como colageno, gelatina y celulosa; material macromolecular sintético tal como poliestireno, poliéster,
policarbonato y poli(N-isopropil acrilamida); material polimérico biodegradable tal como acido polilactico y acido
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poliglicélico; hidroxiapatita, amnios y similares.

La forma del material base usado en la presente divulgacion no esta particularmente limitada siempre que soporte la
capa de células endoteliales de la cornea y tenga una forma adecuada para el trasplante. Sin embargo, la forma es
preferentemente una lamina. Cuando la formulacién de acuerdo con la presente divulgacion esta en una forma de
lamina, puede cortarse y usarse en un tamafio de acuerdo con un sitio de aplicacion en el trasplante. Ademas, es
también posible enrollar la Iamina hasta estrecharla e insertarla en una herida. como un ejemplo especifico preferible,
se ilustra una lamina circular que cubre aproximadamente un 80 % del area de un endotelio de cérnea lesionado.
Ademas, es también preferible cortar la porcion periférica del circulo con el fin de que se adhiera estrechamente a un
sitio de aplicacion.

En un aspecto preferible, el ejemplo del material base usado en la presente divulgacién es colageno. Como colageno,
puede usarse preferentemente la lamina de colageno descrita en la Publicacion japonesa abierta a consulta n.° 2004-
24852. La lamina de colageno sujeto puede prepararse a partir de, por ejemplo, amnios, de acuerdo con el
procedimiento descrito en la Publicacion japonesa abierta a consulta n.° 2004-24852.

A partir de ahora en el presente documento, se describira la preparacion de la capa de células endoteliales de la
cérnea como un ejemplo de una formulacién de endotelio de cérnea.

La capa de células endoteliales de la cérnea usada en la presente divulgacion comprende preferentemente al menos
una de las siguientes caracteristicas. Mas preferentemente, la capa de células endoteliales de la cornea usada en la
presente invencion comprende dos o mas de las siguientes caracteristicas. AUn mas preferentemente, la capa de
células endoteliales de la cornea usada en la presente divulgacion comprende las siguientes caracteristicas.

(1) La capa de células tiene una estructura monocapa. Esta es una de las caracteristicas que las capas de células
endoteliales de la cornea de organismos vivos comprenden.

(2) la densidad celular en la capa de células es aproximadamente de 1.000 a aproximadamente 4.000 células/mm?.
En particular, la densidad celular es preferentemente de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 3.000
células/mm? cuando es receptor un adulto.

(3) La forma planar de las células que constituyen la capa de células es sustancialmente hexagonal. Esta es una
de las caracteristicas que comprenden las células que constituyen la capa de células endoteliales de la cérnea en
organismos vivos. La formulacion de la presente divulgacion es similar a las capas de células endoteliales de la
cérnea de organismos vivos, que es capaz de ejercer una funcion similar como las capas de células endoteliales
de la cérnea naturales y es capaz también de ejercer capacidad de crecimiento in vivo.

(4) Las células se disponen regularmente en la capa de células. En las capas de células endoteliales de la cérnea
de organismos vivos, las células que constituyen las capas se disponen regularmente. Por consiguiente, las
funciones normales y la alta transparencia de las células endoteliales de la cérnea se considera que se mantienen,
y la funcion humectante de la cornea se ejerce adecuadamente. Por lo tanto, comprendiendo dichas caracteristicas
morfolégicas, se espera que la formulacion de acuerdo con la presente divulgacion ejerza una funcién similar a la
de las capas de células endoteliales de la cornea en organismos vivos.

El procedimiento de fabricacion de acuerdo con la presente invencion comprende la etapa de cultivar células
endoteliales de la cornea usando el agente, la composicion o el recipiente de acuerdo con la presente divulgacion, y
puede llevarse a cabo mediante, por ejemplo, el siguiente procedimiento.

<1> Extraccion y cultivo de células endoteliales de la cornea en un tubo de ensayo

Las células endoteliales de la cérnea se extrajeron de la cornea de un mismo receptor o un donante adecuado usando
un procedimiento ordinario. En consideracion a las condiciones de trasplante en la presente invencién, pueden
prepararse células endoteliales de la cérnea derivadas de la misma raza.

Por ejemplo, la membrana de Descemet y la capa de células endoteliales de los tejidos de la cérnea se exfolian a
partir del parénquima de la cérnea, se transfieren a una placa de cultivo y se tratan con dispasa o similar. En
consecuencia, las células endoteliales de la cornea se desprenderan de la membrana de Descemet. Las células
endoteliales de la cérnea que permanecen en la membrana de Descemet pueden desprenderse mediante pipeteo o
similar.

Tras la retirada de la membrana de Descemet, las células endoteliales de la cérnea se cultivan en una solucion de
cultivo de acuerdo con la presente invencion. Como para el cultivo o la solucién de cultivo, por ejemplo, se puede usar
lo siguiente: FBS( suero de feto de bovino) (por ejemplo, BIOWEST, numero de catalogo: S1820-500), b-FGF (factor
basico de crecimiento de fibroblastos)(por ejemplo, INVITROGEN, numero de catalogo: 13256-029), y una sustancia
antibiotica, tal como penicilina y estreptomicina, pueden afadirse de forma adecuada a DMEM comercialmente
disponible (Medio Eagle modificado por Dulbecco) (por ejemplo, INVITROGEN, numero de catalogo. 12320 o similar),
seguido por la adicién de componentes de un normalizador del cultivo de acuerdo con la presente invencion. Mediante
revestimiento del agente de acuerdo con la presente invencion para llevar a cabo el cultivo, se promueve la adhesion
de las células endoteliales de la cérnea a la superficie de un recipiente de cultivo, llevando a cabo por tanto un
crecimiento favorable. Ademas, cuando se lleva a cabo el cultivo afnadiendo laminina a la soluciéon del cultivo, es
preferible usar una placa de cultivo, cuya superficie se reviste con colageno de tipo |, colageno de tipo IV, fibronectina,
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laminina o matriz extracelular de células endoteliales de la cérnea de bovino o similares. Alternativamente, es posible
usar un recipiente de cultivo ordinario que se trata con un agente de revestimiento comercialmente disponible tal como
el FNC coating mix® (50 mI(AES-0407), ATHENA, numero de catalogo: 0407). Las condiciones de temperatura para
cultivar células endoteliales de la cérnea no estan particularmente limitadas siempre que crezcan células endoteliales
de la cornea. Por ejemplo, la temperatura esta comprendida en el intervalo de aproximadamente 25°C a
aproximadamente 45 °C, y cuando se toma en consideracion la eficacia de crecimiento, es preferentemente de
aproximadamente 30 °C a aproximadamente 40 °C, y aun mas preferentemente aproximadamente 37 °C. El
procedimiento de cultivo se lleva a cabo en dicho entorno de aproximadamente una concentracién de CO; del 5 al
10 % bajo humidificacién, En una estufa incubadora normal de cultivo de células.

<2> Subcultivo

Después que las células endoteliales de la cérnea sometidas a cultivo se hacen crecer, Se puede llevar a cabo el
subcultivo. Preferentemente, se lleva a cabo el subcultivo en el momento de ser subconfluente o confluente. El
subcultivo puede llevarse a cabo del siguiente modo. En primer lugar, las células se tratan con tripsina-EDTA o similar
de tal manera que las células se desprenden de la superficie del recipiente de cultivo. A continuacion, las células se
recogen. El normalizador del cultivo o el medio de acuerdo con la presente invencion se afiade a las células recogidas
para obtener una suspension de células. Es preferible llevar a cabo un tratamiento con centrifuga cuando las células
se recogen o después de la recogida. El tratamiento con centrifuga sujeto permite la preparacion de una suspension
de células con una alta densidad celular. La densidad celular preferible es aproximadamente de 1 a 2x108 células/ml.
sefialar que las condiciones para el tratamiento con centrifuga incluyen, sin limitacion, por ejemplo, 500 rpm (30 g) a
1000 rpm (70 g), y 1 a 10 minutos.

La suspension celular se siembra en un recipiente de cultivo similar al cultivo inicial anteriormente mencionado,
sometiéndose por tanto a cultivo. Mientras que la tasa de diluciéon en el subcultivo varia de acuerdo con el estado de
las células, pero es aproximadamente 1:2 a 1:4 y preferentemente 1:3. El subcultivo puede llevarse a cabo en
condiciones de cultivo similares al cultivo inicial anteriormente mencionado. El tiempo de incubacién varia de acuerdo
con el estado de las células que se van a usar o similar, pero es de 7 a 30 dias, por ejemplo. El subcultivo anteriormente
mencionado puede llevarse a cabo multiples veces segun se considere necesario. Cuando se usa un agente de
promocion de la adhesion celular (por ejemplo, un inhibidor de ROCK o similar) en el agente, la composicién, el medio
o el receptor de acuerdo con la presente invencion, puede potenciarse la adhesién celular en un periodo inicial del
cultivo, haciendo posible acortar el periodo de cultivo.

<3> Preparacion de la capa de células endoteliales de la cornea

La suspension celular se siembra sobre un material base tal como una lamina de colageno, para someterla a cultivo.
En esta fase, el numero de células que se van a sembrar se ajusta de tal manera que se forma una densidad celular
deseada de una capa de células en una formulacion de endotelio de cérnea que se fabrica en el extremo. De manera
especifica, las células se siembran de tal manera que se forma una capa de células de una densidad celular en el
intervalo de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 4.000 células/mm?2. El cultivo puede llevarse a cabo en
condiciones similares al cultivo inicial anteriormente mencionado. El tiempo de incubacién varia de acuerdo con el
estado de las células que se van a usar, pero es, por ejemplo, de 3 a 30 dias.

Llevando a cabo el cultivo como se ha descrito anteriormente, se obtiene una formulacion de endotelio de cornea, en
el que se forma una capa de células endoteliales de la cornea cultivada en el tubo de ensayo en el material base.

En la presente invencion, la formulacion de endotelio de la cérnea puede comprender el agente o la composicion de
acuerdo con la presente invencién, o un medio que comprende cualquiera de ellos, o la formulacién del endotelio de
la cérnea puede mantenerse en un recipiente que contiene cualquiera de ellos, a fin de cultivar o hacer crecer células
endoteliales de la cornea. la formulacion del endotelio de cornea puede comprender el agente o la composicion de
acuerdo con la presente invencién, o un medio que comprende cualquiera de ellos, o la formulacién del endotelio de
cérnea puede mantenerse en un recipiente que contiene cualquiera de ellos, hasta que se somete a trasplante. La
presente invencion puede comprender una formulacion de endotelio de cérnea, el agente o la composicion de acuerdo
con la presente invencion, o un medio que comprende cualquiera de ellos; y alternativamente, la presente invencion
proporciona una combinacién con un recipiente que comprende cualquiera de ellos.

La formulacién de endotelio de cornea obtenida mediante el procedimiento de fabricacién de acuerdo con la presente
invencion puede usarse como un injerto en un tratamiento de enfermedades que requieren el trasplante del endotelio
de cornea, tal como queratopatia bullosa, edema de cérnea, leucoma de cérnea, en particular, distrofia de cérnea, y
queratopatia bullosa producidas por un trastorno del endotelio de la cérnea debido a una lesion externa o una cirugia
oftalmica interna. La causa de dicha queratopatia bullosa, el trastorno del endotelio de la cornea o similar incluye un
distrofia endotelial de la cornea de Fuchs, sindrome de seudoexfoliacién, endoteliitis de la cornea y similares, ademas
de cirugia.

el sujeto para la administracion de la formulacion de endotelio de cérnea de acuerdo con la presente invencion incluye
mamiferos (por ejemplo, seres humanos, ratones, ratas, hamsteres, conejos, gatos, perros, vacas, ovejas, monos y
similares) y preferentemente, primates (por ejemplo, seres humanos).

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2763433 T3

(Tratamiento o prevencion de una enfermedad, trastorno o dolencia endotelial de la cérnea)

La presente divulgacion proporciona un medicamento para tratar o prevenir una enfermedad, trastorno o dolencia
endotelial de la cérnea, que comprende células endoteliales de la cornea producidas mediante un procedimiento para
cultivar o hacer crecer una célula endotelial de la cérnea, que comprende la etapa de cultivar células endoteliales de
la cornea usando un agente, composicion o medio o un recipiente de la presente divulgacion. Se entiende que un
agente, composicion, o medio o recipiente de la presente invencion se puede usar en cualquier forma descrita en el
presente documento. Por ejemplo, se pueden considerar las materias descritas en el presente documento, tales como
(Una composicion para cultivar o hacer crecer células endoteliales de la cérnea), (Procedimiento para cultivar una
célula endotelial de la cornea) y (célula endotelial de la cérnea y formulacion de endotelio de cornea). Ademas, se
entiende que las células endoteliales de la cornea usadas como un medicamento pueden tomar cualquier forma usada
en el presente documento. Por ejemplo, se puede considerar la materia descrita en (células endoteliales de la cornea
y formulacion endotelial de cérnea).

En un aspecto, un medicamento de la presente divulgacion es para el fin de tratar o prevenir el endotelio de la cornea
de primates. Preferentemente, el sujeto de dicho tratamiento o prevencion es un endotelio la cornea humano.

En un aspecto, las células endoteliales de la cérnea usadas en un medicamento de la presente divulgacion son de
primates. Preferentemente, las células endoteliales de la cérnea usadas en un medicamento de la presente invencion
son de un ser humano.

En un aspecto, la enfermedad, trastorno o dolencia endotelial de la cérnea sobre la que hace diana un medicamento
de la presente invencion es queratopatia bullosa, endotelitis de la cornea, edema de cérnea, leucoma y similar.

En un aspecto, se proporciona un medicamento de la presente invencion en forma de lamina o como una suspension.

En una realizaciéon, un medicamento de la presente invencion comprende ademas un agente de promocioén de la
adhesion celular. El agente de promocion de la adhesion celular ejerce una accion de promocion de la adhesion sobre
las células endoteliales de la cornea separadas del tejido de la cornea o las células endoteliales de la cérnea separadas
y subcultivadas. Dicho agente de promocion de la adhesion celular puede proporcionarse junto con o de forma
separada de las células endoteliales de la cérnea proporcionadas como un medicamento. En una realizacion
especifica, El agente de promocion de la adhesion celular usado en un medicamento de la presente invencion incluye
un inhibidor de la quinasa Rho. El inhibidor de la quinasa Rho incluye compuestos desvelados en las siguientes
referencias: Patente de EE.UU. n.° 4678783, patente japonesa n.° 3421217, publicacion internacional n.° WO
95/28387, publicacién internacional n.° WO 99/2062, publicacion internacional n.° WO 99/6140, publicacion
internacional n.° WO 02/076976, publicacién internacional n.° WO 02/076977, publicaciéon internacional n.° WO
2002/083175, publicacion internacional n.° WO 02/100833, publicacion internacional n.° WO 03/059913, publicacion
internacional n.° WO 03/062227, publicacién internacional n.° WO 2004/009555, publicacién internacional n.° WO
2004/022541, publicacion internacional n.° WO 2004/108724, publicacion internacional n.° WO 2005/003101,
publicacion internacional n.° WO 2005/039564, publicacién internacional n.° WO 2005/034866, publicacion
internacional n.° WO 2005/037197, publicacion internacional n.° WO 2005/037198, publicacion internacional n.° WO
2005/035501, publicacion internacional n.° WO 2005/035503, publicacion internacional n.° WO 2005/035506,
publicacion internacional n.° WO 2005/080394, publicacién internacional n.° WO 2005/103050, publicacién
internacional n.° WO 2006/057270, y publicacion internacional n.° WO 2007/026664. Dichos compuestos pueden
fabricarse mediante los procedimientos descritos en cada una de las referencias desveladas e incluyen, por ejemplo,
1-(5-Isoquinolinasulfonil)homopiperazina o una sal de Ila misma (por ejemplo, fasudil(1-(5-
Isoquinolinasulfonil)homopiperazina)), y (+)-trans-4-(1-aminoetil)-1-(4-piridilcarbamoil) ciclohexanocarboxamida o una
sal de la misma (por ejemplo, clorhidrato de Y-27632((R)-(+)-trans-(4-piridil)-4-(1-aminoetil)-ciclohexanocarboxamida
monohidratado.

Las dianas de la administracion (trasplantes) de un medicamento o procedimiento de la presente divulgacion incluyen
mamiferos (por ejemplo, seres humanos, ratones, ratas, hamsteres, conejos, gatos, perros, vacas, ovejas, monos y
similares). Sin embargo, se prefieren los primates y se prefieren en particular los seres humanos. No se han
conseguido resultados satisfactorios en un tratamiento endotelial de la cérnea para primates. En este sentido, la
presente divulgacion proporciona un procedimiento y un medicamento terapéutico innovadores.

En otro aspecto, La presente divulgacion proporciona un procedimiento para tratar o prevenir una enfermedad,
trastorno o dolencia endotelial de la cérnea, que comprende la etapa de usar las células endoteliales de la cornea
producidas mediante un procedimiento para cultivar células endoteliales de la cérnea de una manera normal, que
comprende la etapa de cultivar células endoteliales de la cérnea usando un agente, la composicion, el medio. o un
recipiente de la presente invencion.

Tal como se ha descrito anteriormente, la presente invencion se ha descrito presentando a la vez las realizaciones
preferidas para facilitar la comprension. A partir de ahora en el presente documento, la presente invencién se describira
a través de Ejemplos. Sin embargo, la descripcion anteriormente mencionada y los siguientes Ejemplos se
proporcionan solo a fines ilustrativos y no se proporcionan con el fin de limitar la presente invencion. Por consiguiente,
el ambito de la presente invencién esta limitado Unicamente por las Reivindicaciones, no por las realizaciones o los
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Ejemplos descritos especificamente en el presente documento.

[Ejemplos]

A partir de ahora en el presente documento, se describira un ejemplo en que las células de las células endoteliales de
la cornea de acuerdo con la presente invencién se cultivan normalmente. Cuando sea aplicable, los estandares que
muestra el Ministerio de sanidad, trabajo y bienestar, el Ministerio de educacion, cultura, deportes, ciencia y tecnologia,
o similares se observaron para la manipulacién de las muestras bioldgicas o similares, y cuando fue aplicable, la
manipulacién se llevé a cabo basandose en la Declaracion de Helsinki o las consideraciones éticas creadas basandose
en la declaracion de Helsinki. Con respecto a la donaciéon de ojos para los estudios, se obtuvieron cartas de
consentimiento de los familiares cercanos en relacién con todos los donantes muertos. El presente estudio se
homologé mediante la revisién ética del banco de ojos SightLife™ (Seattle, WA).

(Procedimiento experimental: Tejido de cornea humana de calidad de estudio)

Doce cérneas de donantes humanos se obtuvieron cada una del banco de ojos SightLife™ y todas las cérneas se
preservaron en un medio de preservacion (Optisol; Chiron Vision Corporation, Irvine, CA) a 4 °C durante un periodo
de menos de 14 dias antes del cultivo primario.

(Analisis estadistico)

Se determind la diferencia estadisticamente significativa (valor P) en un valor promedio de una comparacion de dos
muestras usando el test de la t del test de la t de Student. La diferencia estadisticamente significativa en la comparacion
de una pluralidad de conjuntos de muestras se analizé utilizando el test de comparacion multiple de Dunnett. Los
valores que se muestran en el grafico representan el promedio +SE.

(Ejemplo 1: Expresion de una cadena de laminina y una cadena de integrina en células endoteliales de la cérnea y
una membrana de Descemet)

En el presente Ejemplo, se observo la expresion de una cadena de laminina en la membrana de Descemet, que es
una membrana basal de la célula endotelial de la cérnea.

(Materiales y procedimientos)

Se llevo a cabo la expresion del ARNm de una cadena de laminina usando el procedimiento de la PCR. Aunque no se
muestran los datos, se verificd la expresion de las proteinas mediante inmunotincion.

Se diluyd un anticuerpo secundario con PBS y la solucién resultante se incubé durante treinta minutos a temperatura
ambiente. Se us6 anticuerpo de cabra dirigido contra IgG de conejo marcado (conjugado) con Alexa™ Fluor 488
(Numero de catalogo: A11034; 1:1500; Molecular Probe-Invitrogen) como el anticuerpo secundario. Tras agitar y lavar
dos veces con Triton al 0,15 %/PBS y una vez con PBS, se llevd a cabo la tinciéon nuclear con yoduro de propidio
(Numero de catalogo: SP29004-41; PI; Nacalai Tesque, Inc. Kyoto, Japdn) y el anticuerpo secundario se incluyo
cubriéndolo con una cubierta de vidrio. Se observé el anticuerpo secundario marcado con fluorescencia con un
microscopio de barrido de laser confocal (Olympus Fluoview, Tokyo, Japon) y se tomé una fotografia del mismo.

Se muestran en la siguiente Tabla 1 las secuencias de cebadores de cadenas de laminina usadas en un procedimiento
de la PCR. Se muestran en la siguiente Tabla 2 las secuencias de cebadores de las cadenas de integrina usadas en
un procedimiento de la PCR. Se obtuvieron los cebadores de Life Technologies Japan Ltd (NUmero de catalogo:
10336022).

Tabla 1. Secuencias de oligonucledétidos para la PCR

Gen Cebador de sentido directo Cebador de sentido contrario Ta(r;s)no
Laminin 5-GAGTCCGTCTCTCTGGACATAG-3’ 5'-CGTGGCATTCACAGGGTTGAC-3' (SEQ
aat (SEQ ID NO: 9) ID NO: 10) 180
Laminin 5-TGCTAGAATTTACCTCCGCTCG-3'(SEQ 5'-GATCAAGTGGACAAGCCCTG-3' (SEQ 203
aa2 ID NO: 11) ID NO: 12)
Laminin 5-CTCCAAAGGCCCAACTCAAG-3' (SEQID 5'-CCATAACTGCCTCCTTAGTCTC-3'(SEQ 304
aal NO: 13) ID NO: 14)
Laminin 5-CTTACGCAACACCACCGGATTC-3 5-CCTTCTTCCAAGCAIICTCCG-3 (SEQ 140
aa4 (SEQ ID NO: 15) ID NO: 16)
Laminin 5-GAGGACTOAAGTOAAAACTCAA-3’ 5'-CCACTGAAGTTGTAAATGGTG-3 (SEQ 291
aad (SEQ ID NO: 17) ID NO: 18)
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Laminin  5-GATGGTGAACTTGAIGAAAAGT-3 (SEQ 5-GGCTTATACCTTTAGGAGTGA-3 (SEQ 258
ap1 ID NO: 19) ID NO: 20)
Laminin 5-GATGATCGCATCCAAGGGAC-3'(SEQID 5-GTCCAGAGTAGGGAGTCTCAG-3'(SEQ 150
ap2 NO: 21) ID NO: 22)
Laminin 5-CCCAGATGGAGGAAGATGTC-3' (SEQ 5-GTAGCTGAGTCTGTGGGCAG-3 (SEQ 144
ap3 ID NO: 23) ID NO: 24)
Laminin 5-GGCAGGCTACTTTGGATTTC-3 (SEQID 5-GCTTGAGGGATCATCTGGAC-3' (SEQ 204
ap4 NO: 25) ID NO: 26)
Laminin 5-GATGAGATGGIGACAGATCAAG-3' (SEQ 5-TTTCGAGTCTCTTCAATGGTAT-3' (SEQ 199
av? ID NO: 27) ID NO: 28)
Laminin  5-ATCGAAGGTTACTGCGGAATC-3 (SEQ 5-GTAGCCAGAAGCACAATCCTG-3' (SEQ 193
ay2 ID NO: 29) ID NO:
Laminin 5-GGGATACAAGAGGGAGATGC-3 (SEQ 5-CATAGAAACCTGGCAAACAGC-3' (SEQ 157
ayYs3 ID NO: 31) ID NO: 32)
Tabla 2. Secuencias de oligonucledtidos para la PCR
Gen Cebador de sentido directo Cebador de sentido contrario -I;ags;l
Integrina 5’-gaagaacctcctgaaacccttt-3' (SEQ ID NO: 5'-tgatgtcatattggggaatgaa-3’' (SEQ ID NO: 254
af 33) 34)
Integrina 5'-tgatgggacagaagtaacatgc-3’ (SEQ ID NO: 5-tggaccaacatcttcaaaactg-3' (SEQ ID NO: 333
a2 35) 36)
Integri 5'-ttcccactagaaggtctgggta-3' (SEQ ID NO:
Megs'd B-gotctgectttggtttatetgt-3' (SEQ 1D NO: 37) gaagd 3%;9 ( 257
lnteﬂina 5'-atattcagteggagetggteat-3' (SEQ IDNO: 39 5-geatatttgteacttccaacga-3' (SEQ 1D NO: 40) 338
Integrina i -3’ :
0?5 ° tcctcagcaagaatctiie;caa 3 (SEQIDNO: 5'-gttgagtccegtaactctggte-3’ (SEQID NO: 42) 304
Integrina 5’-agcaaggcagatggaataatgt-3' (SEQ ID NO:  5’-cagggtaggaatttcgatcaag-3’ (SEQ ID NO: 275
a6 43) 44)
Inte(%rina 5'-caggteaccttetaccteatee-3' (SEQ ID NO: 45 5 -accgtgacctcatact;cl%e)lccte (SEQ ID NO: 262
Integrina 5'-atggaaaatgtaaccaggatgg-3' (SEQ ID NO:  5'-cagttatgaatgggcagaacaa-3' (SEQ ID NO: 265
a8 47) 48)
Inte(%/na 5'-cactttcagcccatcaatatca-3' (SEQ ID NO: 49 ° -acagtgtgctgttaggc5a(;c1)gaa-3 (SEQID NO: 305
Integrina
a10 5'-atcagtgtggttcagagggact-3' (SEQIDNO: 51 5'-gecctggctttgtagtattgte-3' (SEQ ID NO: 52) 330
Integrina "~ -3’ :
a£171 ° ggacactgctgactacg’;g;aag 3 (SEQID NO: 5’-gcgtgtgctctctatgatgaag-3' (SEQID NO: 54) 294
(continuacion)
. . . . Taman
Gen Cebador de sentido directo Cebador de sentido contrario o (pb)
Integrina 5'-tagcagtgaagaagctgacgag-3' (SEQ ID NO:  5'-fctttcaggaagacgacagtga-3’ (SEQ ID NO: 300
aE 55) 56)
Integrina 5'-atctgtgaggtcgaaacaggat-3' (SEQ ID NO:  5-accttgccaataaaagctacca-3' (SEQ ID NO:
255
av 57) 58)
InteagLr/na ° -gaaccattgacaccagsaga)gtga-3 (SEQIDNO: 5'-ttcttcaaaccccaactgtcett. 3’ (SEQ ID NO: 60) 341
Integrina - -3 :
a%ﬂ S gatcggctaagagaaggf)caga ¥ (SEQIDNO: 5'-cattgccacaattcttctcaaa-3' (SEQ ID NO: 62) 330
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Integrina ' "~ -3’ :

a%( 5'-ccaacatctgcctttacattga-3’ (SEQ ID NO: 63 5 Cgtgaagtatctctga%(;e;tcg 3'(SEQID NC: 331
Integrina '

) 5'-ttaaccagatgaagggctitgt-3' (SEQ ID NO: 65  5'-ggtctttgtacttctgcccate-3' (SEQ ID NO: 66) 296
Integrinaa  5-gaaaagactgaggaggctgage-3' (SEQIDNO: &-gagaaaatatccgcaactggag-3’' (SEQ ID NO: 245

Ilb 67) 68)
Inti%r/na 5 -gctgaagactatcccaétgg)acc% (SEQ ID NO: 5'_atttccagatatgegetgtttt-3 (SEQ ID NO: 70) 321
Integrina '

82 5-tgatggacctctcctactecat-3' (SEQ ID NO: 71 5-gaaactggttggagttgttggt-3' (SEQIDNO: 72) 258
Integrina . -3’ :

[§C’3 5'_tgtttaccactgatgccaagac-3' (SEQ ID NO73  ° tcccataagcatcaac?:;gag ¥ (SEQIDNO: 308
Integrina "~ ' -3’ :

Bg4 5'-gcttcacacctatttcectgte-3’ (SEQ ID NO: 75) 5 gaaggaaggtttcage;cg)gatg 3'(SEQID NOC: 316
Integrina - tact-3 :

/§q5 5_gctggtgticacaacagatgat-3 (SEQIDNO: 77 ° atcccagadgacaa;gad ¥ (SEQID NO: 349
Integrina

36 5'-tgtgactgtgglgaatgtgtgt-3' (SEQ ID NO: 79)  5'-caccagctagtttgcacttgtc-3' (SEQIDNO: 80) 289
Integrina "~ -3’ :

'éq7 5'-cacttcagacgacacattccat-3' (SEQ ID NO: 81 5 Cccaactgcagacttag%aatc 3'(SEQ ID NO: 250
Integrina , ' ,

88 5'-gcattatgtcgaccaaacttca-3' (SEQID NO: 83 5'-atttcttcaggcttctcacgte-3' (SEQ ID NO:84) 255

*Procedimiento de la PCR: Se llevo a cabo el procedimiento de la PCR en cada cadena de laminina y la cadena
de integrina mediante la RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa mediante transcripcion inversa
semicuantitativa). Se adquirieron los cebadores de INVITROGEN, que es una compafia de sintesis de
oligonucledtidos, y se usaron aquellos en los que se habia llevado a cabo un tratamiento de desalacion. Se uso el
Mini kit RNEasy (QIAGEN Gmbh, Numero de catalogo: 74106) para la extraccion del ARN total de las células. Una
membrana de Descemet que incluia células endoteliales de la cérnea se exfolid de una cérnea para su uso en
investigacion que se adquirid del banco de ojos Seattle y las células endoteliales de la cérnea se exfoliaron
mecanicamente con la membrana basal para su uso en la extraccion de la cérnea de las células endoteliales de la
cornea. Se llevo a cabo una reaccion de transcripcion inversa (42 °C, sesenta minutos) sobre el ARN con ReverTra
Ace (Toyobo Co., Ltd. (nimero de catalogo: TRT-101)), y CD166 y CD73 se amplificaron con GAPDH como patrén
interno usando una Version TAKARA Taqg HotStart de la ADN polimerasa (Takara Bio Inc, NUumero de catalogo:
RRO01A). La misma cantidad de ADNc se amplificé mediante un dispositivo de la PCR (GeneAmp 9700; Applied
Biosystems) y la siguiente pareja de cebadores. En la reaccion de la PCR, se usaron los cebadores que se
muestran en la Tabla 1, la Tabla 2 y aquellos descritos a continuacion.
*GAPDH-F:GAGTCAACGGATTTGGTCGT (SEQ ID NO: 85)

*GAPDH-R:TTGATTTTGGAGGGATCTCG (SEQ ID NO: 86)

Un fragmento de ADNc amplificado se sometio a electroforesis con un gel de agarosa al 1,5 % (Nacalai Tesque,
Numero de catalogo: 01149-76) y se detecté mediante la tincién con bromuro de etidio (Nacalai Tesque, Nimero
de catalogo: 14603-51).

* Citometria de flujo: Se sembré un endotelio de cornea humano en una placa de cultivo revestida con revestimiento
FNC y se cultivé durante aproximadamente 14 dias hasta alcanzar el estado de confluencia bajo la condicién de
COz al 5 % a 37 °C. Las células se exfoliaron con TrypLE™ Select y se recogieron. A continuacion, se llevo a cabo
el andlisis sobre un antigeno superficial de la cadena de integrina usando un citémetro de flujo (BD FACSCanto™
Il (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ)) de acuerdo con el manual de instrucciones usando a la un Human Cell
Surface Marker Screening Panel (BD Lyoplate™, BD Bio-sciences, Franklin Lakes, NJ).

La célula endotelial de la cornea humana se cultivd como se describe a continuacién. la membrana de descemet que
incluia células endoteliales de la cérnea se exfolid de una cérnea para su uso en investigacion que se adquiri6 del
Banco de ojos Seattle y la célula endotelial de la cornea se exfoli6 mecanicamente con la membrana basal. tras el
desprendimiento (normalmente, tratado durante dos horas a 37 °C usando 1 mg/ml de colagenasa A (Roche Applied
Science)) y recogida de la membrana basal usando colagenasa (ROCHE Numero de catalogo: 10 103 586 001), se
llevé a cabo el cultivo primario. Para el medio, se usé un medio en el que se acondiciono lo siguiente para un
alimentador de células 3T3: Medio liquido de suero reducido Opti-MEM I, (INVITROGEN, Numero de catalogo: 31985-
070) + suero de feto de bovino al 8 % (FBS) (BIOWEST, Numero de catalogo: S1820-500) + 200 mg/ml de CaCl,-2H,0
(SIGMA Numero de catalogo: C7902-500G) + sulfato de condroitina al 0,08 % (SIGMA numero de catalogo: C9819-
5G) + 20 yg/ml de acido ascorbico (SIGMA Numero de catalogo: A4544-25G) + 50 pg/ml de gentamicina
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(INVITROGEN Numero de catalogo: 15710-064) + 5 ng/ml de EGF (INVITROGEN Numero de catalogo: PHG0311).
De manera especifica, tras la digestion a 37 °C, HCEC obtenido de una coérnea individual se resuspendié en un medio
de cultivo y se sembré en placas en un pocillo de una placa de 12 pocillos revestido con la FNC Coating Mix™. EI
medio de cultivo se preparé de acuerdo con el protocolo publicado al cual se afadié una alteracién parcial. Explicado
de forma breve, se preparé un medio de cultivo basico, que contenia OptiMEM-I (Life Technologies), FBS al 8 %, 5
ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO), 1 uM de SB431542 (Merck
Millipore), 20 pg/ml de acido ascorbico (Sigma-Aldrich), 200 mg/I de cloruro de calcio (Sigma-Aldrich), 0,08 % de
sulfato de condroitina (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka) y 50 pg/ml de gentamicina. A continuacion, se
recogio un medio acondicionado tras cultivar fibroblastos 3T3 inactivados. La inactivacion de los fibroblastos 3T3 se
llevé a cabo como se ha descrito anteriormente. Explicado de forma breve, se incubaron fibroblastos 3T3 confluentes
durante dos horas a 37 °C con CO3 al 5 % con 4 pg/ml de mitomicina C (MMC) (Kyowa Hakko Kirin Co., Ltd., Tokyo)
y a< continuacion lo resultante se tratd con tripsina y se sembré en placas sobre una placa elastica a una densidad de
2x 10* células/cm?. Se cultivdé HCEC en una atmosfera humidificada a 37 °C en 5 % CO», y el medio de cultivo se
sustituyé cada tres dias. Cuando HCEC alcanza el estado de confluencia en 14 a 28 dias, Se enjuagé HCEC en Ca?*
y Mg?* exento de PBS, tratado con tripsina con tripsina-EDTA al 0,05 % durante cinco minutos a 37 °C, y a continuacion
se subcultivé a una relacion de 1:2.

(Resultados)

Cuando se observo la expresion de la cadena de laminina en la membrana de Descemet (membrana basal de las
células endoteliales de la cérnea), la expresion de la cadena de laminina a5, cadena de laminina 1, t cadena de
laminina y1 fue prominente. Por otro lado, la expresion de la cadena de laminina a1, cadena de laminina a2, y cadena
de laminina a3 no fue evidente (no se muestran los datos).

Como se muestra en la Figura 1, cuando se observo la expresion del ARNm de las cadenas de laminina de las células
endoteliales de la cérnea humana, la expresién de la cadena de laminina a5, cadena de laminina 1, cadena de
laminina B2, t cadena de laminina y1 fue prominente. Por otro lado, la expresién de la cadena de laminina ex1, cadena
de laminina a2, cadena de laminina a3, cadena de laminina a4, cadena de laminina B3, cadena de laminina y2, y
cadena de laminina y3 no fue evidente.

Como se muestra en la Figura 2, se reconocio la expresion en la cadena de integrina a1, cadena de integrina a2,
cadena de integrina a3, cadena de integrina a6, cadena de integrina a10, cadena de integrina a11, cadena de integrina
B1, cadena de integrina 5, cadena de integrina 38, y cadena de integrina aV. Se reconocié también una expresion
ligera en la cadena de integrina 33, cadena de integrina 4, y cadena de integrina 6. Por consiguiente, la materia
anterior sugiere que las células endoteliales de la cornea expresan al menos una de a1 1, a2p31, a3B1, a6Bp1, a7pf1y
a6B4, que son integrinas conocidas como una integrina de unién a laminina.

Como se muestra en la Figura 3 (Fig. 3A, 3B y 3C), se reconocio la expresion de la cadena de la integrina a1, cadena
de integrina a2, cadena de integrina a3, la cadena de la integrina a5, y la cadena de la integrina 1 como la expresion
de un antigeno superficial.

(Ejemplo 2: Promocion de la adhesion celular de Células endoteliales de la cornea humana)

En el presente ejemplo, se usé un recipiente de cultivo revestido con laminina o similar para confirmar si la adhesion
celular podria realizarse o no para las células endoteliales de la cérnea humana.

(Materiales y procedimientos)

*laminina 511 (LN511, VERITAS Corporation)

*laminina 521(LN521, VERITAS Corporation)

*fragmento de laminina 511-E8 (382-02413, Nippi. Inc.)

*FNC coating mix® (50 ml(AES-0407), ATHENA, nimero de catalogo: 0407)
*gelatina (G1890-500G, Sigma-Aldrich Co. LLC.)

*recipiente (3526, CORNING)

(Procedimiento) *Células endoteliales de la cérnea humana (HCEC, Procedimiento de fuente y cultivo): se llevé a cabo
el cultivo de HCEC como en el Ejemplo 1 mencionado anteriormente. Las células cultivadas se lavaron en Ca?+ y
Mg?+ exentos de PBS, y se tripsinizaron a 37 °C durante cinco minutos ¢ on triposina-EDTA al 0,05 %, seguido por
siembra en placas de 12 pocillos revestidas con FNC Coating Mix®. El medio de cultivo se prepard de acuerdo con el
protocolo publicado al cual se aiadié una alteracion parcial. Hablando de forma breve, se prepard un medio de cultivo
fundamental que contenia OptiMEM-I(Life Technologies), FBS al 8 %, 5 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico
(EGF) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO), 10 uM de SB431542 (Merck Millipore), 20 pg/ml de acido ascorbico (Sigma-
Aldrich), 200 mg/l de cloruro de calcio (Sigma-Aldrich), 0,08 % de sulfato de condroitina (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd., Osaka) y 50 ug/ml de gentamicina. A continuacion, tras cultivar células de fibroblastos 3T3 inactivadas,
se recuperé el medio acondicionado. La inactivacion de las células de fibroblastos 3T3 se llevd a cabo como se ha
descrito anteriormente. Hablando de forma breve, las células de fibroblastos 3T3 confluentes se incubaron juntas con
4 pg/ml de mitomicina C (MMC) (Kyowa Hakko Kirin Col, Ltd, Tokyo) en atmdsfera de CO al 5 % a 37 °C durante dos
horas, seguido por tratamiento con tripsina, y siembra en placas a una densidad de 2x10* células/cm? sobre una placa
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de plastico. Las HCEH se cultivaron con CO> al 5 % a 37 °C en una atmosfera humidificada, y el medio de cultivo se
sustituyo cada tres dias.

(Procedimiento) Las HCEC se sembraron en cada pocillo de placas de 96 pocillos revestidos con laminina 511,
laminina 521, laminina 211, gelatina, FNC Coating Mix®, y se observaron las células formadas después 24 horas
usando un microscopio de contraste de fases. La siembra se llevd a cabo a una densidad de siembra de 5.000
células/pocillo en placas de cultivo de 96 pocillos, y se examino el numero de células adheridas en el punto de las 24
horas después de la siembra de células usando un Ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo® (Promega
Corporation, Madison, WI, Estados Unidos). Ademas, se evalud la adhesion celular para las placas de cultivo
revestidas con un fragmento de laminina 511-E8 (0,001-1,5 ug/cm?). Ademas, se afiadieron diversas concentraciones
de laminina 521 y fragmentos de laminina 511-E8 a los medios para la siembra y se evalué de forma similar el nimero
de células después de 24 horas.

(Medicion del crecimiento celular mediante captacion de BrdU)

De forma similar, se evalué la captacion de BrdU de HCEC revestidas con diversas matrices mediante ELISA. Se llevo
a cabo la siembra en placas de cultivo de 96 pocillos a una densidad de siembra de 5.000 células/pocillo, seguido por
cultivo durante la noche. A continuacion, se afiadié 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) al medio, seguido por cultivo
durante la noche. Se retir6 el medio, y se afiadié una solucion fijadora (Amersham cell proliferation biotrak ELISA
system, version 2) para la incubacion durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se retir6 la solucion
fijadora, y se afiadié una solucién de bloqueo (Amersham cell proliferation biotrak ELISA system, version 2), seguido
por una incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se retiré la solucién de bloqueo, y se afiadio
anticuerpo dirigido contra BrdU conjugado con peroxidasa, seguido por una incubaciéon de 90 minutos a temperatura
ambiente. Las placas se lavaron tres veces con tampon de lavado, y se afadio matriz de TMB (3,3',5,5'-tetrametil
bencidina) (Amersham cell proliferation biotrak ELISA system, version 2), seguido por una incubacion de 5 a 30
minutos. La reaccién se detuvo usando acido sulfurico 1 M, y se midié la absorbancia a 450 nm utilizando un lector de
placas. Se mostro el resultado como un valor promedio de cinco mediciones + el error estandar.

(Resultado)

Como se muestra en la Figura 4, en presencia de laminina 511 y laminina 521, la adhesioén y la extension de las células
endoteliales de la cornea fueron favorables, mientras que el crecimiento no fue favorable en otras condiciones.

Como se muestra en la Figura 5, en presencia de laminina 511 y laminina 521, se mostré que la adhesion celular de
las células endoteliales de la cérnea era favorable en comparacion a otras condiciones.

Como se muestra en la Figura 6, En presencia de un fragmento de laminina 511-E8, se mostrdé que el crecimiento
celular de células endoteliales de la cérnea era favorable en comparacion con otras condiciones. En particular, la
adhesion celular se promovi6 favorablemente en la concentracién de 0,1 a 1,5 yg/cm?.

Como se muestra en la Figura 7, en presencia de laminina 511, laminina 521 y un fragmento de laminina 511-E8, se
mostré que el crecimiento celular de células endoteliales de la cérnea era favorable en comparaciéon con otras
condiciones.

(Ejemplo 3: Analisis funcional de la laminina 511 y la laminina 521 en un cultivo celular de Células endoteliales de la
cérnea humana)

En el presente ejemplo, se llevé a cabo el analisis funcional de la laminina 511 y la laminina 521 en cultivos celulares
de células endoteliales de la cérnea humana.

(Materiales y procedimientos)

*Células endoteliales de la cornea humana (HCEC, Procedimiento de fuente y cultivo): Se llevé a cabo el cultivo
de HCEC de la siguiente forma. Hablando de forma breve, las membranas de Descemet incluyendo células
endoteliales de la cérnea se exfoliaron de las de las cérneas para su uso en investigacion adquiridas del Banco de
ojos Seattle; a continuacion se exfoli6 mecanicamente la membrana basal junto con las células endoteliales de la
cornea, que se exfoliaron después de la membrana basal usando colagenasa (ROCHE, numero de catalogo: 10
103 586 001) (normalmente, se trataron durante dos horas usando 1 mg/ml de colagenasa A(Roche Applied
Science) a 37 °C). tras la recuperacion, se llevo a cabo el cultivo primario. En el cultivo primario, se llevé a cabo la
siembra en placas a 1 pocillo de placas de 12 pocillos revestidos con laminina 511, laminina 521, laminina 211,
FNC Coating Mix®. Para el medio se us6 el mismo producto que en el Ejemplo 1. Se llevé a cabo la observacion
celular durante un periodo de tiempo utilizando un microscopio de contraste de fases.

*Procedimiento de observacion de células para la tincion o similares (ensayo histolégico): tras inmovilizar las HCEC
cultivadas, se llevé a cabo la inmunotincion usando ZO-1, Na+/K+-ATPasa como un marcador relacionado con la
funcién seguido por observacion usando un microscopio de fluorescencia. Las HCEC se inmovilizaron con
formaldehido al 4 % durante 10 minutos a temperatura ambiente (TA), seguido por incubacion con albumina de
suero bovino al 1 % (BSA) durante 30 minutos. Se llevd a cabo el analisis quimico del tejido inmunitario para la
proteina relacionada con unién estrecha, ZO-1, y una proteina relacionada con una funcién de bombeo, Na+/K+-
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ATPasa. Cada uno de los anticuerpos primarios se usé en una diluciéon 1:200. Para el anticuerpo secundario, se
uso una dilucién 1.2000 de anticuerpo de cabra dirigido contra IgG de ratdon marcado con Alexa Fluor™ 594 o
marcado con Alexa Fluor™ 488 (Life Technologies). A continuacion, los nucleos de las células se tifieron con DAPI
(Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA). A continuacion, se observaron los portas usando un microscopio de
fluorescencia (BZ-9000; Keyence, Osaka, Japon).

*Anticuerpos contra Na+/K+-ATPasa: se usaron los preparados por MILLIPORE (MILLIPORE numero de catalogo:
05-369).

*Anticuerpos contra ZO-1: se usaron los preparados por Rabbit ZYMED LABORATORIES (ZYMED
LABORATORIES numero de catalogo: 61-7300).

(Resultado)

Como se muestra en la Figura 8, la laminina 511 y la laminina 521 mostraron realizar el cultivo de células de las células
endoteliales de la cérnea humana de forma mas eficaz. Las fotografias muestran células dos dias después del cultivo
primario mediante un microscopio de contraste de fases.

Como se muestra en la Figura 9, la laminina 511 y la laminina 521 mostraron permitir el cultivo de células endoteliales
de la cornea humana con una alta densidad de células. Las fotografias muestran células veinte dias después del
cultivo primario mediante un microscopio de contraste de fases.

como se muestra en las Figuras 10 y 11, la laminina 511 y la laminina 521 mostraron retener la actividad de ZO-1y
Na+/K+-ATPasa, y se demostro que el cultivo usando el procedimiento de acuerdo con la presente invencion permite
el crecimiento manteniendo a la vez las funciones normales. La densidad celular en la laminina 511 y la laminina 521
fue mayor en comparacion con la laminina 211 y el control sin revestir.

Como se muestra en la Figura 12, la laminina 521 y el fragmento de laminina 511-E8 de diversas concentraciones se
afiadieron a los medios que se iban a sembrar, promoviendo por tanto la adhesion celular de las células endoteliales
de la cérnea.

(Ejemplo 4: formulaciones ilustrativas: Solucién de cultivo para preparar una lamina de endotelio de cérnea)

En el presente Ejemplo, como ejemplo de formulacion, se fabricod del siguiente modo una solucién de cultivo para
preparar una lamina de endotelio de cérnea que contenia un agente de la presente invencion.

Se preparo una solucion de cultivo que se muestra a continuacion con un procedimiento convencional. Laminina 511,
laminina 521 y/o un fragmento de la misma (0,75 ug/cm?)

Suero de feto de bovino (FBS) 10 ml

solucion de penicilina-estreptomicina 1 ml

FGF basico 200 ng

DMEM cantidad adecuada
cantidad total 100 ml

Por ejemplo, BIOWEST (Numero de catalogo: S1820-500) o los fabricados por Invitrogen se puede usar para el FBS.
Para la solucion de penicilina-estreptomicina, se pueden usar los fabricados por Nacalai Tesque (que contienen
5000 pg/ml de penicilina, 5000 pug/ml de estreptomicina). Ademas, por ejemplo, para el FGF basico, se pueden usar
los fabricados por Invitrogen (INVITROGEN, Numero de catalogo: 13256-029). Para el SB431542, se pueden usar los
fabricados por Tocris Cookson Ltd, y para SB203580, los fabricados por la marca CALBIOCHEM. Para DMEM, se
pueden usar los fabricados por Invitrogen.

(Ejemplo 5: formulaciones ilustrativas: composicién para un recipiente para preservar o amplificar la cornea)

En el presente Ejemplo, como ejemplo de formulacion, una solucion para revestir un recipiente que comprende un
agente de la presente invencion se fabricd del siguiente modo.

Se preparo una solucién de preservacion que se muestra a continuacién mediante un procedimiento convencional.
Laminina 511, laminina 521 y/o un fragmento de la misma (0,75 ug/cm?)

Una cantidad adecuada de un tampdn adecuado

Cantidad total 100 ml

Cada ingrediente puede obtenerse de forma similar al Ejemplo 4.

Tal como se ha descrito anteriormente, la presente invencioén se ilustra mediante el uso de las realizaciones preferidas
de la presente invenciéon. Sin embargo, se entiende que el ambito de la presente invencién debe interpretarse
Unicamente basandose en las reivindicaciones. La solicitud sujeto reivindica la prioridad de la solicitud de patente
japonesa n.° 2013-244972 presentada el 27 de noviembre de 2013.

[Aplicabilidad industrial]
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Se proporcionan componentes de cultivo y un procedimiento de cultivo para promover el crecimiento de células del
endotelio de la cornea. Se proporciona una técnica disponible en la industria asociada con una técnica relacionada
con los implantes de cérnea (industria de cultivo de células, fabricacion de farmacos y similares).

(Texto libre del listado de secuencias)

SEQ ID NO: 1 secuencia de acido nucleico de la cadena de laminina a5 (NM_005560)
SEQ ID NO: 2 secuencia de aminoacidos de la cadena de laminina a5 (NM_005551)
SEQ ID NO: 3 secuencia de acido nucleico de la cadena de laminina 1 (NM_002291)
SEQ ID NO: 4 secuencia de aminoacidos de la cadena de laminina 1 (NM_002282)
SEQ ID NO: 5 secuencia de acido nucleico de la cadena de laminina 2 (NM_002292)
SEQ ID NO: 6 secuencia de aminoacidos de la cadena de laminina 2 (NM_002283)
SEQ ID NO: 7 secuencia de acido nucleico de la cadena de laminina y1 (NM_002293)
SEQ ID NO: 8 secuencia de aminoacidos de la cadena de laminina y1 (NM_002284)
de sentido directo de

SEQ ID NO: 9 secuencia de
GAGTCCGTCTCTCTGGACATAG-3'
SEQ ID NO: 10 secuencia de
CGTGGCATTCACAGGGTTGAC-3'
SEQ ID NO: 11 secuencia de
TGCTAGAATTTACCTCCGCTCG-3'
SEQ ID NO: 12 secuencia de
GATCAAGTGGACAAGCCCTG-3'

SEQ ID NO: 13 secuencia de
CTCCAAAGGCCCAACTCAAG-3'

SEQ ID NO: 14 secuencia de
CCATAACTGCCTCCTTAGTCTC-3'
SEQ ID NO: 15 secuencia de
CTTACGCAACACCACCGGATTC-3'
SEQ ID NO: 16 secuencia de
CCTTCTTCCAAGCATTCTCCG-3'

SEQ ID NO: 17 secuencia de
GAGGACTGAAGTGAAAACTCAA-3'
SEQ ID NO: 18 secuencia de
CCACTGAAGTTGTAAATGGTG-3'
SEQ ID NO: 19 secuencia de
GATGGTGAACTTGATGAAAAGT-3'
SEQ ID NO: 20 secuencia de
GGCTTATATCCTTTAGGAGTGA-3'
SEQ ID NO: 21 secuencia de
GATGATCGCATCCAAGGGAC-3'

SEQ ID NO: 22 secuencia de
GTCCAGAGTAGGGAGTCTCAG-3'
SEQ ID NO: 23 secuencia de
CCCAGATGGAGGAAGATGTC-3'

SEQ ID NO: 24 secuencia de
GTAGCTGAGTCTGTGGGCAG-3'

SEQ ID NO: 25 secuencia de
GGCAGGCTACTTTGGATTTC-3'

SEQ ID NO: 26 secuencia de
GCTTGAGGGATCATCTGGAC-3'

SEQ ID NO: 27 secuencia de
GATGAGATGGTGACAGATCAAG-3'
SEQ ID NO: 28 secuencia de
TTTCCAGTCTCTTCAATGGTAT-3'
SEQ ID NO: 29 secuencia de
ATCGAAGGTTACTGCGGAATC-3'
SEQ ID NO: 30 secuencia de
GTAGCCAGAAGCACAATCCTG-3'
SEQ ID NO: 31 secuencia de
GGGATACAAGAGGGAGATGC-3'

cebador

cebador de sentido

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

cebador

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

sentido

SEQ ID NO: 32 secuencia de cebador de sentido

CATAGAAACCTGGCAAACAGC-3'

contrario

directo

contrario

directo

contrario

directo

contrario

directo

contrario

directo

contrario

directo

contrario

directo

contrario

directo

contrario

directo

contrario

directo

contrario

directo

contrario

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

la cadena

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

laminina

al:
al:
a2:
az:
a3:
a3:
a4:
a4:
as:
ab:
B1:
B1:
B2:
B2:
B3:
B3:
B4:
B4:
vi:
y1:
y2:
y2:
y3:

y3:

5'-

SEQ ID NO: 33 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina a1: 5'-gaagaacctcctgaaacccttt-

3

SEQ ID NO: 34 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina a1: 5'-tgatgtcatattggggaatgaa-

3
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SEQ ID NO: 35 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina 02: 5'-tgatgggacagaagtaacatgc-
3

SEQ ID NO: 36 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina a2: 5'-tggaccaacatcttcaaaactg-
3

SEQ ID NO: 37 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina a3: 5'-gctctgcctttggtttatctgt-3'
SEQ ID NO: 38 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina a3: 5'-ttcccactagaaggtctgggta-
3

SEQ ID NO: 39 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina a4: 5'-atattcagtcggagctggtcat-
3

SEQ ID NO: 40 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina a4: 5'-gcatatttgtcacttccaacga-
3

SEQ ID NO: 41 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina a5: 5'-tcctcagcaagaatctcaacaa-
3

SEQ ID NO: 42 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina a5: 5'-gttgagtcccgtaactctggtc-
3

SEQ ID NO: 43 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina a6: 5-agcaaggcagatggaataatgt-
3

SEQ ID NO: 44 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina o6: 5-
cagggtaggaatttcgatcaag-3'

SEQ ID NO: 45 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina a7: 5'-caggtcaccttctacctcatcc-
3

SEQ ID NO: 46 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina a7: 5'-accgtgacctcatacttgacct-
3

SEQ ID NO: 47 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina a8: 5'-atggaaaatgtaaccaggatgg-
3

SEQ ID NO: 48 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina a8: 5-
cagttatgaatgggcagaacaa-3'

SEQ ID NO: 49 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina a9: 5'-cactttcagcccatcaatatca-
3

SEQ ID NO: 50 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina a9: 5-
acagtgtgctgttaggcaagaa-3'

SEQ ID NO: 51 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina a10: 5'-atcagtgtggttcagagggact-
3

SEQ ID NO: 52 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina a10: 5'-gccctggctttgtagtattgtc-
3

SEQ ID NO: 53 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina a11: 5'-ggacactgctgactacgtgaag-
3

SEQ ID NO: 54 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina a11: 5'-gcgtgtgctctctatgatgaag-
3

SEQ ID NO: 55 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina aE: 5'-tagcagtgaagaagctgacgag-
3

SEQ ID NO: 56 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina oE: 5'-
tctttcaggaagacgacagtga-3'

SEQ ID NO: 57 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina aV: 5'-atctgtgaggtcgaaacaggat-
3

SEQ ID NO: 58 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina aV: 5'-
accttgccaataaaagctacca-3'

SEQ ID NO: 59 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina alL: 5-gaaccattgacaccagaagtga-
3

SEQ ID NO: 60 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina aL: 5'-ttcttcaaaccccaactgtctt-
3

SEQ ID NO: 61 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina aM: 5'-
gatcggctaagagaaggacaga-3'

SEQ ID NO: 62 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina aM: 5'-cattgccacaattcttctcaaa-
3

SEQ ID NO: 63 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina aX: 5'-ccaacatctgcctttacattga-
3

SEQ ID NO: 64 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina aX: 5'-cgtgaagtatctctgagcatcg-
3

SEQ ID NO: 65 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina aD: 5'-ttaaccagatgaagggctttgt-
3

SEQ ID NO: 66 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina aD: 5'-ggtctttgtacttctgcccatc-
3

SEQ ID NO: 67 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina allb: 5-
gaaaagactgaggaggctgaga-3'

SEQ ID NO: 68 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina allb: 5'-
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gagaaaatatccgcaactggag-3'

SEQ ID NO: 69 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina 1: 5'-gctgaagactatcccattgacc-
3

SEQ ID NO: 70 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina 1: 5'-atttccagatatgcgctgtttt-
3

SEQ ID NO: 71 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina p2: 5'-tgatggacctctcctactccat-3'
SEQ ID NO: 72 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina 32: 5'-gaaactggttggagttgttggt-
3

SEQ ID NO: 73 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina 33: 5'-tgtttaccactgatgccaagac-
3

SEQ ID NO: 74 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina B3: 5-
tcccataagcatcaacaatgag-3'

SEQ ID NO: 75 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina p4: 5'-gcttcacacctatttccctgtc-3'
SEQ ID NO: 76 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina B4: 5-
gaaggaaggtttcagatggatg-3'

SEQ ID NO: 77 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina B5: 5'-gctggtgttcacaacagatgat-
3

SEQ ID NO: 78 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina 85: 5-atcccagactgacaactccact-
3

SEQ ID NO: 79 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina p6: 5'-tgtgactgtggtgaatgtgtgt-3'
SEQ ID NO: 80 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina 86: 5'-caccagctagtttgcacttgtc-
3

SEQ ID NO: 81 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina 37: 5'-cacttcagacgacacattccat-
3

SEQ ID NO: 82 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina B7: 5-
cccaactgcagacttaggaatc-3'

SEQ ID NO: 83 secuencia de cebador de sentido directo de la cadena de integrina 38: 5'-gcattatgtcgaccaaacttca-
3

SEQ ID NO: 84 secuencia de cebador de sentido contrario de la cadena de integrina 38: 5'-atttcttcaggcttctcacgtc-
3

SEQ ID NO: 85 GAPDH-F: GAGTCAACGGATTTGGTCGT

SEQ ID NO: 86 GAPDH-R: TTGATTTTGGAGGGATCTCG

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Kyoto Prefectural Public University corporation
The Doshisha
Senju Pharmaceutical Co., Ltd.

<120> Aplicacion de laminina a cultivos de células endoteliales de la cornea
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<150> JP2013-244972
<151>27/11/2013

<160> 86

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1
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agacccgeceg
cgggaagatg
CCCCECECCE
gECEELECELC
cgecgectece
ggacctttac
ccggggccag
caatgccatc
gtacaacgag
catcaagttit
cggecgeace
gttegggcca
gtactcacge
tecgggeogcee
cgteecgeetg
gegggacecce
cegetgtgte

caggctgeag

ggcteecgee
gcgaagegec
ctgctgcteg
ggcttcagee
gcgacctgeg
tgcaagetgg
tactgtgaca
gatggcacgg
gtcaacgtca
gccaactcac
taccégccct
cagacgetgg
atcgtgecce
atgaatttct
cgctteoctge
acggtcacce
tgccacggce

tgcacctgee
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gogegegetg
tetgogegge
tegggctgec
tgcacccgee
gagaggagee
tagggegcce
tctgecacgge
agegetegty
ccctggacct
cceggeegea
ggcagttett
agcgcatcac
tggagaacgg
cctactegec
gtaccaacac
geeggtatta
acgecggatge

agcacaacac

tcectggage
gagecgcactg
getgetggec
ctacttcaac
CCCggCgcec
cgtggocgge
tgccaacage
gcagagtcca
gegccaggte
cctctggets
tgectectee
acgggacgac
agagatcgtg
gctgctacgt
getgeotgege
ttacagcatc
ctgecgatgee

ctgeggggec

31

tcggegacge
tgtgttogeg
:40:4:40 407 434
ctggccgagg
ggctcoecge
ggecgaccececa
aacaaggcac
ccgetgtece
ttccacgtgg
ctggageget
aagagggact
geggecatet
gtgtcectgg
gagttcacca
catctcatgg
aaggatatca
aaagacccca

acctgegace

ggccocggage
geoeocegees
cgcgegeagga
gegeecgeat
gcoccaccga
accagaccat
accCcCgegag
geggeetgga
cctacgtcct
ccatggactt
gtcotegageg
gecaccaccga
tgaacggacg
aggccaccaa
ggaaggegcet
geatcggagg
cggaccogtt

getgetgece

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

1020
1080



cggettecaat
ctgtaactgc
cgccagecag
ccacaccace
ccctetegac
cacctgcgag
tgacgtgtgt
caatgacacc
ggcagggacce
acccaacttc
ccagecctge
ccagtgcagg
ctttecactte
ctgcgatgag
gtgcegeoct
agccctggac
cactgectec
ctgctetget
ccggeocegt
ctactgcgaa
tgaggcacag
caaacctggg
cgacctcagg
ctgcaageco
ggatecaggct
ccagagctegt
ctgcagegag
ggaggagegct
cgagaacttc

caggctgaac

cagcagecgt
tacggccatg
agcctggatg
ggecgtcaact
tcgecccacg
gacctgacgg
gocgaggget
agggagoagg
cagggcaacg
caaggeacce
cagtgttcca
tgccgagtegg
cctetetgee
gecggocegot
ggctaccatg
cagctctgtg
caggaatgca
gaaggctcceo
gtgacgggec
getggetett
gttccctgta
ttetggggac
ggcacactgg
cacgtgtecg
gactattttg
gaaccgagga
cotgcgagee
gccacacctg
agctggaggg

ctgacctcece
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ggaagcctge
ccaccgactg
gcacctatca
gtgagegetg
tctgeegeeg
gtcgatgeta
tcacgggett
tgctgecage
cctgecggaa
attgtgagct
gecctggagt
gottcgageg
agttgtgteg
gcctatgeca
gtttecccaa
ggecgggagg
geoceggctt
tgcacgeage
tgcggtgtga
gecaccetge
tgtgocgege
tgagecccag
gtggagttge
gecaggectg
getgecgeag
cgggegtotg
accactacct
agggtcacge
gctacgegea

ctgacctttt

gactgccaac
ttactacgac
gggtegeget
cctgeeoegge
ctgcaactge
ctgecggece
cccaagetge
cggecagatt
ggacccaagg
ctgegegeca
ggccgatgac
ggccacatgt
ctgecagecet
gectgagttt
ctgccaagea
tttgtgecge
tcacggette
ctgtgaccce
cacatgtgtg
cggtctggcc
tcacgtggag
caaccccgag
tgagtgccag
cgegtecteae
ctgceggtat
ccggtgeege
cceggacctg
cgtgegettt
gatggcacct

ctegetegte

32

agtgccaacg
cctgaggteg
gtetgtateg
ttctaccget
gagtccgact
aacttctctg
tacccgacge
gtgaattegtg
gtegggacget
ggpgtictace
cgctgtgace
gatcgetgte
gcaggaacct
gctggaccte
tgcacctgeg
tgcegeeceog
cccagetgte
cggagtgggc
cceggtgeet
ccagtggatc
gggccgaget
ggctgtacee
Ecgggcaccg
aaggateggot
gacattggeg
cccaacacce
caccacctge
gecttcaace
gtccagecca

ttcegatacg

agtgccagte
accgecgeceg
actgccagea
ctcccaacca
tcacggatgg
gegagogete
cctegtecte
actgcagege
gtctgtgcaa
geeceggetg
ctgacacagg
coccecggeta
tgocegageg
attgtgaccg
accctégggg
gctacacagg
tccectgeca
agtgecagetg

acaacttcce

ctegcccttce

gtgaccgetg

getgecagetg

gecagtgett
tetttggact
gtgcactgeg
agggocccac
geetggaget
ccctegagtt
ggatcgtgge

tcaaccggge

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



ggccatgagt
caactgcaca
caccgtgecce
gegtgtggag
CEAgECEECE
goagtctgge
cgoogggotg
gcagctcage
gcttcaagtg
ggatgeccge
gotgetetee
ccaggaccac
aCagEcacec
gttegtgeag
cgcctgtetg
ggtgatcceg
gtcoccaget
cotgetgogt
ctatgectte
catcaacgcee
cgectgeege
getcactgtg
ggtccctgag
teacttcatce
gttetgecga
tggctgccac
ctgccatgece
ccccaactge

catctgeccg

gtgageggec
geacagagtc
cagaggggot
gocgaaggeg
thctgcagc
gacaactgce
gaggecctgt
ccgtegeace
gcagtgeccac
caggaggteg
ctgecaccceot
ctggetgtot
ttottectege
cceegggtea
ccectegeget

ctgeegeceg

ggaccccgac

Zageoocage
ctgctgcacg
ggeegegtgt
accctggtgg
accgtigegtg
aacgtctaca
agccactgeg
aacgetgetyg
gaagtaggtg
catgtcattg
aggecctgtg

ccacgcacca
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gegtototgt
agecogtgge
tcggagagee
tgctectgga
tecgggtgac
tcctetacac
gtcgecagga
cgecactgat
agccaggeeg
gegtggeegt
geectgtacag
tccacctgga
acggggtecac
gectgeatcag
tcccaaagece
gocteoeget
ctecggeecce
ccaccgiget
gctaccagee
ggcagggcca
tgtgtgages
tgcccaaggg
getttggeta
Gageccageg
cttecctete
ctacaggcce
geegtgactg
actgeggtgc

tcecegecoga

gcgagaggag
ctteccacce
ctttgtgctg
ctacgtggtt
tgaggectge
acacctccce
caacagcctg
cacctgecacg
ctatgccecta
gcacacceca
caccctgtgc
ctoggaggee
totggtecce
cagecacgee
geeececageee
gacccacgeg
caccgetgtg
cttcaccacc
ageeeaceee
cgccaacgec
ccaggecctg
ceggtggcte
cctcogggag
ctaccacatc
cctettetat
cacgtgtgag
ctceegetgt
ccgectotet

ctgectgetg
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ggcaggteeg
agecacggage
aaccctggea
ctgetgecta
acataccgtc
ctggatgget
ccecggecct
ggcagigatg
gtggtggagt
cagcgegcce
cggggoacte
agcgtgaggc
attgaggagt
geetttggee
atcatcctca
caggatctca
gaccctgatg
catgtgccca
accttcceeg
agecttetgtce
ctggacgtga
tggctggatt
gagccectgg
agccccagea
aacaacggag
cectteggeg
gccaccggat
gacgagctca

tgeccagecce

ccacctgege
ctegcctteat
cotgggceet
gcgeatacta
cctetgecca
tccectegge
geoecacgga
tggacgtcea
acgccaatga
cccageageg
cccgggatac
tcacagcecga
tcagecccgga
ccaacagtgc
gggactgecea
cteccagecat
cagageccac
cgcteggcce
tggaagtect

cacatggcta

cccacagega

atgtactegt
ataaatccta
goteatcecct
cccgtecatg
gecagtgtee

actggggett

cgggccagtg

agacctttpgg

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3180
3840
3900
3960
4020

4080

4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620



ctgccaccce
cacagaccct
gegeegetgt
ctgtcacgag
taaggagaac
tgetgecaac
gagotcgtice
tgaccggeoag
geggeacgtg
ctectacctg
agagacccag
gggcaaccag
ccgtgggcag
gtcccgegag
cttctcacag
agcaggcoag
ggeggactca
gggecgatgt
cgtetgtete
cttegtgage
agtgccttee
ctgcaaacct
cccactggteg
cttgctette
cactgggece
caactgcacc
gcactgectg
ttttggtttc

ctcegagtge

ctggtegget
acctgtgaca
gatacctget
gogggoactg
gtgcagggcc
cccaaaggtt
tacaccegec
gtggtgccce
cctgaggete
ggegacceeg
cggggagatg
atgagcatca
ctgcagetgg
gagctcatga
atctcctegg
ggggceetgg
tgccaggaat
gtcecttgte
gactgecage
agcagggacg
aacaacttcg
ggttatgcag
ctgggcaget
agcgactgeg
cgetgegaga
cggtgegact
tgcaaggege
gatggctecg

gacccccaga
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gtgaggagte
cagacagcgg
cteegggett
cgectggegt
ccaaatgtga‘
gcaccegetg
aggagttcgt
acgagcggca
tgccegagge
tgtcatccta
tetttgtece
cattcctgga
tggaggegaa
tggtgotege
ctgtettcct
ccagcaatgt
gtgccecegg
agtgccatgg
acaacaccga
acccecagege
ccgagggctg
gtegccteotg
cctgecagee
acccectgac
tctgtgecce
gtaccccatg
gegtgactgg
gggecteccg

geggacagtg

gteccgegag tgtgeecectg getactpgge

taactgctca
ccagtgcaag
ccatggctac
gtgtgaccce
ccagtgcage
cttetgettt
ggatatggag
gccagggacg
tttceecgag
cggtgggace
catggagagc
geecggeatac
cttececggeat
cagecctggag
gegoagggty
ggagetgtece
cttctatcgg
acactcagac
aggggoccac
ccectgtgte
tgtectgega
cgageggtgt
atgecgactgc
gggegeotge
cggcttetac
tzggacagag
geggegetet
ccogtgtget
ccactgecga

gcetecctgag

34

gggcooggca
tgcagaccca
cccegetgee
ctcacagggc
cttgggacct
ggggecacgg
geatgggtec
gagatgctce
ctgtactgec
ctecgttatg
aggccggatg
cccacgectg
acggagacge
cagctgeaga
gecactggagg
ctgtgccecg
gacgtcaaag
cgetgectee
tgtgagegct
agctgeccet
geecggecegea
gegeccggat
agcggcaacg
cgtggetgee
ggcaacgoce
gcectgegace
gaccgetgee
tgtggaccge
ccagggacca

cagggetgea

tccaggaget
acgtgactgg
gecectgtea
agtgctactg
tctcactgga
agegctgecg
tgctgageac
gtgcagacct
aggeeeceace
aactgcactc
tggtgctgcea
gecacgttea
gecaacactgt
teecgtgeect
tggccageee
ccagctaccg
gtctettect
ctggctetegg
gecaggeteg
geccoctete
cccagtgect
tetttgggaa
gtgaccecaa
tgcgecacac
tgetgecegg
cccacagegsg
aggagggaca
ccgecgaggs
tgggacceca

ggegetgeca

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420



gtgecotgge
CEEELALCEC
gggceacage
g£8aaGELECC
ctocatggce
gctccggage
geagageaca
agaccaggcg
gttgegcggce
cotggggoty
getggagees
tgaggctgag
cctectgggag
geccggecte
ccaggagete
getgtecegg
cagegtette
cgecagectg
gggcagcaag
ggcactcaat
catcgaggcc
tzctgeccag
ggtggaccga
ggaacagcag
agatgtccgg
tgccatggac
ageccaggac
geggtggeag

cgcaggccac

ggeegetgte
tgcgacacct
atccactgtg
ggegecctce
tggeceecgte
ccectgggce
agectegggce
agccaattge
atccgggetg
gocaatgect
ctgctotage
ttggectgecag
gagaaccagg
atggacctgc
aacagccgea
gacaatgcca
agattgctge
gacgggecte
ctgcgtctag’
ctgfccagca
tccaacgect
gecctgeage
geccageage
aggctgggec
gocaagaagg
acagacgaga
accgeecacce
ggccagtacg

tcagtgtcca
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accctcacac
gcagccagea
aagtgtgtga
tccocgecat
tgcacagget
ccogecatga
aggacgeacg
tggccggeac
tggaccgceac
cggetecate
agatgcggegce
cacagagatt
cactggcecac
gagaggettt
accaggageg
ccctgeagge
acagectgga
ggacccecact
tggaggccege
tcatcctgga
acagccgeat
aggecggacca
tcctggecaa
ttgtgtegec
accagectgga
caagcaagaa
gtgtgcagtce
agggcctgeg

ccoctggagaa

gegeegetge
gcatcaggtg
ccactgtgtg
tcacgagcaa
gaacgcctcc
gacggcacag
gcggctagge
cgaggccaca
cctgagegag
aggtgageag
ccgggacetg
getggeccegg
acaaacccge
gaaccggeca
cctggaggaa
cactctgeat
ccaggctaag
gctgeagagg
cgaggeccac
cgtcaadcag
cctgeaggec
cacgtgggce
cagcactgca
tgccctecag
ggcgecacatc
gatcgcacat
ccagetgeag
gggccaggac

gacgetgece

35

aactgoccce
ccigttccag
gtecctgetec
ctgcgtggca
atcgetgace
cagctggagg
ggccaggecg
ctgggccatg
cteatgtece
ctegctecgga
gE8BECCCCEC
gtgcaggage
gaccggelgg
gteggacgeca
geeotgeaaa
geggctageg
gaggagetgg
atgcagacct
geacagcage
gaccgectca
gtgcaggetg
acgglggtge
ctagaagagg
getgccagga
CaggEecgecec
gccaaggetg
gccatgeagg
ctgggccagg

cagetgetgg

cgggecicag
gegggeetgt
tggatgacct
tcaatgccag
tgcagagceca
tgectggagea
tggggacceg
cgaagacget
agacgggcca
cactggccga
aggcagcage
agctgageag
cccageacga
Gacgggagec
ggaageagga
acaccetggc
agcgectege
tcteecegge
tgggecaget
CCCagagegc
ccgaggatgc
gecagggeet
ccatgctceca
cccageteeg
aggccatget
tggctgctea
agaatgtgga
cagtgettga

ccaagetgag

6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
1260
1320
7380
7440
7500
7560
1620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100

8160



catcctggag
cgtegcgagag
gttcaacggg
ctacactgcece
ggatogettt
tctgegtgac
aagcatcgat
gtttggccac
getggececot
cggggggtac
ctgeatcgag
cttccagetg
gtggctcacg
tcagatcage
getottotte
cgtgctgttg
geccotgace
tegtegctgate
getggecgac
acggetette
caagtatgtg
cctgotggte
gaacgtggea
cagtgeocty
gggcogtgte
tggtgeccce
tgaccagctc
tgaggggcce
cagtggetge

tctgcagcag

aaccgtegeg
ctcattgece
cgotcageeg
ctcaagttct
gtgatgtaca
aagaaggtgce
gaggacattg
atgtccgtea
gegegcagageg
cccagtacct
atggacacgce
gacacggetg
gacggetect
accaccaage
ctgaagcagce
tatgacttteg
tcggecagea
cgtgtggage
gectactace
cccaccggag
gacctcaagce
gggcgegeca
ccgcteactg
ctctactace
agcctacage
cattacgteg
cagcagatga
ccgaggetee
atcagcaacg

aacctgggea
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tgcacaacgce
aggecegges
tgcagetgee
acctgcaggg
tgeggcageeg
actgggtgta
gggageagtt
cagtggagag
ggetgetcaa
tcacgeccco
tgaatgagega
tggacaggec
acctggacgg
gcettegagea
agagccagtt
gggetggecet
aggcgatcca
gegocacget
tggggggegt
gctcagtecg
ggctgaacac
tgactttcca
gcaacgtcta
gggegtecce
tcctgaggac
ccttetacag
agccccaccg
tectgggagg
tettegtgea

gegtcaatgt

cagectggee
ggctgecagt
caccccacgg
cccagagect
ccaggccact
tcagctgggt
cgecagetgte
acagatgatc
cctgeggecea
tcecectgett
ggtggtoage
ttgtegccege
caccggetto
ggagetgegg
cotgtgettg
gaaaaaggce
gegtgttectg
gtacagegtg
ZCCECCCEaAc
tggetgegte
gacaggegtg
tggccacgge
ctecoggette
ggatggecta
tgaagtgaaa
caatgccacg
gggaccacce
cctgectgag
gegegctootg

gagcacggge
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ctgteccgeca
aaggtcaagg
gatcttgecg
gagectggge
geeggactaca
gaggegggco
agcectggaca
caggaaacca
gacgactteg
cgcttececg
ctctacaact
tccaagtcega
geecgeatea
ctegtgtect
geegtgcaag
gtcecactge
ctggggggca
gagcaggaca
cagctgecce
aaaggcatca
agegeegget
ttecttegee
gecttccaca
tgccaggtet
actcaagegg
ggagtctgge
ccegagetee
tctggcacca
gecceacage

tgtgcacceg

geattggecg
tgcccatgaa
accttgetge
agggtaccga
tgggtegtgte
ctgeagtcct
ggactcteea
agggtgacac
tcttetacgt
gotaccggeg
tcgagaggac
ccggggacce
gcttegacag
acageggggt
aaggeagect
agceeceace
gocgcaagceg
atgatctgga
cgagectgeg
aggecotgee
goaccgecga
tegegotete

gogeccagga

-coctgeagea

gettegecga
tgtatgtcga
agccgeagee
tttacaactt
gegtatttga

ccotgeaage

8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8160
8820
8880
8940
5000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960



CCagaccccg
cageccgtecag
agactcctac
ccgacatagg
cctectotte
tggccactte
gegeteoeegg
gotggtgacg
ggcagageac
cfccaaactt
gaggccectg
£8aggcgeec
tacactgect
cttccacttg
agtcctgoty
agtgetgtgt
getggagete
tgccecagee
ccccgcotac
tcgoctetgtg
agccaaccce
ctcataggteg
gtttaagtta
ccottecace

aaaattaaaa

<210> 2
<211> 3695
<212> PRT

ggcotgggec
CCCECCeggc
cagtttggeg
aactggccca
actgeccgte
gttgcacaga
cctggeeget
£acggeecce
ccccagecece
ccggtgaceg
gggeccccca
ctgticttce
gatgtgggee
ggccaggece
cgggoggatg
gatggccagt
gacgcgcaga
cctetgtace
tgcggetgea
gaggtccacg
ggceceotget
tctatttgga
tagcttctta

catttttaat
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ctagaggact
atcctgectg
gttcecotgte
gtctcteeat
tgaggeccgg
tggaaggect
ggcacaaggt
gegectggag
acaccctett
tegggttcag
cacggatggc
caggeagegg
tggaactgga
£gacgcccce
acggageags
ggcacecgget
gcaaccacac
tegggggect
tgaggaggot
gegcagteee
caggeeectg
ctctaagetc
aacgaaagaa

tgtgagagat

gcaggecace
catgctgcee
cagtcacctg
gcacgtccte
cagcccctee
cgggactegg
ctecegtgege
Ccaggaggeeg
tgtgeggegec
cgeotgtete
aggggteaca
gggagttatc
ggtgeggcee
ctacttigcag
ggagttctee
ageggtgatg
cgtgggecee
gcctgagece
ggeggtgaac
ggccagtgge
cagctgecte
tacgggtgac
taaaatactg

ttgtcaccaa

agtaacttct gtgtaaccga aaaaaaaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 2
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gcccggaagg
ccacacctca
gagtttgteg
ccgegaaget
ctggegetet
ctecgegeoce
tgggagaaga
CCECcaccgee
ctceccggeca
aagagactga
ccotgcatet
actttagacc
ctggecagtca
ttgcaggtga
acgtcagtga
aaaageggga
ttgetggceg
atggccgtee
cggtceeeeg
tgcccageeg
acaccgecce
agatcttgtt
caaaatgtit
tcatcactgg

ddaaa

cctocegeeg
ggaccacceg
gcatcctgge
cccgaggect
tcetgageaa
agagccgeca
accggatcct
agcaccagseg
gcagcecacag
gectgoaceg
tgggecccot
tcccaggage
ccggactgat
ccgagaagcea
ccegececte
atgtgctceg
ctgecagetgg
ageccetggee
tcgecatgac
cctaggacac
ttgtgetege
tctgaagatg
ttatatttgg

ttectectta

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11445
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Met Ala Lys Arg Leu Cys Ala Giy Ser Ala Leu Cys Vai Arg Gly Pro
1 5 10 15

Arg Gly Pro Ala Pro Leu Leu Leu Val Gly Leu Ala Leu Leu Gly Ala
20 25 30

Ala Arg Ala Arg Glu Glu Ala Gly Gly Gly Phe Ser Leu His Pro Pro
35 40 45

Tyr Phe Asn Leu Ala Glu Gly Ala Arg Ile Ala Ala Ser Ala Thr Cys
50 55 60

Gly Glu Glu Ala Pro Ala Arg Gly Ser Pro Arg Pro Thr Glu Asp Leu
65 70 75 80

Tyr Cys Lys Leu Val Gly Gly Pro Val Ata Gly Gly Asp Pro Asn GlIn
85 90 95

Thr Ile Arg Gly Gin Tyr Cys Asp lle Cys Thr Ala Ala Asn Ser Asn
100 105 110

Lys Ala His Pro Ala Ser Asn Ala Ile Asp Gly Thr Glu Arg Trp Trp
115 120 125

Gln Ser Pro Pro Leu Ser Arg Gly Leu Glu Tyr Asn Glu Val Asn Val
130 135 140

Thr Leu Asp Leu Gly Gin Val Phe His Val Ala Tyr Val Leu lle Lys
145 150 155 160

Phe Ala Asn Ser Pro Arg Pro Asp Leu Trp Val Leu Glu Arg Ser Met
165 170 175

Asp Phe Gly Arg Thr Tyr Gln Pro Trp GIn Phe Phe Ala Ser Ser Lys
' 180 185 190

Arg Asp Cys Leu Glu Arg Phe Gly Pro GIn Thr Leu Glu Arg Ile Thr
195 200 205

Arg Asp Asp Ala Ala Ile Cys Thr Thr Glu Tyr Ser Arg Ile Val Pro
210 215 220

Leu Glu Asn Gly Glu Ile Val Val Ser Leu Val Asn Gly Arg Pro Gly
225 230 235 240

38
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Ala Met Asn Phe Ser Tyr Ser Pro Leu

Thr Asn

Leu Met

Tyr Ser
‘ 290

His Ala
305

Gin Cys
Cys Pro
Ala Asn
Tyr Tyr
370
Gly Thr
385
Thr Gly
Asn His

Ser Asp

Cys Arg
450

265

280

Ile Lys Asp lle Ser Ile Gly

295

Asp Ala Cys Asp Ala Lys Asp

310

Thr Cys Gin His Asn Thr Cys

345

Glu Cys GIn Ser Cys Asn Cys

360

375

Tyr GIn Gly Gly Gly Val Cys

390

Val Asn Cys Glu Arg Cys Leu

Pro Leu Asp Ser Pro His Val

425

440

455

Leu Arg Glu
250

Val Arg Leu Arg Phe Leu Arg Thr Asn Thr

Gly Lys Ala Leu Arg Asp Pro Thr Val Thr

Gly Arg Cys
300

Pro Thr Asp
315

Gly Gty Thr
330

Gly Phe Asn GIn GIn Pro Trp Lys Pro Ala

Tyr Gly His

Asp Pro Glu Val Asp Arg Arg Arg Ala Ser

380

Ile Asp Cys
395

Pro Gly Phe
410

Cys Arg Arg

Phe Thr Asp Gly Thr Cys Glu Asp Leu Thr

Pro Asn Phe Ser Gly Glu Arg Cys Asp Val

460

Phe Thr Gly Phe Pro Ser Cys Tyr Pro Thr Pro Ser

465

470

39

475

Phe Thr Lys Ala
255

Leu Leu Gly Hié
270

Arg Arg Tyr Tyr
285

Val Cys His Gly

Pro Phe Arg Leu
320

Cys Asp Arg Cys
335

Thr Ala Asn Ser
350

Ata Thr Asp Cys
365

Gln Ser Leu Asp

Gin His His Thr
400

Tyr Arg Ser Pro
415

Cys Asn Cys Glu
430

Gly Arg Cys Tyr
445

Cys Ala Glu Gly

Ser Ser Asn Asp
480
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Thr Arg Glu GIn Val Leu Pro Ala Gly GIn Ife Val Asn

485

Ser Ala Ala Gly Thr Gin Gly Asn

500

Gly Arg Cys Leu Cys Lys Pro Asn

515

Cys Ala Pro Gly Phe Tyr Gly

530

Ser Pro Gly Val Ala Asp Asp
550

545

Arg Cys Arg Val Gly
565

Gly Tyr Phe His Phe
580

Gly Thr Leu Pro Glu
595

Pro Glu Phe Ala Gly
610

Gly Phe Pro Asn Cys
625

Asp GIn Leu Cys Gly
645

Thr Gly Thr Ala Cys
660

Ser Cys Val Pro Cys
675

Cys Asp Pro Arg Ser
690

Leu Arg Cys Asp Thr Cys Val

Phe Glu

Pro Leu

Gly Cys

Pro His

GIn Ala

630

Ala Gly

Gin Glu

His Cys

Gly GIn

490

505

520

Pro
535

Arg

Gly
570

Cys
585

Asp
600

Cys
615

Cys

Gly
650

Cys
665

Ser
680

Cys
695

Pr

=]

40

955

635

540

620

100

Ala Cys Arg Lys Asp

Phe GIn Gly Thr His

525

Gly Cys GIn Pro Cys

Cys Asp Pro Asp Thr

Ala Thr Cys Asp Arg

Gin Leu Cys Gly Cys

Glu Ala Gly Arg Cys

605

685

Cys

Pro

510

Cys

Gin

Gly

Cys

Ser

590

Leu

Asp Arg Cys Arg Pro Gly

Thr Cys Asp Pro Arg Gly

Leu Cys Arg Cys Arg Pro

Ser Pro Gly Phe His Gly

670

Ala Glu Gly Ser Leu His

Ser Cys Arg Pro Arg Val

Gly Ala Tyr Asn Phe Pro

Asp Cys
495

Arg Val

Glu Leu

Cys Ser

GIn Cys

560

Ala Pro

575

Pro Ala

Cys Gln

Tyr His

Ala Leu

640

Gly Tyr

655

Phe Pro

Ala Ala

Thr Gly

Tyr Cys
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705 710 15 120

Glu Ala Gly Ser Cys His Pro Ala Gly Leu Ala Pro Val Asp Pro Ala
725 730 135

Leu Pro Glu Ala GIn Val Pro Cys Met Cys Arg Ala His Val Glu Gly
740 745 750

Pro Ser Cys Asp Arg Cys Lys Pro Gly Phe Trp Gly Leu Ser Pro Ser
755 760 765

Asn Pro Glu Gly Cys Thr Arg Cys Ser Cys Asp Leu Arg Gly Thr Leu
710 ‘ 115 780

Gly Gly Val Ala Glu Cys GIn Pro Gly Thr Gly GlIn Cys Phe Cys Lys
785 790 795 800

Pro His Val Cys Gly Gin Ala Cys Ala Ser Cys Lys Asp Gly Phe Phe
805 810 815

Gly Leu Asp Gin Ala Asp Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Cys Arg Cys Asp
820 825 830

[le Gly Gly Ala Leu Gly GIn Ser Cys Glu Pro Arg Thr Gly Val Cys
835 840 845

Arg Cys Arg Pro Asn Thr Gin Gly Pro Thr Cys Ser Glu Pro Ala Arg
850 855 860

Asp His Tyr Leu Pro Asp Leu His His Leu Arg Leu Giu Leu Glu Glu
865 870 875 880

Ala Ala Thr Pro Glu Gly His Ala Val Arg Phe Gly Phe Asn Pro Leu
885 890 895

Glu Phe Glu Asn Phe Ser Trp Arg Gly Tyr Ala Gln Met Ala Pro Val
900 905 910

Gln Pro Arg Ile Val Ala Arg Leu Asn Leu Thr Ser Pro Asp Leu Phe
915 920 925

Trp Leu Val Phe Arg Tyr Val Asn Arg Gly Ala Met Ser Val Ser Gly
930 935 940

41
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Arg Val Ser Val Arg Glu Glu Gly Arg Ser Aia Thr Cys Ala Asn Cys
945 | 950 955 960

Thr Ala GIn Ser GIn Pro Val Ala Phe Pro Pro Ser Thr Glu Pro Ala
965 970 a75

Phe Ile Thr Val Pro Gln Arg Gly Phe Gly Glu Pro Phe Val Leu Asn
980 985 990

Pro Gly Thr Trp Ala Leu Arg Val Glu Ala Glu Gly Val Leu Leu Asp
995 1000 1005

Tyr Val Val Leu Leu Pro Ser Ala Tyr Tyr Glu Ala Ala Leu Leu
1010 1015 1020

Gin Leu Arg Val Thr Glu Ala‘ Cys Thr Tyr Arg Pro Ser Ala Gin
1025 1030 1035

Gln Ser Gly Asp Asn Cys Leu Leu Tyr Thr His Leu Pro Leu Asp
1040 1045 1050

Gly Phe Pro Ser Ala Ala Gly Leu Glu Ala Leu Cys Arg Gin Asp
1055 1060 1065

Asn Ser Lleu Pro Arg Pro Cys Pro Thr Glu GIn Leu Ser Pro Ser
1070 1075 1080

His Pro Pro Leu Ile Thr Cys Thr Gly Ser Asp Val Asp Val Gln
1085 1090 1095

Leu Gin Val Ala Val Pro Gln Pro Gly Arg Tyr Ala Leu Val Val
1100 1105 1110

Glu Tyr Ala Asn Glu Asp Ala Arg GIn Glu Val Gly Val Ala Val
1115 1120 1125

His Thr Pro Gln Arg Ala Pro Glin Gin Gly Leu Leu Ser Leu His
1130 1135 1140

Pro Cys Leu Tyr Ser Thr Leu Cys Arg Gly Thr Ala Arg Asp Thr
1145 1150 1155

Gln Asp His Leu Ala Val Phe His Leu Asp Ser Glu Ala Ser Val
1160 1165 1170
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Arg Leu Thr Ala Glu Gin Ala Arg Phe Phe Leu His Gly Val Thr

1175

Leu Val
1190

Val Ser
1205

Ala Cys
1220

1180

Pro Ile Glu Glu Phe Ser Pro Glu Phe
1195

Cys Ile Ser Ser His Gly Ala Phe Gly
1210

Leu Pro Ser Arg Phe Pro Lys Pro Pro
1225

Leu Arg Asp Cys Gln Val Ile Pro Leu Pro Pro

1235
Thr His
1250
Arg Pro
1265
Leu Leu
1280
Pro Thr
1295
Ala His
1310
Val Trp
1325
Gly Cys
1340
Val Thr
1355
Arg Trp
1370
Tyr Ser
1385

1240

Ala Gin Asp Leu Thr Pro Ala Met Ser
1255

Arg Pro Pro Thr Ala Val Asp Pro Asp
1270

Arg Glu Pro Gin Ala Thr Val Val Phe
1285

Leu Gly Arg Tyr Ala Phe Leu Leu His
1300

Pro Thr Phe Pro Val Glu Val Leu Ile
1315

GIn Gly His Ala Asn Ala Ser Phe Cys
1330

Arg Thr Leu Val Val Cys Glu Gly GIn
1345

His Ser Glu Leu Thr Val Thr Val Arg
1360

Leu Trp Leu Asp Tyr Val Leu Val Val
1375

Phe Gly Tyr Leu Arg Glu Glu Pro Leu
1390
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1185

Val Glu Pro Arg
1200

Pro Asn Ser Ala
1215

GIn Pro Ile Ile
1230

Giy Leu Pro Leu
1245

Pro Ala Gly Pro
1260

Ata Glu Pro Thr
1275

Thr Thr His Val
1290

Gly Tyr Gln Pro
1305

Asn Ala Gly Arg
1320 '

Pro His Gly Tyr
1335

Ala Leu Leu Asp
1350

Val Pro Lys Gly
1365

Pro Glu Asn Val
1380

Asp Lys Ser Tyr
1395
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Asp Phe Ile Ser His Cys Ala Ala GIn Gly Tyr His Ile Ser Pro

1400 1405

1410

Ser Ser Ser Ser Leu Phe Cys Arg Asn Ala Ala Ala Ser Leu Ser

1415 1420

1425

Leu Phe Tyr Asn Asn Gly Ala Arg Pro Cys Gly Cys His Glu Val

1430 1435

1440

Gly Ala Thr Gly Pro Thr Cys Glu Pro Phe Gly Gly GIn Cys Pro

1445 1450

1455

Cys His Ala His Val Ile Gly Arg Asp Cys Ser Arg Cys Ala Thr

1460 1465

1470

Gly Tyr Trp Gly Phe Pro Asn Cys Arg Pro Cys Asp Cys Gly Ala

1475 1480

1485

Arg Leu Cys Asp Glu Leu Thr Gly Gin Cys Ile Cys Pro Pro Arg

1490 1495

1500

Thr Iie Pro Pro Asp Cys Leu Leu Cys Gin Pro GIln Thr Phe Gly

15056 1510

1515

Cys His Pro Leu Val Gly Cys Glu Glu Cys Asn Cys Ser Gly Pro

1520 1525

1530

Gly Ile Gin Glu Leu Thr Asp Pro Thr Cys Asp Thr Asp Ser Gly

1535 1540

1545

GIn Cys Lys Cys Arg Pro Asn Val Thr Gly Arg Arg Cys Asp Thr

1550 1555

1560

Cys Ser Pro Gly Phe His Gly Tyr Pro Arg Cys Arg Pro Cys Asp

1565 1570

1575

Cys His Glu Ala Gly Thr Ala Pro Gly Val Cys Asp Pro Leu Thr

1580 1585

1590

Gly GIn Cys Tyr Cys Lys Glu Asn Val Gln Gly Pro Lys Cys Asp

1595 1600

1605

GIn Cys Ser Leu Gly Thr Phe Ser Leu Asp Ala Ala Asn Pro Lys
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Gly

Ser

Val

Pro

Ala

Ser

Tyr

Met

Ile

Arg

Thr

Ser

Ser

Ala

1610

Cys Thr
1625

Ser Ser
1640

Leu Leu
1655

Gly Thr
1670

Val Pro
1685

Tyr leu
1700

Glu Leu
1715

Glu Ser
1730

Thr Phe
1745

Gly Gln
1760

Arg Asn
1775

Leu Glu
1790

Ala Val
1805

Gly GIn
1820

Arg Cys

Tyr Thr

Ser Thr

Glu Met

Glu Ala

Gly Asp

His Ser

Arg Pro

Leu Glu

Leu GIn

Thr Val

GIn Leu
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1615 1620

Phe Cys Phe Gly Ala Thr Glu Arg
1630 1635

Arg Gin Glu Phe Val Asp Met Glu
1645 1650

Asp Arg Gln Val Val Pro His Glu
1660 1665

Leu Arg Ala Asp Leu Arg His Val
1675 1680

Phe Pro  Glu Leu Tyr Trp GIn Ala
1690 1695

Arg Val Ser Ser Tyr Gly Gly Thr
1705 1710

Giu Thr GIn Arg Gly Asp Val Phe
1720 1725

Asp Val Val Leu Gin Gly Asn GIn
1735 1740

Pro Ala Tyr Pro Thr Pro Gly His
1750 1755

Leu Val Glu Gly Asn Phe Arg His
1765 1770

Ser Arg Glu Glu Leu Met Met Val
1780 1785

GIn 1le Arg Ala Leu Phe Ser GlIn
1795 1800

Phe Leu Arg Arg Val Ala Leu Glu Val Ala

1810 1815

Cys Arg

Gly Trp

Arg GiIn

Pro Glu

Pro Pro

Leu Arg

Val Pro

Met Ser

Val His

Thr Glu

Leu Ala

Ile Ser

Ser Pro

Gly Ala Leu Ala Ser Asn Val Glu Leu Cys Leu Cys

1825 1830
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Pro Ala Ser Tyr Arg Gly Asp Ser Cys Gln Glu Cys Ala Pro Gly

1835

Phe Tyr
1850

Cys GiIn
1865

1840

1845

Arg Asp Val Lys Gly Leu Phe Leu Gly Arg Cys Val Pro

1855

1860

Cys His Gly His Ser Asp Arg Cys Leu Pro Gly Ser Gly

1870

1875

Val Cys Val Asp Cys Gin His Asn Thr Glu Gly Ala His Cys Glu

1880

Arg Cys
1895

1885

1890

GIn Ala Gly Phe Val Ser Ser Arg Asp Asp Pro Ser Ala

1900

1905

Pro Cys Val Ser Cys Pro Cys Pro Leu Ser Val Pro Ser Asn Asn

1910

1915

1920

Phe Ala Glu Gly Cys Val Leu Arg Gly Gly Arg Thr GIn Cys Leu

1925

Cys Lys
1940

1930

1935

Pro Gly Tyr Ala Gly Ala Ser Cys Glu Arg Cys Ala Pro

1945

1950

Gly Phe Phe Gly Asn Pro Leu Val Leu Gly Ser Ser Cys Gin Pro

1955

1960

1965

Cys Asp Cys Ser Gly Asn Gly Asp Pro Asn Leu Leu Phe Ser Asp

1970

1975

1980

Cys Asp Pro Leu Thr Gly Ala Cys Arg Gly Cys Leu Arg His Thr

1985

Thr Gly Pro Arg Cys Glu Ile Cys Ala Pro Gly

2000

Ala Leu Leu Pro Gly Asn Cys Thr Arg Cys Asp

2015

1990

2005

2020

1995

Phe Tyr Gly Asn
2010

Cys Thr Pro Cys
2025

Gly Thr Glu Ala Cys Asp Pro His Ser Gly His Cys Leu Cys Lys

2030

2035

2040

Ala Gly Val Thr Gly Arg Arg Cys Asp Arg Cys GIn Glu Gly His

2045

2050
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Phe Gly Phe Asp Gly Cys Gly Gly Cys Arg Pro Cys Ala Cys Gly
2060 2065 2070

Pro Ala Ala Glu Gly Ser Glu Cys His Pro GIn Ser Gly Gin Cys
2075 2080 2085

His Cys Arg Pro Gly Thr Met Gly Pro Gin Cys Arg Glu Cys Ala
2090 2095 2100

Pro Gly Tyr Trp Gly Leu Pro Glu Gin Gly Cys Arg Arg Cys GIn
2105 2110 2115

Cys Pro Gly Gly Arg Cys Asp Pro His Thr Gly Arg Cys Asn Cys
2120 2125 2130

Pro Pro Gly Leu Ser Gly Glu Arg Cys Asp Thr Cys Ser Gin GIn
2135 2140 2145

His GIn Val Pro Val Pro Gly Gly Pro Val Gly His Ser [le His
2150 2155 2160

Cys Glu Val Cys Asp His Cys Val Val Leu Leu Leu Asp Asp Leu
2165 2170 2175

Glu Arg Ala Gly Ala Leu Leu Pro Ala Ile His Glu GIn Leu Arg
2180 2185 2190

Gly Ile Asn Ala Ser Ser Met Ala Trp Ala Arg Leu His Arg Leu .
2195 2200 2205

Asn Ala Ser Ile Ala Asp Leu Gln Ser GIn Leu Arg Ser Pro Leu
2210 2215 2220

Gly Pro Arg His Glu Thr Ala Gln Gln Leu Glu Val Leu Glu Gin
2225 2230 2235

GIn Ser Thr Ser Leu Gly Gin Asp Ala Arg Arg Leu Gly Gly Gin
2240 2245 2250

Ala Val Gly Thr Arg Asp GIn Ala Ser GIn Leu Leu Ala Gly Thr
2255 2260 2265

Giu Ala Thr'Leu Gly His Ala Lys Thr Leu Leu Ala Ala Ile Arg
2270 2275 2280
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Ala Val
2285

Asp Arg Thr Leu

Leu Gly Leu Ala Asn Ala
2300

Arg Thr
2315

Leu Ala Glu Val

Arg Asp Leu Gly Ala Pro
2330

Ser Glu Leu Met
2290

Ser Ala Pro Ser
2305

Giu Arg Leu Leu
2320

Gln Ala Ala Ala
2335

Ser GIn Thr Gly His

2295

Gly Glu GIn Leu Leu

2310

Trp Glu Met Arg Ala

2325

Glu Ala Glu Leu Ala

2340

Ala Ala Gin Arg Leu Leu Ala Arg Val Gin Glu GIn Leu Ser Ser

2345

Leu Trp Glu Glu Asn GIn
2360

Leu Ala GIn His Giu Ala
2375

Asn Arg Ala Val Asp Ala
2390

Arg Asn GIn Glu Arg Leu
2405

Leu Ser

Arg Asp Asn Ala
2420 ' '

Arg Asp Thr Leu Ala Ser
2435

GIn Ala Lys Glu Glu Leu
2450

Ala Arg Thr Pro Leu Leu
2465

Gly Ser
2480

Lys Leu Arg Leu

GIn Leu Gly Gin Leu Ala

2350

Ala Leu Ala Thr
2365

Gly Leu Met Asp
2380

Thr Arg Glu Ala
2395

Glu Glu Ala Leu
2410

Thr Leu GIn Ala

2425

Val Phe Arg Leu
2440

Glu Arg Leu AIaVAIa Ser

2455

Gin Thr

2355

Arg Asp Arg
2370

Leu Arg Glu Ala Leu

2385

Gin Glu Leu Asn Ser

2400

Gin Arg Lys Gln Glu

2415

Thr Leu His Ala Ala

2430

Leu His Ser Leu Asp

2445

Leu Asp Gly
2460

GIn Arg Met GIn Thr Phe Ser Pro Ala

2470

2475

Val Glu Ala Ala Glu Ala His Ala GIn

2485

Leu Asn Leu Ser Ser Ile
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2490

Ife Leu Asp
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2495

Val Asn Gln Asp Arg Leu
2510

Ala Tyr Ser Arg Ile Leu
2525

Ala Gly Gln Ala Leu GIn
2540

Val Arg Gln Gly Leu Val
2555

Ser Thr Ala Leu Glu Glu
2570

Gly Leu Val Trp Ala Ala
2585

Asp Val Arg Ala Lys Lys
2600

Ala GIn Ala Met Leu Ala
2615

Ile Ala His Ala Lys Ala
2630

Thr Arg Val GIn Ser Gln
2645

Arg Trp Gin Gly Gln Tyr
2660

GIn Ala Val Leu Asp Ala
2675

Thr Leu Pro Gln Leu Leu
2690

Gly Val His Asn Ala Ser

2705

2500

Thr
2515

Gin Arg

GIn Ala Val
2530

Gin Ala Asp
2545

Asp Arg Ala
2560 -

Ala Met Leu
2575

Leu GIn Gly
2590

Asp Gln Leu
2605

Met Asp Thr
2620

Val
2635

Ala Ala

Leu Gln Ala
2650

Glu Gly Leu
2665

Gly His Ser
2680

Ala Lys Leu
2695

Leu Ala Leu
2710
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2505

Ala Ile Glu Ala Ser Asn
2520

Gin Ala Ala Glu Asp Ala
2535

His Thr Trp Ala Thr Val
2550

Gln GIn Leu Leu Ala Asn
’ 2565

Gin Glu Gin Gln Arg Leu
2580

Ala Arg Thr
2595

GIn Leu Arg

Glu Ala His
2610

[le GIn Ala

Asp Glu Thr
2625

Ser Lys Lys

Glu Ala GIn Asp Thr Ala
2640

Met Gin Glu Asn Val Glu
2655

Arg Gly GIn Asp Leu Gly
2670

Val Ser Thr
2685

Leu Glu Lys

Ser Ile Leu Glu Asn Arg
2700

Ser Ala Ser 1le Gly Arg
2715



Val

Lys

Thr

Phe

Asp

Tyr

Gln

Ie

Phe

Thr

Leu

Thr

Cys

Asn

Cys
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Arg Glu Leu Ile Ala GIn Ala Arg Gly Ala Ala

2720

Val
2735

Pro Met

Pro Arg Asp
2750

Tyr Leu Gln

2165

Arg Phe Val
2780

Met Gly Val
2795

Leu Gly Glu
2810

Gly Glu GIn
2825

Gly His Met
2840

Lys Gly Asp
2855

Arg Pro Asp
2870

Phe Thr Pro
2885

Ile Glu Net
2900

Phe Glu Arg
2915

Ala Arg Ser
2930

Lys

Leu

Gly

Met

Ser

Ala

Phe

Ser

Thr

Asp

Pro

Asp

Thr

Lys

2725

Phe Asn Gly Arg Ser Gly Val

2740

Ala Asp leu Ala Ala Tyr Thr

Pro

Tyr

Leu

Gly

Ala

Val

Val

Phe

Pro

Thr

Phe

Ser

2755
Glu Pro Glu
2710
Met Gly Ser
2785
Arg Asp Lys
2800
Pro Ala Val
2815
Ala Val Ser
2830
Thr Val Glu
2845
Ala Pro Gly
2860
Val Phe Tyr
2875
Leu Leu Arg
2890
Leu Asn Glu
2905
Gin Leu Asp
2920
Thr Gly Asp
2935
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2730
2745
2760
Pro Giy GIn
2775
Arg GIn Ala
2790
Lys Val His
2805
Leu Ser lle
2820
Leu Asp Arg
2835
Arg GIn Met
2850
Ala Glu Gly
2865
Val Gly Gly
2880
Phe Pro Gly
2895
Glu val Val
2910
Thr Ala Val
2925
Pro Trp Leu
2940

Ser

GIn

Ala

Gly

Thr

Trp

Asp

Thr

[le

Leu

Tyr

Tyr

Ser

Asp

Thr

Lys Val

Leu Arg

Leu Lys

Thr Glu

Gly Asp

Val Tyr
Glu

Asp

Leu Gin
GIn Glu
Leu Asn
Pro Ser
Arg Gly
Leu Tyr

Arg Pro

Asp Gly
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Ser Tyr Leu Asp Gly Thr Gly Phe Ala Arg Ile Ser Phe Asp Ser
2945 2950 2955

GIn Ite Ser Thr Thr Lys Arg Phe Glu GlIn Glu Leu Arg Leu Val
2960 2965 2970

Ser Tyr Ser Gly Val Leu Phe Phe Leu Lys GIn Gin Ser Gln Phe
2975 2980 2985

Leu Cys Leu Ala Val GIn Glu Gly Ser Leu Val Leu Leu Tyr Asp
2990 2995 3000

Phe Gly Ala Gly Leu Lys Lys Ala Val Pro Leu Gin Pro Pro Pro
3005 3010 3015

Pro Leu Thr Ser Ala Ser Lys Ala Ile GIn Val Phe Leu Leu Gly
3020 3025 3030

Gly Ser Arg Lys Arg Val Leu Val Arg Val Glu Arg Ala Thr Val
3035 3040 3045

Tyr Ser Val Glu GIn Asp Asn Asp Leu Glu Leu Ala Asp Ala Tyr
3050 3055 3060

Tyr Leu Gly Gly Val Pro Pro Asp GIn Leu Pro Pro Ser Leu Arg
3065 3070 3075

Arg Leu Phe Pro Thr Gly Gly Ser Val Arg Gly Cys Val Lys Gly
3080 : 3085 3090

Ile Lys Ala Leu Gly Lys Tyr Val Asp Leu Lys Arg Leu Asn Thr
3095 3100 3105

Thr Gly Va! Ser Ala Gly Cys Thr Ala Asp Leu Leu Val Gly Arg
3110 3115 3120

Ata Met Thr Phe His Gly His Giy Phe Leu Arg Leu Ala Leu Ser
3125 3130 3135

Asn Val Ala Pro Leu Thr Gly Asn Val Tyr Ser Gly Phe Gly Phe
3140 3145 3150

His Ser Ala GIn Asp Ser Ala Leu Leu Tyr Tyr Arg Ala Ser Pro
3155 3160 3165
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Asp Gly Leu Cys Gin Val Ser Leu Gin Gln Gly Arg Val Ser Leu
3170 3175 3180

Gln Leu Leu Arg Thr Glu Val Lys Thr Gin Ala Gly Phe Ala Asp
3185 3190 3195

Gly Ala Pro His Tyr Val Ala Phe Tyr Ser Asn Ala Thr Gly Val
3200 3205 3210

Trp Leu Tyr Val Asp Asp GIn Leu Gin Gin Met Lys Pro His Arg
3215 3220 3225

Gly Pro Pro Pro Glu Leu Gln Pro Gin Pro Glu Gly Pro Pro Arg
3230 3235 3240

Leu Leu Leu Gly Gly Leu Pro Glu Ser Giy Thr Ile Tyr Asn Phe
3245 3250 3255

Ser Gly Cys Ile Ser Asn Val Phe Val Gin Arg Leu Leu Gly Pro
3260 3265 3270

Gln Arg Val Phe Asp Leu Gin GIn Asn Leu Gly Ser Val Asn Val
3275 3280 3285

Ser Thr Gly Cys Ala Pro Ata Leu GIn Ala GIn Thr Pro Gly Leu
3290 3295 3300

Gly Pro Arg Gly Leu GIn Ala Thr Ala Arg Lys Ala Ser Arg Arg
3305 3310 3315

Ser Arg Gln Pro Ala Arg His Pro Ala Cys Met Leu Pro Pro His
3320 3325 3330

Leu Arg Thr Thr Arg Asp Ser Tyr Gln Phe Gly Gly Ser Leu Ser
3335 3340 3345

Ser His Leu Glu Phe Val Gly Ile Leu Ala Arg His Arg Asn Trp
3350 3355 3360

Pro Ser Leu Ser Met His Val Leu Pro Arg Ser Ser Arg Gly Leu
3365 3370 3375

Leu Leu Phe Thr Ala Arg Leu Arg Pro Gly Ser Pro Ser Leu Ala
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Leu

Gly

Arg

Leu

Arg

Val

Thr

Arg

Ile

Gly

Gly

Phe

Val

Glu

ES 2763433 T3

3380

Phe Leu Ser Asn Gly
3395

Thr Arg Leu Arg Ala
3410

Trp His Lys Val Ser
3425

Val Thr Asp Gly Ala
3440

GIn His GIn Gly Ala
3455

Gly Gly Leu Pro Ala
3470

Val Gly Phe Ser Gly
3485

Pro Leu Gly Ala Pro
3500

Leu Gly Pro Leu Glu
3515

Val Ile Thr Leu Asp
3530

Leu Glu Leu Glu Val
3545

His Leu Gly Gin Ala
3560

Thr Glu Lys GIn Val
3575

Phe Ser Thr Ser Val
3590

3385 3390

His Phe Val Ala Gin Met Glu Gly
3400 3405

Gln Ser Arg Gin Arg Ser Arg Pro
3415 3420

Val Arg Trp Glu Lys Asn Arg Ile
3430 3435

Arg Ala Trp Ser Gin Glu Gly Pro
3445 3450

Glu His Pro Gin Pro His Thr Leu
3460 3465

Ser Ser His Ser Ser Lys Leu Pro
3415 3480

Cys Val Lys Arg Leu Arg Leu His
3490 3495

Thr Arg Met Ala Gly Val Thr Pro
3505 3510

Ala Gly Leu Phe Phe Pro Gly Ser
3520 3525

Leu Pro Gly Ala Thr Leu Pro Asp
3535 3540

Arg Pro Leu Ala Val Thr Gly Leu
3550 3555

Arg Thr Pro Pro Tyr Leu Gln Leu
3565 3570

Leu Leu Arg Ala Asp Asp Gly Ala
3580 3585

Thr Arg Pro Ser Val Leu GCys Asp
3595 3600
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Leu

Gly

Leu

His

Phe

Val

Gly

Cys

Gly

Val

Ile

Gin

Gly

Gly
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Gin Trp His Arg Leu Ala Val Met Lys Ser Gly Asn Val Leu Arg
3605 3610 3615

Leu Glu Val Asp Ala Gin Ser Asn His Thr Val Gly Pro Leu Leu
3620 3625 3630

Ala Ala Ala Ala Gly Ala Pro Ala Pro Leu Tyr Leu Gly Gly Leu
3635 3640 3645

Pro Glu Pro Met Ala Val GIn Pro Trp Pro Pro Ala Tyr Cys Gly
3650 3655 3660

Cys Met Arg Arg Leu Ala Val Asn Arg Ser Pro Val Ala Met Thr
3665 3670 3675

Arg Ser Val Glu Val His Gly Ala Val Gly Ala Ser Gly Cys Pro

3680 3685 3690
Ala Ala
3695
<210> 3
<211> 5866
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
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gggacctgga

CgCCCCELEE

cttcagecce
gotaaacttt
cgtecgecgga
cctetgecge
tcagtttett
getgegeaga
agctttegst
acttgcagga
tgaatcctga
agatttgetg

cagaattcca

agegecccag
getgggaceg
ggctctecgt
ctaattccct
aaggaagacg
gtcecocgtegg
agccctgtge
aggcagetge
gacctcgacg
ggacaaaaaa
cagccatcte
gcaatctgaa

ttttactecat
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ccccgeageg
ggacctcacc
atgcgeatga
tetttgegget
ggaagaaagg
ctgcagggag
agagcccgag
tatcccgeca
tgcgggetec
tgcttcatat
attgaaaatg
aatggtgtge

ctcataatga

atcgcagatt
cggtectege
gcagaggcege
cgggggetec
geaggogget
ccggcatgeg
tgegegetea
cgggegacct
acaagcccga
gcaattccca
tggtcactac
aaaatgtaac

ctttcaagac

55

cggettteaa
agagttgegg
ctecctotgt
Cggagcagegs
cggegggegt
gettctecag
ggaacccgag
tctcatcgge
accctactgt
agatccttat
atttgetcca
tatccaactg

attccgteca

acaaaagagg
CCECccgece
tccteccaag
cgagagectcg
cttectecact
ttgctagett
ttcagctacg
cgagcacaga
atcgtcagece
catgagacce
aaccgectta
gatttggaag

getgetatge

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



tgatagaacg
actgtgagge
tttgtgattc
ctttagatce
aaattaccaa
attccaggat
gaaattgctt
aagtggaagg
gtgaactctg
gcaacgectg
ctgtttacct
ccatggggceg
tccgagatcee
gaatttgtga
aattaaatgt
gtgaagatcce
geaatccttg
attgtgacca
catgtgactg
gctcatgeeg
ttgccaccct
gcatagtgga
tcogagtgee
agtacgacat
tcacagtgca
atgatgacaa
cggtgtgett
cctotgatag

actgtaaatc

atcgtecgac
ctegttteca
tcgatattct
tgctttcaaa
cttgagaatc
ggaaatcaga
ctgotatggt
aatggttcac
catggatttc
taaaaaatgt
ggccacgees
caactgtgag
taattteigt
cagctatact
ggaaggagaa
atttggtigt
tgattccgag
gtecctgeca
tgacctteee
gectcacatg
ggatcactac
geggcaatat
tgaaggggot
cctaattege
gegacctgga
ccaggtggte
tgagaaggga
cgacgtggag

actggacatc
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tttgggaaaa
gecatttcaa
gacattigaac
atagaagatc
aagtttgtga
gaaaagtatt
catgccageg
ggacactgca
taccatgatt
aactgcaatg
aacgtcagcg
cagtgcaage
gaacgatgta
gatttttcta
cattgtgatg
aaatcttgtg
acaggtcact
gagoactgeg
ggagecttaa
attggacgtc
ctctatgaag
atccaggacc
tatttggagt
tacgagccac
aggattccaa
tcattatcac
acaaactaca
agcccctaca

ttcacegteg

cctgggetet
ctggecccat
cctcaactga
cttatagcce
aactgcatac
attatgcagt
aatgtgccce
tgtgcaggea
taccttggag
aacattccat
gaggogtgte
cgttttacta
cgtgtgacce
ctggtcteat
tttgcaaaga
cttgcaatce
getactgeaa
gottaagcaa
acaacagttg
agtgcaacga
cggaggaage
ggattcccte
ttttecattiga
agctacccga
ccagcagecg
caggctcaag
cggtgaggtt
cgetgatega

gaggttcagg
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gtatagatac
gaaaaaagtc
aggagagstg
aaggatacag
tttgggagat
ttatgatatg
tgtggatgga
taacaccaag
acctgetigaa
ctettgteac
tgatgactgt
ccagcaccca
agctggetet
tgctggecag
aggctfctat
tctgggaaca
gogtotgete
tgatttggat
ctttgcggag
agtggaacct
caacttgggg
ctggactgga
caacataéca
ccactegggaa
atgtggtaat
atatgtegte
ggagetgect
ttotettgtt

agatgggeteg

ttogectatg
gatgacataa
atatticgtg
aatttattaa
aaccttctgg
gtggttegag
ttcaatgaag
ggcttaaact
ggccgaaaca
tttgacatgg
cagcacaaca
gagagggaca
caaaatgagg
tgtcggtgta
gatttaagca
attcctggag
acaggacage
gegatgtegac
tcaggccagt
ggttactact
cotggggtta
geeggetteg
tattccatgg
aaagctgtca
accatccecg
cttectegge
cagtacacct
ctecatgecat

gtcaccaaca

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



gtgcctggga
caccgatgac
caggoectgge
gaggecagtg
gaacttttgg
tcaatgectt
ggcagtgtea
gcaatggecca
acaccatggg
ggtcaggaga
ttgccaggag
gatacattgg
tiggegestc
cctgtgacaa
gtcagttctg
totgtaatta
aagccactgg
cgceccaatac
ctcattectt
ttggaggeeg
gocgagectg
gecagtgtet
actogggget
tcattgccga
tcagtggtet
agataaaaga
tctttegagga
tgaaattatc
agacagaagc

tcaaaaactc

aacctttcag
agatgtttgc
ttgtgaatec
ccagtgeceg
ctttggecce
ctgcaatcee
tcggtectta
cgecgatgac
tcataactgt
tcactgecge
ctgctaccaa
ttccagatgt
gtgtcagect
ggagacteeg
ccggtttgga
cctgggcace
tcagtgettg
ctggcagetg
cgggccatet
cacctgcage
tgactgtgac
ctgegttgag
cttecctgac
getgaccaac
gatcgggect
catcctggeg
agcagagaaa
tgacacaact

cgaaagecta
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agataccgat
agaaacatca
gaccctcagg
cccaacgtgg
agtggatgea
gtcactggcco
cctgggeact
tgegacccag
gaaaggtgct
ccttgecett
gatcctgtta
gacgactgtg
tgccagtete
aggtgictca
tactatggtg
gtgcaagage
tgtettecta
gccagtggea
tgcaatgagt
gagtgccagg
cccaggggca
getetteage
tgcacaccect
aggacacaca
taccgtgaga
cagagecceog
ctgattaaag
tcccaaagcea

gacaacactg

gtctagagaa
tctttageat
gttegttaag
ttggaagaac
aaccttgtga
agtgccacte
ggggotttee
tgactgegea
tggetegtta
geccagatgg
ctttacagct
cctcaggata
acaacaacat
agtgcctgta
atgccctcca
actgtaacgg
atgtgatogg
ctggctgtea
tcacggggca
aactcttotg
ttgagacgcc
gtccécgctg
gccaccagtg
gattcetgga
ctgtggactc
cagecagagec
atgttacaga
acagcacagc

tgaaagaact

agatattcgg ggtgcettgg atagecattac

57

cagcagaage
ttctgcectg
ttccgtatet
ctgcaacaga
gtgccatotg
tttccaggea
aagttgccag
gtgcttgaac
ctatggegac
tcecgacagt
tgcetgtgtt
ctttggeaat
tgacacgaca
ccacacggaa
gecaggactgt
ctctgactge
gcagaactgt
cccatgcaac
gtgccagtge
gEgagaccco
acagtgtgac
teacaagtge
ctttgcteote
gaaagccaag
getggagagg
actgaaaaac
aatgatgget
caaagaactg
tgctgaacaa

caagtattte

gttgtgaaaa
ttacaccaga
gatcccaacg
tgtecacctg
caaggatctg
gtgtatgctc
ccctgcecagt
tgccaggact
cccatcattg
ggacgccagt
tgtgatectg
ccatcagaag
gacccagaag
ggggaacact
cgaaagtgtg
cagtgcgaca
gaccgetgtg
tegcaatgetg
atgoctggst
gacgtggagt
cagtccacgg
acgegagggt
tgggatetea
geocttgaaga
aaagtcagceg
attgggaatc
caagtagaag
gattctctac
ctggaattta

cagatgtete

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600

3660

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260

4320
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ttgaggcaga ggagagggte aatgectcca ccacagaacc caacagcact gtggagceagt 4380
cagecctcat gagagacaga gtagaagacg tgatgatgga gegagaatcc cagttcaagg 4440
aaaaacaaga ggagcagget cgectectig atgaactgge aggcaageta caaagoctag 4500
acctttcage cgotgocgaa atgacctgtg gaacacccec aggggectec tgttcecgaga 4560
ctgaatgtgg cgggccaaac tgcagaactg acgaaggaga gaggaagtgt gggggecctg 4620
gotgtggteg totggttact gttgecacaca acgecctggea gaaagecatg gacttggacce 4680
aagatgtcct gagtgeccte getgaagtgeg aacagectctc caagatggtc toctgaagcaa 4740
aactgagggc agatgaggca aaacaaagtg ctgaagacat tctgttgaag acaaatgcta 4800
cCcaaagaaaa aatggacaag agcaatgagg agctgagaaa tctaatcaag caaatcagaa 4860
actttttgac ccaggatagt gotgatttgg acagcattga agcagttget aatgaagtat 4920
tgaaaatgga gatgcctage accccacage agttacagaa cttgacagaa gatatacgtg 4980
aacgagttga aagcctttct caagtagagg ttattcttca gecatagtget getgacattg 5040
ccagagctga gatgttgtta gaagaagcta aaagagcaag caaaagtgca acagatgtta 5100
aagtcactgc agatatggta aaggaagctc tggaagaage agaaaaggcc caggtcgcag 5160
cagagaaggc aattaaacaa gcagatgaag acattcaagg aacccagaac ctgttaactt 5220
cgattgagtc tgaaacagca gecttcetgagg aaaccttgtt caacgecgtcc cagegeatca 5280
gcgagttaga gaggaatgtg gaagaactta agcggaaagc tgcccaaaac tccggggagg 5340
cagaatatat tgaaaaagta gtatatactg tgaagcaaag tgcagaagat gttaagaaga 5400
ctttagatgg tgaacttgat gaaaagtata aaaaagtaga aaatttaatt gccaaaaaaa 5460
ctgaagagtc agctgatgec agaaggaaag ccgaaatgct acaaaatgaa gcaaaaacte 5520
ttttagctca agcaaatage aagctgcaac tgctcaaaga tttagaaaga aaatatgaag 5580
acaatcaaag atacttagaa gataaagctc aagaattagc aagactggaa ggagaagtcc 5640
gttcactcct aaaggatata agccagaaag ttgetgtgta tagcacatge ttgtaacaga 5700
ggagaataaa aaatggetga ggtgaacaag gtaaaacaac tacattttaa aaactgactt 5760
aatgctcttc aaaataaaac atcacctatt taatgttttt aatcacattt tgtatggagt 5820
taaataaagt acagtgcttt tgtataaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa 5866

<210> 4

<211> 1786

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 4
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Met Gly Leu Leu Gin Leu Leu Ala Phe Ser Phe Leu

1

Ala Arg Val

Gly Ser Cys
35

Lys Leu Ser
50

Cys Ile Val
65

Ser Gin Asp

Glu Asn Val

Gin Ser Glu
115

Ala Glu Phe
130

Pro Ala Ala
145

Gly Val Tyr

Ile Ser Thr

Arg Tyr Ser
195

Ala Leu Asp
210

5

Arg Ala Gin Glu Pro

Tyr Pro Ala Thr Gly

40

Val Thr Ser Thr Cys

55

Ser His Leu Gin Glu

70

Pro Tyr His Glu Thr

85

Val Thr Thr Phe Ala

Asn Gly Val Glu Asn

120

His Phe Thr His Leu

135

Met Leu Ile Glu Arg

150

Arg Tyr Phe Ala Tyr

165

Gly Pro Met Lys Lys

Asp lle Glu Pro Ser

200

Pro Ala Phe Lys Ile

215

Gln Asn Leu Leu Lys Ile Thr Asn

10

Glu Phe Ser Tyr
25

Asp Leu Leu Ile

Gly Leu His Lys
60

Asp Lys Lys Cys
75

Leu Asn Pro Asp
90

Pro Asn Arg Leu
105

Val Thr Ile GlIn

Iie Met Thr Phe
140

Ser Ser Asp Phe
155

Asp Cys Glu Ala
170

Val Asp Asp lle
185

Thr Glu Gly Glu

Glu Asp Pro Tyr
220

Leu Arg lle Lys

59

Ala Leu Cys Arg
15

Gly Cys Ala Glu
30

Gly Arg Ala GIn
45

Pro Glu Pro Tyr

Phe Ile Cys Asn
80

Ser His Leu lle
95

Lys lle Trp Trp
110

Leu Asp Leu Glu
125

Lys Thr Phe Arg

Gly Lys Thr Trp

Ser Phe Pro Gly
175

Ile Cys Asp Ser
190

Val Ile Phe Arg
205

Ser Pro Arg lle

Phe Val Lys Leu
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225 230

His Thr Leu Gly Asp Asn Leu
245

Lys Tyr Tyr Tyr Ala Val Tyr
260

Cys Tyr Gly His Ala Ser Glu
215

Glu Val Glu Gly Met Val His
290 295

Lys Gly Leu Asn Cys Glu Leu
305 310

Trp Arg Pro Ala Glu Gly Arg
325

Cys Asn Glu His Ser lle Ser
340

Ata Thr Gly Asn Val Ser Gly
355

Thr Met Giy Arg Asn Cys Glu
370 375

Pro Glu Arg Asp Ile Arg Asp
385 390

Asp Pro Ata Gly Ser Gln Asn
405

Phe Ser Thr Gly Leu Ile Ala
420

Glu Gly Glu His Cys Asp Val
435

Ser Glu Asp Pro Phe Gly Cys
450 455

235 240

Leu Asp Ser Arg Met Glu Ile Arg Glu
250 255

Asp Met Val Val Arg Gly Asn Cys Phe
265 270

Cys Ala
280

Pro Val Asp Gly Phe Asn Glu
285

Gly His Cys Met Cys Arg His Asn Thr

300

Cys Met Asp Phe Tyr His Asp Leu Pro
315 320

Asn Ser Asn Ala Cys Lys Lys Cys Asn

330 335

Cys His
345

Phe Asp Met Ala Val Tyr Leu
350

Gly Val
360

Cys Asp Asp Cys GIn His Asn
365

Gin Cys Lys Pro Phe Tyr Tyr Gin His

380

Pro Asn Phe Cys Glu Arg Cys Thr Cys

395 400

Glu Gly Ile Cys Asp Ser Tyr Thr Asp

410 415

Gly GlIn Cys Afg Cys Lys Leu Asn Val
425 430

Cys Lys Glu Gly Phe Tyr Asp Leu Ser
440 445

Lys Ser Cys Ala Cys Asn Pro Leu Gly
460

60
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Thr 1ie Pro Gly Gly Asn Pro Cys Asp Ser Glu Thr Gly His Cys Tyr

465

470

475

Cys Lys Arg Leu Val Thr Gly GIn His Cys Asp Gin Cys Leu

485

490

His Trp Gly Leu Ser Asn Asp Leu Asp Gly Cys Arg Pro Cys

500

505

510

Asp Leu Gly Gly Ala Leu Asn Asn Ser Cys Phe Ala Glu Ser

515

Cys Ser Cys
530

Pro Gly Tyr
545

Glu Ala Asn

GIn Asp Arg

Glu Gly Ala
595

Glu Tyr Asp
610

Glu Lys Ala
625

Ser Arg Cys

Leu Ser Pro

Glu Lys Gly
675

Arg

Tyr

Leu

Ile

580

Tyr

Ile

Val

Gly

Gly

660

Thr

520

525

Pro His Met Ile Gly Arg Gin Cys Asn Glu

535

540

Phe Ala Thr Leu Asp His Tyr Leu Tyr Glu

550

Gly Pro Gly Val
565

Pro Ser Trp Thr

Leu Glu Phe Phe
600

Leu Ile Arg Tyr
615

Ile Thr Val Gin
630

Asn Thr Ile Pro
645

Ser Arg Tyr Val

Asn Tyr Thr Val
680

Ser Ser Asp Ser Asp Val Glu Ser

690

695

555

Ser 1le Val Glu
5710

Gly Ala Gly Phe
585

Ile Asp Asn lle

Glu Pro GIn Leu
620

Arg Pro Gly Arg
635

Asp Asp Asp Asn
650

Val Leu Pro Arg
665

Arg Leu Glu Leu

Pro Tyr Thr Leu
700

61

Arg GIn

Val Arg
590

Pro Tyr
605

Pro Asp

Ile Pro

Gln Val

Pro Val
670

Pro GIn
685

[le Asp

Pro

495

Asp

Gly

Val

Ala

Tyr

575

Val

Ser

His

Thr

Val

655

Cys

Tyr

Ser

480

Glu

Cys

Gin

Glu

Glu

560

Ile

Pro

Met

Trp

Ser

640

Ser

Phe

Thr

Leu
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Val Leu Met Pro Tyr Cys
705 710

Ser Gly Asp Gly Val Val
725

Tyr Arg Cys Leu Glu Asn
740

Asp Val Cys Arg Asn [le
755

Thr Gly Leu Ala Cys Giu
710

Cys Asp Pro Asn Gly Gly
785 790

Arg Thr Cys Asn Arg Cys

805

Gly Cys Lys Pro Cys Glu
820

Cys Asn Pro Val Thr Gly
835

Arg Gin Cys Asp Arg Cys
850

Gln Pro Cys Gin Cys Asn
865 870

Gly Glu Cys Leu Asn Cys
885

Arg Cys Leu Ala Gly Tyr
900

His Gys Arg Pro Cys Pro
915

Phe Ala Arg Ser Cys Tyr
930

Lys Ser Leu Asp

Thr Ala

130

Asn Ser

Arg Ser Val

145

Ser

Ife Phe Ser

760

Ile

Cys Asp Pro Gin

775

GIn Cys Gln Cys

Ala Pro Gly Thr

810

His Leu GIn

825

Cys

GIn Cys His

840

Cys

Leu His

855

Pro Gly

Gly His Ala Asp

Thr
890

Gln Asp Tyr

Tyr Gly Asp Pro

905

Cys Pro Asp Gly
920

Gin Asp Pro Val
935

62

Ile
715

Phe

Trp Glu

Val

Lys

Ser Ala

Ser
780

Gly

Arg Pro

795

Phe Gly

Gly Ser

Phe GIn

Trp Gly
~ 860

Asp Cys
875

Met Gly
Ile Ile

Pro Asp

Thr Leu
940

Thr Val Gly Gly
720

Thr Phe Gln Arg
735

Thr Pro Met Thr
750

leu Leu His GIn

765

Leu Ser Ser Val

Asn Val Val Gly

800

Phe Gly Pro Ser

815

Val Asn Ala
830

Phe

Gly Val Tyr Ala

845

Phe Pro Ser Cys

Thr
880

Asp Pro Val

His Asn Cys Glu

895

Gly Ser Gly Asp
910

Ser Gly Arg Gln
925

GIn Leu Ala Cys
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Val Cys Asp Pro Gly Tyr Ile Gly Ser Arg Cys Asp Asp Cys Ala Ser
945 950 955 960

Gly Tyr Phe Gly Asn Pro Ser Glu Val Gly Gly Ser Cys Gin Pro Cys
965 970 975

Gln Cys His Asn Asn Ile Asp Thr Thr Asp Pro Giu Ala Cys Asp Lys
980 985 980

Glu Thr Gly Arg Cys Leu Lys Cys Leu Tyr His Thr Glu Gly Glu His
995 1000 1005

Cys Gin Phe Cys Arg Phe Gly Tyr Tyr Gly Asp Ala Leu Glin Gin
1010 1015 1020

Asp Cys Arg Lys Cys Val Cys Asn Tyr Leu Gly Thr Val Gin Glu
1025 1030 1035

His Cys Asn Gly Ser Asp Cys GlIn Cys Asp Lys Ala Thr Gly GIn
1040 1045 1050

Cys Leu Cys Leu Pro Asn Val Ile Gly Gln Asn Cys Asp Arg Cys
1055 1060 1065

Ala Pro Asn Thr Trp Gln Leu Ala Ser Gly Thr Gly Cys Asp Pro
1070 1075 1080

Cys Asn Cys Asn Ala Ala His Ser Phe Gly Pro Ser Cys Asn Glu
1085 1090 1095 '

Phe Thr Gly Gln Cys GIn Cys Met Pro Gly Phe Gly Gly Arg Thr
1100 1105 1110

Cys Ser Glu Cys GIn Glu Leu Phe Trp Gly Asp Pro Asp Val Glu
1115 1120 1125

Cys Arg Ala Cys Asp Cys Asp Pro Arg Gly Ile Glu Thr Pro Gln
1130 1135 1140

Cys Asp GIn Ser Thr Gly GIn Cys Val Cys Val Glu Gly Val Glu
1145 1150 1155

Gly Pro Arg Cys Asp Lys Cys Thr Arg Gly Tyr Ser Gly Val Phe
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1160 1165 1170

Pro Asp Cys Thr Pro Cys His Glin Cys Phe Ata Leu Trp Asp Val
1175 1180 1185

Ife Ile Ala Gilu Leu Thr Asn Arg Thr His Arg Phe Leu Glu Lys
1190 1195 1200

Ala Lys Ala Leu Lys Ile Ser Gly Val lle Gly Pro Tyr Arg Glu
1205 1210 1215

Thr Val Asp Ser Val Glu Arg Lys Val Ser Glu Ile Lys Asp lle
1220 1225 1230

Leu Ala GIn Ser Pro Ala Ala Glu Pro Leu Lys Asn Ile Gly Ash
1235 1240 1245

Leu Phe Glu Glu Ala Glu Lys Leu Ile Lys Asp Val Thr Glu Met
1250 1255 1260

Met Ala GIn Val Glu Val Lys Leu Ser Asp Thr Thr Ser Gln Ser
1265 1270 1275

Asn Ser Thr Ala Lys Glu Leu Asp Ser Leu Gln Thr Glu Ala Glu
1280 1285 1290

Ser Leu Asp Asn Thr Val Lys Glu Leu Ala Glu Gln Leu Glu Phe
1295 1300 1305

Ile Lys Asn Ser Asp Ile Arg Gly Ala Leu Asp Ser Ile Thr Lys
1310 1315 1320

Tyr Phe Gin Met Ser Leu Glu Ala Glu Glu Arg Val Asn Ala Ser
1325 1330 1335

Thr Thr  Glu Pro Asn Ser Thr Val Glu GIn Ser Ala Leu Met Arg
1340 1345 1350

Asp Arg Val Glu Asp Val Met Met Glu Arg Glu Ser Gln Phe Lys
1355 1360 1365

Glu Lys GIn Glu Glu GIn Ala Arg Leu Leu Asp Glu Leu Ala Gly
1370 1375 1380
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Lys Leu Gin Ser Leu Asp Leu Ser Ala Ala Ala Glu Met Thr Cys

1385

Gly Thr

1400

Pro Pro Gly Ala

Pro Asn Cys Arg Thr Asp
1415

Gly Cys Gly Gly Leu Val

1430

Ata Met Asp Leu Asp GIn
1445

Glu GIn Leu Ser Lys Met
1460

Glu Ala Lys GIn Ser Ala
1475

Thr Lys Glu Lys Met Asp

1490

Ile Lys GIn Ile Arg Asn

1505

Ser Ile Glu Ala Val

1520

Asp

Ser Thr Pro Gin Gin

1535

Pro

Glu Arg Val Glu Ser Leu
1550

Ser Ala Ala Asp Ile Ala
1565

Lys Arg Ala Ser Lys Ser
1580

Met Val
1595

Lys Glu Ala Leu

1390

Ser Cys Ser

1405

1395

Glu Thr Glu Cys Gly Gly

1410

Glu Gly Glu Arg Lys Cys Gly Gly Pro

1420

Thr
1435

Val Ala

Asp Val Leu
1450

Val
1465

Ser Glu

Glu Asp Ile
1480

Lys Ser Asn
1495

Phe Leu Thr
1510

Ala Asn Glu
1525

Leu Gln Asn
1540

Ser Gln Val

1555

Arg Ala Glu
1570

Ala Thr Asp Val Lys Val

1585

1425

His Asn Ala Trp Gln Lys

1440

Ser Ala Leu Ala Glu Val

1455

Ala Lys Leu Arg Ala Asp

1470

Leu Leu Lys Thr Asn Ala

1485

Glu Glu Leu Arg Asn Leu

Gln Asp Ser

1500

Ala Asp Leu
1515

Val Leu Lys Met Glu Met

1530

Leu Thr Glu Asp Ile Arg

Glu Val

1545

Iie Leu GIn His
1560

Met Leu Leu Glu Glu Ala

1575

Thr Ala Asp
1590

Glu Glu Ala Glu Lys Ala Gln Val Ala

1600
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Ala Glu Lys Ala Ile Lys Gin Ala Asp Glu Asp Ile GIn Gly Thr
1610 1615 1620

Gin Asn Leu Leu Thr Ser Ile Glu Ser Glu Thr Ala Ala Ser Glu
1625 1630 1635

Glu Thr Leu Phe Asn Ala Ser GIn Arg Ile Ser Glu Leu Glu Arg
1640 1645 1650

Asn Val Glu Glu Leu Lys Arg Lys Ala Ala GIn Asn Ser Gly Glu
1655 1660 1665

Ala Glu Tyr Ile Glu Lys Val Val Tyr Thr Val Lys Gln Ser Ala
1670 1675 1680

Glu Asp Val Lys Lys Thr Leu Asp Gly Glu Leu Asp Glu Lys Tyr
1685 1690 1695

Lys Lys Val Glu Asn Leu Ile Ala Lys Lys Thr Glu Glu Ser Ala
1700 1705 1710

Asp Ala Arg Arg Lys Ala Glu Met Leu Gin Asn Glu Ala Lys Thr
1715 1720 1725

Leu Leu Ala GIn Ala Asn Ser Lys Leu Gin Leu Leu Lys Asp leu
1730 1735 1740

Glu Arg Lys Tyr Glu Asp Asn Gin Arg Tyr Leu Glu Asp Lys Ala
1745 1750 1755

Gln Glu Leu Ala Arg Leu Giu Gly Glu Val Arg Ser Leu Leu Lys
1760 1765 1770

Asp lle Ser Gin Lys Val Ala Val Tyr Ser Thr Cys Leu
1775 1780 1785

<210>5

<211> 5817

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5
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gaaggcagtt tcecggaggega aggggtagegg tigegegtgege ggegetetee gececggtgtt 60

gcgoteette ccagaateceg ctceggectt tocttecctge cgegattece aactttgete 120

67



aaagtcgetg
gecctggage
ggaggagegec
tggagetgac
gectactget
getgttecag
gactgactgce
acctgcagga
acaacccaca
cagectggteg
ctgagtttca
tgetggaacg
actgtggege
tctgtgagte
tgetggacee
agatcaccaa
acccacggag
gecaactgett
atgctgageg
gcgageagtg
gtcatgectg
ccgtatacct
cagctggeeg
tgcgggatee
gtcgetgtea
aagaacatgt
tcagtgacceg
gcactecttg
gatgtgaccg

cctgtgactg

gactctaage
gaaacaggec
tcgggcccga
ctcaagggaa
aagegtgcte
gggaagetge
ctcatccact
cgaaaagaag
cagcecatcge
gcagtcagag
tttcacacac
ctcagcagac
tgacttccea
ccgetactcea
tgccatcect
cctacgggte
ggagatccga
ctgctacgga
catggtgcac
tcaggattte
taggaagtgt
ggeatctgge
ccactgtgag
ggotgtgtece
ttcccatgat
ggtgggeact
tetgggetee
tgaccccaac
ctgectgect

cgacgtgget
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tgteggagee
aaagacccac
gaccgttcac
agagggagee
gctgccacac
taccccgeca
tgtggectga
tgcttecttt
atccagaatg
aatggtatcc
ctcattatga
tttggccgea
ggagtceccac
gagattgagc
atcccagacce
aacctgactc
gagaagtact
cacgcctcag
ggagctigea
tatcgtgace
gagtgccatg
aatgtgagteg
ctetgtegee
cegctectgtg
gaccctgeac
cgetgecage
cggegatgte
agtggatect
gegccactgeg

ggtgettigg

accgectggac
aggcagagtt
ctccccttat
gacagcctct
tggcacagge
cgggcgacct
atggecccea
gtgaciceccg
tagtcaccag
ctgecggteac
ccttcaagac
cctggeatgt
tagcaccccc
catccactga
cctacagcic
gtctacacac
actatgccet
agtgtgcace
tctgcaaaca
tgecotgecg
ggcacaccea
gaggtgtgtg
ccttetteta
attgtgaccc
tgggactggt
aatgccgtga
aatgtaatge
gttactgcaa
gecctgageca

atccccagtg

68

agacctggga
gacacggaac
ccctgttece
geocctgggaa
ccctgeceeg
getggtggec
gecctactge
gegecectte
ctttgeacca
catccagetg
atttegeect
gtaccgatat
acggecactgg
aggegaggte
acggattcag
gttgggagac
ctatgagctg
cgooccages
caacacacgt
tccggetgag
cagctgccac
tgatggatgt
ceglgaccca
catgggttet
ctcocggecag
tggcttcttt
acggggeoaca
acgtctagtg
cgacctgete

tgatgagggce

actgacagag
cccaaagcaa
ctecttcagga
cttcgactgg
gatgtgcctg
cgagctgaca
atcgtcagtc
tctgctagag
4:1:407:4:007 242424
gacctggagg
gctgecatge
ttctectatg
gatgatgtag
atctategig
aacctgttga
aacctacteg
gttgtacgtg
geaccagecec
ggeccteaact
gacggecata
ttcgacatgg
cagcataaca
accaaggacc
caagacggtg
tgtegetgea
geggotcagea
gtgectggga
actggacgtg
ggctgeoageo

acaggtcaat

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



gcoccactgecg
ggcccttcet
tegtegageg
ggctacagga
atgacctget
ttgtgecageg
atgatcgcat
tctgecttiga
gtgcecagee
tgcecoecgtgt
aggccacctt
cctctgaggce
tgeccatgtcea
agtgectgtg
atggctttgg
gtetotgtga
gtgaccgetg
ggcatgeaga
ggggtgagea
ggggocagtg
cttcttgeca
cggggotgeg
gecgetgcca
acccccacac
actgcaagcc
acctgetgeg
gcagtgggca
ccaacttctg

gggccagagg

ccagcacatg
ggaccaccta
cctggtgace
aggtcagacc
getgegetta
tccagggect
ccaagggact
gectggtate
tgagaclcco
cctggtgcta
tgaacgctac
ctgcgeacce
gtgcaaccct
caagectgga
€CCCacages
aaagaccagt
ccagegtgge
tgagtgcaac
ctgtgaaagg
ceggooetgt
ccaggatgaa
atgtgaagct
actgtetgag
ggggcaatge
tggettccat
cacaaatccg
gtgcccatge
gaacctcace

ccccacctge
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gttgggcgac
atttgggagg
cccggggaaa
ctggagttce
gagccccagg
gtgectgece
ctgcaaccac
tcctacaage
tactotggac
gagatgtfta
caatgccatg
ctcctcatca
caaggttcac
gtgettggec
tgtcaagect
gggcaatgte
cagtggggat
acccacacag
tgecattgetg
ccctgtectg
tattcccage
tgtgcceotg
tgcagteega
ctgegetgtt
gggcaggetg
cagcagtgcc
ctccccaatg
agfggccatg

aacgagttca

getgtgagea
ctgaggacac
ctccatecctg
tggtgecote
tecectgagea
acagecctgtg
atgccaggta
tgcatctgaa
ctggcotget
gtggeggtea
aggagggtct
gectgtecac
tgagttctga
gecgotgtga
gecagtgcag
totgtcgaac
tcectagetg
gegettgect
gtttccacgg
aaggooectgg
agattgtgtg
ggcactttgg
acattgacce
tacaccacac
cccgacagag
catctcctga
tccagggece
gttgccagee

cagggcagtg
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ggtgecaacct
ccgaggegeag
gactggctca
tgtgccgaag
atgggcagag
tgggcatitg
cttgatattt
getggtacgg
cattgactcg
tgectgetgee
ggtgeccage
cctcatctac
gtgcaaccct
cctetgtgec
ccacgaggeg
tggtgeottt
ccggecatgt
ggectgeegt
ggacccacgg
gagecaacgg
ccactgccgg
ggacccatca
aatggatccet
agagggtcca
ctgtcaccge
ccagtgccac
tagctgtgac
ttegtegcctee

ccactgccgt

ggctacttce
gtgctegatg
ggottogtge
getatggact
ttggaactga
gtgcccaagg
cctaatcctg
acagggggaa
ctggtgctec
ctggagegcec
aagacttcte
aatggtgece
catggtgetce
cctggetact
gcactcagca
gggotteget
gtctgcaatg
gatcacacag
ctgccatatg
cactttgcta
geaggetata
aggccaggtg
gatgectgtg
cactgtgece
tgcacatgea
tgtgatccaa
cgetgtgece
Cacccaagee

gocggettte

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2160
2820
2880
2940

3000

3060

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660



gagggeggac ttgttctgag tgccaagage tccactggge

atgoctgtea
actgcagctg
caggaatctt
tgcaggactt
cggetgtget
tgcagggcat
ccacagagga
cagacctgac
agcgagatag
tcaaacattc
cagaggcaga
cggcaagtge
gcaaabacat
gecotgacaga
geocttgteg
gctgeaatgg
cagagctgca
gtcggoaggc
ccaggeggaca
acttcctcaa
tagagctcte
agcgagtceg
gtcgtgccga
aacagaaggc
cccagggtec
aggtacagga
ggocagttgga
cctetacage

tgctacgegg

ttgtegactct cgtggaatag atacacctca

ccgeccaggg gtgtotggig tgcgetetga

tcctgcctge
ggcageoegt
geggtgcottt
cgtaggtgce
getgoggest
agatgtgcaa
gettgeactt
aaacttcctg
acgtcgtgee
tecggoatcgg
ggccaaccag
cataaatgag
gggtgecgac
ggcagegget
gogggeactg
aagcgaggca
getggaacag
ccaggagggg
catcccaget
gagcctggca
gecagctactg
agagacagta
catccggege
gaggatggca
tgeteteotg
agaagaaacg

tectotgegt

catccctgee

acacagcgcce

cgcaacacct
gaaattggse
gatgagaact
aatctcacac
getgectatg
aatacctcag
acagaggcac
cgggeactty
ctggtetete

tgtcgagatg

gcagaaggtig
Cagcageogesg
gocaaccagg
getgatecte
tbagctgagc

gatgteggateg
caggcagcac

gcagtggcteg

goaggeagtg

gatcagtacc

atgeatgctt
tagagcageg
tctggecacat
cagccgectc
aggeccactga
tcaatgccaa
tgeggeaget
acagcatccg
ccctggeagt
tgatggategc
gcaagctcte
gggcaccagg
aggatgggca
tagcactggg
gtagcatcct
CCCaggcageo
aacttcaaga
atagcattga
agatccagea
cgatcctgge
ggcgeggcaag
tggaggagge
acacacggga
gggcactgag
aattgaaacg
ccecagggteg

agacggtgaa
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agaccctggg
gtgtcaccge
ccagtgtecc
cgeggattegg
ggcgcaggag
geaggagaag
cactgcacag
gecacctgact
ccatgcacta
cgaccagceat
gcatgeccat
acctagcect
tcagaaggag
tgcccatace
ggatgeacce
geegegetet
ccgggcecgg
cagcagagtg
cctggacaag
acttatccag
aatggtggcc
cctggegest
acgtactgta
gagetggget
ccagegggea
cacagagcag
ctetgecaggt
gecaggaaat
tgccoccaggag

ggccctaget

ttgeagtgee
ttcacaggtc
cgtggettct
gaccgagteg
ttgcaacaga
ctgggcattg
cttetggage
cagctcgagg
agtgetctge
cttgacttge
agccagtetg
gtgagcaact
gacttcaaca
cacaccctga
tgtgctacaa
ggggecctea
cacacacagg
gectgagacte
getaatgett
agtgtgaagg
acacgggtge
gegattgeag
ggagatgtge
gaggatgaga
cagggtattg
accctgtace
gaaagggctc
agtctggeag
getgageage

gagcgceaagg

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
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cccaaggtgt getggctgea caggceaaggg cagaacaact gegggatgag gotcegggace

tgttgcaage cgetcaggac aagctgceage ggetacagga attggaagge acctatgagg

aaaatgagcg ggcactggag agtaaggcag cccagttgga cgggttggag gecaggatge

gcagegtget tcaagccatc aacttgeagg tgcagatcta caacacctge cagtgaccec

tgcccaagge ctaccccagt toctagcact geocccacatg catgtetgee tatgeactga

agagctecttg gocccggeagg geccccaata aaccagtgtg aacccccaaa aaaaaaa

<210>6
<211> 1798
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met Glu Leu Thr Ser Arg Glu Arg Gly Arg Gly Gln Pro Leu Pro Trp
1 5 10 15

Glu Leu Arg Leu Gly Leu Leu Leu Ser Val Leu Ala Ala Thr Leu Ala
20 25 30

Gin Ala Pro Ala Pro Asp Val Pro Gly Cys Ser Arg Gly Ser Cys Tyr
35 40 45

Pro Ala Thr Gly Asp Leu Leu Val Gly Arg Ala Asp Arg Leu Thr Ala
50 55 60

Ser Ser Thr Cys Gly Leu Asn Gly Pro Gin Pro Tyr Cys Ile Val Ser
65 - 70 75 80

His Leu GIn Asp Glu Lys Lys Cys Phe Leu Cys Asp Ser Arg Arg Pro
' 85 90 95

Phe Ser Ala Arg Asp Asn Pro His Ser His Arg Ile Gin Asn Val Val
100 105 110

Thr Ser Phe Ala Pro Gin Arg Arg Ala Ala Trp Trp Gin Ser Glu Asn
115 120 125

Gly Ile Pro Ala Val Thr Ile Gin Leu Asp Leu Glu Ala Glu Phe His
130 135 140

Phe Thr His Leu Ile Met Thr Phe Lys Thr Phe Arg Pro Ala Ala Met
145 150 155 160
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5817
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Leu Val Glu Arg Ser Ala Asp Phe Gly Arg

Tyr Phe Ser

Pro Pro Arg

Ile Glu
210

Ala Ile
225

Lys Ile

Asp Asn

Ala Leu

Ala Ser

290

Met Val

305

Cys Glu

Glu Asp

Thr His

195

Pro

Pro

Thr

Leu

Tyr

275

Glu

His

GIn

Gly

Ser
355

165

Tyr Asp Cys Gly Ala
180

His Trp Asp Asp Val
200

Ser Thr Glu Gly Glu
215

[le Pro Asp Pro Tyr
230

Asn Leu Arg Val Asn
245

Leu Asp Pro Arg Arg
260

Glu Leu Val Val Arg
280

Cys Ala Pro Afa Pro
295

Gly Ala Cys lle Cys
310

Cys Gin Asp Phe Tyr
325

His Ser His Ala Cys
340

Cys His Phe Asp Met
360

Val Ser Gly Gly Val Cys Asp Gly

370

375

170

Asp Phe
185

Val Cys

Val lle

Ser

Ser

Thr
250

Leu

Glu
265

I[le

Gly Asn

Gly Ala

Lys His

Arg Asp
330

Arg Lys
345

Ala Val

Cys GIn

Thr

Pro

Glu

Tyr

Arg

235

Arg

Arg

Cys

Pro

Asn

315

Leu

Cys

Tyr

His

Trp His Val Tyr Arg
175

Gly Val Pro Leu Ala
190

Ser Arg Tyr Ser Glu
205

Arg Val Leu Asp Pro
220

Ile GIn Asn Leu Leu
240

Leu His Thr Leu Gly
255

Glu Lys Tyr Tyr Tyr
270

Phe Cys Tyr Gly His
285

Ala His Ala Giu Gly
300

Thr Arg Gly Leu Asn
320

Pro Trp Arg Pro Ala
335

Glu Cys His Gly His
350

Leu Ala Ser Gly Asn
365

Asn Thr Ala Gly Arg
380

His Cys Glu Leu Cys Arg Pro Phe Phe Tyr Arg Asp Pro Thr Lys Asp
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385

Leu Arg Asp

Ser GIn Asp

Leu Val Ser
435

Cys Gin GiIn
450

Leu Gly Cys
465

Ser Thr Pro

Val Thr Gly

Ser His Asp
515

Ala Leu Asp
530

Gln His Met
545

Arg Pro Phe

Gin Val Leu

Ser Trp Thr
595

Glu Phe Leu
610

ES 2763433 T3

390 395 400

Pro Ala Val Cys Arg Ser Cys Asp Cys Asp Pro Met Gly

Gly
420

405

Gly

410 415

Arg Cys Asp Ser His Asp Asp Pro Ala Leu Gly
425 430

Gly Gin Cys Arg Cys Lys Glu His Val Val Gly Thr Arg

440 445

Cys Arg Asp Gly Phe Phe Gly Leu Ser 1le Ser Asp Arg

Arg

Cys

Arg

500

Leu

Pro

Val

Leu

Asp

980

Gly

Val

Arg

Asp

485

Gly

Leu

Gin

Gly

Asp

965

Val

Ser

Ala

455 460

Cys Gin Cys Asn Ala Arg Gly Thr Val Pro Gly
470 475 480

Pro Asn Ser Gly Ser Cys Tyr Cys Lys Arg Leu
490 495

Cys Asp Arg Cys Leu Pro Gly His Trp Gly Leu
505 510

Gly Cys Arg Pro Cys Asp Cys Asp Val Gly Gly
520 525

Cys Asp Glu Gly Thr Gly GiIn Cys His Cys Arg
535 540

Arg Arg Cys Glu GIn Val GIn Pro Gly Tyr Phe
550 555 560

His Leu Ile Trp Glu Ala Glu Asp Thr Arg Gly
570 575

Val Glu Arg Leu Val Thr Pro Gly Glu Thr Pro
585 590

Gly Phe Val Arg Leu GIn Glu Gly Gin Thr Leu
600 605

Ser Val Pro Lys Ala Met Asp Tyr Asp Leu Léu
615 620
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Leu Arg Leu Glu Pro GIn Val Pro Glu Gin Trp Ala Glu Leu Glu Leu
625 630 635 640

Ile Val Gln Arg Pro Gly Pro Val Pro Ala His Ser Leu Cys Gly His
645 650 655

Leu Val Pro Lys Asp Asp Arg Ile GIn Gly Thr Leu Gln Pro His Ala
660 665 670

Arg Tyr Leu Ile Phe Pro Asn Pro Val Cys Leu Glu Pro Gly Ile Ser
675 680 685

Tyr Lys Leu His Leu Lys Leu Val Arg Thr Gly Gly Ser Ala Gin Pro
690 695 700

Glu Thr Pro Tyr Ser Gly Pro Gly Leu Leu Ile Asp Ser Leu Val Leu
705 710 715 720

Leu Pro Arg Val Leu Val Leu Glu Met Phe Ser Gly Gly Asp Ala Ala
125 730 735

Ala Leu Glu Arg Gln Ala Thr Phe Glu Arg Tyr Gin Cys His Glu Giu
740 745 750

Gly Leu Val Pro Ser Lys Thr Ser Pro Ser Glu Ala Cys Ala Pro Leu
755 760 765

Leu Ile Ser Leu Ser Thr Leu Ile Tyr Asn Gly Ala Leu Pro Cys Gln
770 775 780

Cys Asn Pro GIn Gly Ser Leu Ser Ser Glu Cys Asn Pro His Gly Gly
785 790 795 800

GIn Cys Leu Cys Lys Pro Gly Val Val Gly Arg Arg Cys Asp Leu Cys
805 810 815

Ala Pro Gly Tyr Tyr Gly Phe Gly Pro Thr Gly Cys Gln Ala Cys GIn
820 825 830

Cys Ser His Glu Gly Ala Leu Ser Ser Leu Cys Glu Lys Thr Ser Gly
835 840 . 845

Gln Cys Leu Cys Arg Thr Gly Ala Phe Gly Leu Arg Cys Asp Arg Cys
850 855 860
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GIn Arg Gly GIn Trp Gly Phe Pro Ser Cys Arg Pro Cys Val Cys Asn
865 870 875 880

Gly His Ala Asp Glu Cys Asn Thr His Thr Gly Ala Cys Leu Gly Cys
885 890 895

Arg Asp His Thr Gly Gly Glu His Cys Glu Arg Cys Ile Ala Gly Phe
900 905 910

His Gly Asp Pro Arg Leu Pro Tyr Gly Gly Gin Cys Arg Pro Cys Pro
915 920 925

Cys Pro Glu Gly Pro Gly Ser GIn Arg His Phe Ala Thr Ser Cys His
930 » 935 940

GIn Asp Glu Tyr Ser GIn GIn Ile Val Cys His Cys Arg Ala Gly Tyr
945 950 955 960

Thr Gly Leu Arg Cys Glu Ala Cys Ala Pro Gly His Phe Gly Asp Pro
965 970 975

Ser Arg Pro Gly Gly Arg Cys Gln Leu Cys Glu Cys Ser Gly Asn lle
980 985 990

Asp Pro Met Asp Pro Asp Ala Cys Asp Pro His Thr Gly Gin Cys Leu
995 1000 1005

Arg Cys Leu His His Thr Glu Gly Pro His Cys Afa His Cys Lys
1010 1015 . 1020

Pro Gly Phe His Gly GIn Ala Ala Arg Gln Ser Cys His Arg Cys
1025 1030 1035

Thr Cys Asn Leu Leu Gly Thr Asn Pro GlIn GIn Cys Pro Ser Pro
1040 1045 1050

Asp Gin Cys His Cys Asp Pro Ser Ser Gly GIn Cys Pro Cys Leu
1055 1060 1065

Pro Asn Val GIn Gly Pro Ser Cys Asp Arg Cys Ala Pro Asn Phe
1070 1075 1080

Trp Asn Leu Thr Ser Gly His Gily Cys Gin Pro Cys Ala Cys His
1085 1090 1095
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Pro Ser Arg Ala Arg Gly
1100

Cys His Cys Arg Ala Gly
1115

GIn Glu Leu His Trp Gly
1130

Asp Cys Asp Ser Arg Gly
1145

Thr Gly His Cys Ser Cys
1160

Asp GIn Cys Ala Arg Gly
1175

Pro Cys His Ala Cys Phe
1190

Leu Ala Ala Arg Thr GIn
1205

Gin Gln Thr Gly Val Leu
1220

Met GIn Glu Lys Leu Gly
1235

Asn Thr Ser -Ala Ala Ser
1250

Glu Leu Arg Arg Glu Ile
1265

Leu Glu Ala Asp Leu Thr
1280

Asn His Ala Leu Ser Gly
1295

Pro Thr Cys Asn Glu Phe Thr
1105 1110

Phe Gly Gly Arg Thr Cys Ser
1120 1125

Asp Pro Gly Leu GIn Cys His
1135 1140

[le Asp Thr Pro GIn Cys His
1150 1155

Arg Pro Gly Val Ser Gly Val
1165 1170

Phe Ser Gly lle Phe Pro Ala
1180 1185

Gly Asp Trp Asp Arg Val Val
1195 1200

Arg Leu Glu GIn Arg Ala GIn
1210 1215

Gly Ala Phe Glu Ser Ser Phe
1225 1230

Ile Val GIn Gly Ile Val Gly

1240 1245

Thr Ala Gin Leu Val Glu Ala
1255 1260

Gly Glu Ala Thr Glu His Leu
1270 1275

Asp Val GIn Asp Glu Asn Phe
1285 1290

Leu Glu Arg Asp Arg Leu Ala
1300 1305

Gly Gin

Glu Cys

Ala Cys

Arg Phe

Arg Cys

Cys His

GIn Asp

Glu Leu

Trp His

Ala Arg

Thr Glu

Thr Gin

Asn Ala

Leu Asn

Leu Thr Leu Arg GlIn Leu Asp Gln His Leu Asp Leu Leu Lys His
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1310 1315 1320

Ser Asn Phe Leu Gly Ala Tyr Asp Ser Ile Arg His Ala His Ser
1325 1330 1335

Gln Ser Ala Glu Ata Glu Arg Arg Ala Asn Thr Ser Ala Leu Ala
1340 1345 1350

Val Pro Ser Pro Val Ser Asn Ser Ala Ser Ala Arg His Arg Thr
1355 1360 1365

Glu Ala Leu Met Asp Ala Gin Lys Glu Asp Phe Asn Ser Lys His
1370 1375 1380

Met Ala Asn GIn Arg Ala Leu Gly Lys Leu Ser Ala His Thr His
1385 1390 1395

Thr Leu Ser Leu Thr Asp Ile Asn Glu Leu Val Cys Gly Ala Pro
1400 1405 1410

Gly Asp Ala Pro Cys Ala Thr Ser Pro Cys Gly Gly Ala Gly Cys
1415 1420 1425

Arg Asp Glu Asp Gly Gin Pro Arg Cys Gly Gly Leu Ser Cys Asn
1430 1435 1440

Gly Ala Ala Ata Thr Ala Asp Leu Ala Leu Gly Arg Ala Arg His
1445 1450 1455

Thr GIn Ala Glu Leu GIn Arg Ala Leu Ala Glu Gly Gly Ser Ile
1460 1465 1470

Leu Ser Arg Val Ala Glu Thr Arg Arg Gln Ala Ser Glu Ala Gin
1475 1480 1485

Gln Arg Ala Gln Afa Ala Leu Asp Lys Ala Asn Ala Ser Arg Gly
1490 1495 1500

Gin Val Glu GIn Ala Asn Gln Glu Leu Gin Glu Leu Ile Gin Ser
1505 1510 1515

Val Lys Asp Phe Leu Asn GIn Glu Gly Ala Asp Pro Asp Ser lle
1520 1525 1530
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Glu Met Val Ala Thr Arg Val Leu Glu Leu Ser Ile Pro Ala Ser

Ala

Arg

Asp

Arg

Ala

Ala

Leu

Ser

Ala

Ala

Glu

Lys

Ala

Ala

15635

Glu GIn Ile GIn His
1550

Ser Leu Ala Asp Val
1565

Val Arg Arg Ala Glu
1580

Ser Trp Ala Glu Asp
1595

Ala Leu Glu Glu Ala
1610

Ile Arg Gly Ala Val
1625

Tyr Gin Val GIn Glu
1640

Ser Ala Gly Glu Arg
1655

Leu Lys Leu Lys Arg
1670

Glu Glu Thr Ala Gly
1685

Gln Leu Leu Arg Gly
1700

Ala Leu Ala Glu Arg
1715

Arg Ala Glu Gin Leu
1730

Ala Gin Asp Lys Leu
1745

1540 1545

Leu Ala Gly Ala Ile Ala Glu Arg Val
1555 1560

Asp Ala Ile Leu Ala Arg Thr Val Gly
1570 1575

GIn Leu Leu GIn Asp Ala Arg Arg Ala
1585 1590

Glu Lys GIn Lys Afa Glu Thr Val Gin
1600 1605

GIn Arg Ala Gin Gly Ile Ala Gin Gly
1615 1620

Ala Asp Thr Arg Asp Thr Glu Gin Thr
1630 1635

Arg Met Ala Gly Ala Glu Arg Ala Leu
1645 1650

Ala Arg GIn Leu Asp Ala Leu Leu Glu
1660 1665

Ala Gly Asn Ser Leu Ala Ala Ser Thr
1675 1680

Ser Ala Gin Gly Arg Ala GIn Glu Ala
1690 1695

Pro Leu Gly Asp GIn Tyr Gin Thr Val
1705 1710

Lys Ala Gin Gly Val Leu Ala Ala GIn
1720 1725

Arg Asp Glu Ala Arg Asp Leu Leu Gin
1735 1740

Gln Arg Leu Gln Glu Leu Glu Gly Thr
1750 1755
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Tyr Glu Glu Asn Glu Arg Ala Leu Glu Ser Lys Ala Ala Gln Leu
1760 1765 1770

Asp Gly Leu Glu Ala Arg Met Arg Ser Val Leu Gin Ala Ile Asn
1715 1780 1785

Leu GIn Val Gin Ile Tyr Asn Thr Cys Gln
1790 1795

<210>7

<211> 7889

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

79



gtgeaggctg
Cggcgageag
CCECCaccge
ctecgeeega
agegtgegeg
geecggetetg
cagccatgga
tcaacgccge
aatactgtgt
ggcageccca
ccacctggtg
tcacgeotgca
geecgeecgga
accagtacta
ggacaggagg
tcactegees
acaatagccc
gectgaacac
atgccatctc

gtatgaagaa

ctcocggggt
cgeggtecte
ccgegeogga
cgcogetagg
cggcgggatg
gecegtgetg
cgagtgcacg
cttcaacgtg
gcagaccggg
cctgecagecac
gcaaagccag
cctgggaaaa
gagctttigee
cagtggttce
ggacgagecag
caacgtggec
tgtgetgecag
ttttggagat
tgattttect

cgaatttgat
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aggtgaggga
gctaggggeg
gtcaggecce
cgagaggaac
agagggagece
geecgtgetgg
gacgagesce
actgtggteg
gtgaccgegs
ggggcagcct
accatgbfgg
gotttigaca
atttacaage
tgtgagaaca
caggecttgt
ttttctacce
gaatgggtaa
gaagtgttta
gtaggtggea

aagctggtet

agcgeggagg
cccaccegte
tgggccccea
gegeeggtac
atcgggccec
cggeggecge
ggCggLececa
ccaccaacac
tcaccaagtc
tcctgacgga
ccgggetgca
tcacctatgt
gcacacggga
cctactccaa
gtactgatga
tggaaggaag
ctgccactga
acgatcccaa
gatgtaaatg

gtaattgcaa

80
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agtctctccg
ggctcaagea
ccttgectte
geecggeeetg
CECEECELEC
gegetgeatg
gtgtgggact
ctgtcacctg
ctacaacaac
gtaccccage
gegtotcaag
agacggecce
ggcaaaccge
attcagtgac
gCCcagegee
catcagagta
agttctcaag
taatggacac

acataacaca

gegeagtgst
gegogageceg
gcegaagegec
geegtgacce
CEgECCCeees
tgtgcccagg
ccogagtteg
ccgeecgagg
tgecgacgecg
caggeogaca
tccatcaace
ttccacacca
tggattectt
ggcttcatca
atttctccee
tataactttg
actcttaatc
tcctattatt
gcaagecgagt

tatggagtag

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

1020
1080
1140
1200



actgtgaaaa
gtgccagtga
ctgaactcta
atggcgcecca
gctetteatg
gatgcagetg
attctctcac
aatgtaatat
aaagatgcaa
gettetgett
tctectetac
aagcatetet
ttceteggta
agaacctcte
ttgtgcttga
atccaagtga
geaggcetgc
agatacgtgg
gtgetegtee
gatatggage
ttggaccata
ctgagacagg
gtgatggeta
gtecetggage
gtcctactgg
ccctgggtag
atcccaatge
acactgctgg
ccaatccage

agagcagctg

gtgteticet
atgcctgece
tegttecact
ctgtgagagg
ccactgtagt
taagccagga
tgaagcagea
tgaaacagga
acctggattt
tgggeattet
ctttcagatt
cgagtggtece
cttcattget
cttetecttt
gggagetege
gaccactgtg
tettacccot
gacatacagt
tgggcotgga
geagttttgt
cagtccatgt
tgtttgtaac
ctatggagat
ttcaagttgt
caccactggt
aaacggecct
agttggaaat
cttctattgt
agacaaatgc

taaccccgtg
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ttcttcaatg
tgtgattgca
ggccatggeg
tgeccgagaga
cctgtggget
gtgatgegeg
tgcaggecat
agatgtgttt
tttaatctgg
totgtotgta
gatgaggatg
tctgagagge
cctgcaaagt
cgagtggaca
ttaagagtat
aagtatgtet
tttgaattte
gagagaagig
gtcectgeaa
gagatgtece
gtgctttgcg
tgcagagaca
tcaactgcag
getgttgtte
aagagatgtg
gtgagacttt
tgcaateget
gaccggtgca
aaagectgea

acggggeagt

accggeogte
atggtcegatce
gecactgtac
acttottecg
ctctaagcac
acaaatgtga
getettgtea
gcaaagacaa
aatcatctaa
caaacgetgt
getggegtee
aagatatcge
tettgggcaa
ggcgagatac
ctgtaccott
tcaggctcca
agaagctect
ctggatattt
citgegtega
totcaggtta
cctgcaatgg
atacggoteg
gecaccteocte
ccaagacaaa
agctctgtga
gecgectgte
tgacgggaga
aagacggatt
attgcaatcet

gtgaatgttt

81

gaggaggeeca
ccaggaatge
caactgcecag
ccttggcaac
acagtgtgat
ccgttgecag
tcoctetgge
tgtcgaagge
tecteggget
teggetacagt
ggaacagaga
cgtgatctea
goaggtette
tcgectetot
gatcgetcag
tgaagcaaca
aaacaacttg
gegatgatgtce
gtcctgeace
cagaagagaa
acacagcgag
ccegeactgt
cgattgccaa
ggaggtggte
tgatggctac
ccagtgcagt
atgcctgaag
ttttggaaat
gtatgggace

geetcacgtg

actgcggaaa
tacttcgace
gataacacag
aatgaagect
agttacggea
cctggattce
agcatagatg
ttcaattgtg
tgcacaccet
gtttattcta
gatggctectg
gacagctact
agttatggte
gocagaagace
ggcaattect
gattaccctt
acctctatca
accctggeaa
tgteectgteg
actcctaate
acctgtgatc
gagaagtgca
ccctgteegt
tgcaccaact
tttggagace
gacaacatcg
tgcatctata
cccetggete
atgaagcagc

actggccagg

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



actgtggtec
gtgactgcca
agtgccagec
ttggacctga
gcaaagatga
gtgaagaaaa
accggetggt
tcatagcaaa
taaaggaagc
ttgaccagaa
geegtttaca
gtgcccatgt
caaaagtcge
acatgactct
atgacattgt
ttctgaggac
agtatgaaca
aggaggccaa
geccttitgga
atctggaaca
gagggaagea
cagaccaact
aggeacggga
gecgtglgaa
accagaccat
ctgegecgga
ctgtccaaaa
cagatctgga

taaagagaaa
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tigtgaccct ggattctaca atctgcagag

tgccttggee tccaccaatg ggeagtgtga

cggcatcact ggtcagcact gtgagegetg

aggectgcaaa
tggteogetgt
ctatttctac
aaaggataag
cottggaact
agagagggaa
tttgatggat
gaatatcegg
agagaacaca
tgctegccaat
tttggcagaa
tcgagtggea
actggcagega
agcgaagaac
aagggecggt

ctetgagaca

‘actgattgac

acttgaagtc
cctagececega
taccttacaa
cgataacaag
cactgaagcc
tgccacagag
gaatgccace
taatgaggtg

acaagatgac

coctgtgact
gaatgcagag
aatcggtett
gttgetgate
ggggatgaga
gttatggacc
cgectacaga
aataccattg
gageggttga
gtgtcagtca
gaggctcgaa
aagacagcca
gaaaatcaaa
atctcacagg
gacaaagctg
ctggagaatg
cagaaattaa
aagaaccttc
getgatgetg
gaagctaatg
acggecgoag
aatgaaaaga
gccaagaaca
agecaccaagg
aacaatatgt

getgaccagg

gtcatcctga
aaggetttgt
ggeectggety
atagagtgaa
tggtegacaga
tecttcoglga
gagtgaataa
aagagactgg
ttgaaatcgc
ctcagccaga
agcttgctga
atgatacgtc
cagcatttga
atctggaaaa
tggagatcta

aagcaaataa

aagattatga'

tggagaaagg
ccaaggeect
acattctcaa
aggaggcact
ccagagaago
aggeccatga
cagaagctga
tgaagcaact

acatgatgat

82

tgggcaagse
catccgeace
tgaggtcaac
gggatetott
gggaaatege
ccaggaatgt
gctccaggaa
tcaagcctte
ggcccaggat
cactctgtee
aaactigget
atccagagaa
atctacaggg
acgtcataaa
aactgaggeca
gattgaagag
acaagetgec
tgccagegte
cataaagatg
ggacctcaga
caagactgaa
cgctgaagaa
caacctgaaa
aaggaagatt
CCagcageceo
ggcggagagg
aagaactttt
gcaggaagea

ggcagggatg

tgtgagaggt
geccagtetg
cactttgget
tcacttcagt
tgtgaccagt
ccagecttgtt
ttagagagtc
gaggatagac
gtcaaagatg
agccaaatta
gaacaagcge
cttgagaaag
gacccaaaca
caggaagetg
tacaacctge
cttaatagga
cgagtacatg
gctcagetga
gaagctgaga
gaagatatga
cagcagaccg
getgeaaaga
gattttgata
cctgecatea
ctgggcagteg
atcgcgageg
gcagaagtta
gaaaaagage

gottcacagg

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



ctgotcaaga
gcattattaa
taaacgagat
ataggaaagt
ataaccgaga
ccttaccate
ggaéggcagc
agattacatt
ggaaaagtca
tttatctaat
atttgcgtga
cccatgtatg
tccteagtet
gtgatggeca
ttecttctaa
cggtagecat
gtcaggatgc
tattaataat
aatctggatg
aaatggaact
tcaaactaat
cagagaacag
tagtetttte
tatccatttg
tgatgtttee
tacttgcact
taaatccact
agtgggettc
ccctgecaca

acactatgca

agccgagatc
tgacctottg
tgaaggcace
gtctgacctg
tatcgaggag
tggetgette
atccctetga
tttcagacce
cagagtttaa
aaagtgtcte
ggacgtggea
ctggggtaga
cagtactett
gtatatccag
gcaaaaggaa
ccatcagtge
aattatttat
tgactaggaa
ggcagettge
tacacagaag
tottacaget
ttaatcccta
tagcaaaggg
ttettctgtt
atcttccaga
cagtatttca
ctaaacctic
tcaacttttg
cacccccttc

actttgtact
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aatgccagaa
gagcagetgg
ctaaacaaag
gagaatgaag
atcatgaagg
aacaccceegt
caggeegeegca
ccactcectict
agagaagcaa
ttcecatteac
tcctacgtta
gcaagtagce
gtttctatga
tccatggata
ataaacatcc
ttttagttat
aaaagtctcc
gatgaacttt
actéaccaat
aaatagggat
tttttattag
aggtcttgac
ataaaactta
ggagagatga
atccctcaaa
cacagctgec
cctctaagig
atcctcaget
ctcctaccaa

ttgcgtagea

aagccaaaaa
ggcagetgga
ccaaagatega
ccaagaagca
acattcgcaa
ccattgaaaa
gttgtgagec
getgetgtee
attaaacatc
gttgctacet
ctgtacagtg
ctceecctgte
aggaaaagtt
aagaaaatgc
tgtgccaaag
tatgagtgta
aggtgaacat
ttttcagatc
agaccaaaag
atgataacca
ttagtetteg
aaaacagaag
gatggcaget
gacatttgac
aaacattgtt
aacgctatcg
tagagggaag
ctgtgetttt
cccaccttteg

geggogeget

83

ctetgttact
tacagtggac
aatgaaggte
ggaggetgee
tetggaggac
gcoctagtet
cacagagtgc
atgactgtcc
ctgaatcggg
tacccacact
gcataagcac
tcatcgatac
tggctactaa
atctgcatot
gtattggtca
ggacactgag
ggctgaagat
tttggecage
acatcttttg
ctaaaatttt
aactagtgtt
aaaaacaagc
tgtactgtca
ccttagetece
tgccaaatco
agttcctgea
acccttacgt
aagaccacag
agatfcatat

gggeeeaaag

agectcctea
ctgaataage
agcgatettg
atcatggact
atcaggaaga
ctttagggct
cttgacacaa
ttttgaacca
aacaaagggt
tteccttetg
atcgtgtgag
cagcagaacc
cagtagcatt
cctaccecte
tttagaatgt
ccatcegtge
tttictagta
tgataattta
atattcttat
gttitcaaaa
aagtatctgg
ctectegtec
gaatccecgtg
égttttcttc
tggteggcaaa
ctttgtgatt
ggagtttect
tgtgacagtt
atagccttta

aaactattat

4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5620
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540



ctgacacact
ttgtttatca
atgacactct
ctccttecct
gecagcatctc
agaggtaact
ttttacaatg
ttgotgaaga
tttctggecaa
cacttaggge
cttagttectt
acaagtgttt
tactatggca
gttcatttca
actgaagatt
aatggggtee
cacctgtgtg
agatgatacc
atctgtattt
ggattaftat

tttatatgtg

getgetatta
tgattataga
gttecactttg
cccttetaga
cattctctaa
tgggtectet
ttccagagea
ggatcttitga
ttgttggage
atcaggaaca
gatgatccca
tgacgatata
ggagatgteg
ttaagtggct
gactgccaag
tttggttteg
gtatattttt
ttaattacac
tatgtaatgt
actgctattt

cctteacttt
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attatttcaa
ataaggaatt
ctcaattttt
attctttega
aattaatata
tccattgcag
ggaacgeceag
cgccacagtg
tggataggta
gtgctactta
cttectgttt
ctectgaget
cgtgetgttg
acatcctaac
ctagtttggg
tttectttta
taagcagaat
tcccgéaaca
aattgacagg
ttccctgaat

agetgtttge

ggttaataaa atgcaacact tggcattttt

aataaaatct gaatatttet aacccettta

<210>8

<211> 1609

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Met Arg Gly Ser His Arg Ala Ala Pro Ala Leu Arg Pro Arg Gly Arg

1 5

atttatattt
tatgtaaata
ccteotteact
ttgtactcca
attgctttce
tcctgatgat
gttgacaage
ggactageca
agttttataa
ctgatgggta
ccatctgett
ttcactectge
caaagttttc
atatgcattt
tgaagttcac
actttetttt
tttatttttt
cagccattat
atggetgetg
ttttttectt
cttaatctct

atgttttaag

10

84

ttgtgtgaat
tacttagtcc
ggecacaatgt
aagaattgtg
tccacaccca
cctaacctge
tatggtagga
ggaatgaggg
gggagtacat
gactgggaga
geggatatacce
tgctteteee
acgtcattgt
ggtcaaggtt
tccagcaagt
tettatttegc
aaaataaaag
tttattgtct
cagaatgctg
tgaattccaa
acégccttgc

aaaaacagta

gttttgtett
tatttctaga
atctgaatac
cettgtgttt
gccactgtaa
agcacgeteg
ttaggaaagt
agaaatgccc
tttgactgag
ggtggtgtaa
agagtttacc
aggectctte
ttectggcta
gcagaagagg
ctcaggccac
ttttetecte
gttctttaca
agctccagtt
gttgacacag
ctgtggacct
tcteoggggt

ttttatttat

15

6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
1080
7140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1140
7800
1860
1889



Leu

Ala

Arg

Ala

65

Gly

Pro

Ala

Tyr

Ile

145

Ala

Tyr

Phe

Phe

Leu

225

Gin
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Trp Pro Val Leu Ala Val Leu Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Cys

20

GIn Ata Ata Met Asp Glu Cys
35 40

Cys Met Pro Glu Phe Val Asn
50 55

Thr Asn Thr Cys Gly Thr Pro
70

Val Thr Gly Val Thr Lys Ser

85

GIn His Gly Ala Ala
100

His Leu

Asp Thr
115

Thr Trp Trp Gin Ser
120

Ser Ile Asn Leu Thr
135

Pro Ser
130

Thr Tyr Val Arg Leu Lys Phe

150

Lys Arg Thr Arg Glu
165

Ile Tyr

Gly Ser Cys Glu Asn
180

Tyr Ser

Ile Arg Thr Gly Gly Asp Glu
195 200

Ser Asp Ile Ser Pro Leu Thr
210 215

Glu Gly Arg Pro Ser Ala Tyr
230

Glu Trp Val Thr Ala Thr Asp
245

25 30

Thr Asp Glu Gly Gly Arg Pro
45

Ala Ala Phe Asn Val Thr Val

60

Pro Glu Glu Tyr

15

Cys Val GIn

Cys His Leu Cys

90

Asp Ala Gly
95

Phe Leu
105

Thr Asp Tyr Asn Asn

110

Gin Thr Met Leu Ala Gly Val

125

Leu Gly
140

Leu His Lys Ala Phe

His Thr Ser Arg Pro Glu Ser

155

Prd Tyr
175

Gly
170

Asp Pro Trp lle

Thr
185

Ser Lys Ala Asn Arg

190

Tyr

Gin GIn Ala Leu Cys Thr Asp

206

Gly Gly Asn Val

220

Ala Phe Ser

Phe Asp Asn
235

Asn Ser Pro Val

Ile Arg Val Thr
250

Asn Arg
255

lLeu

85

Gln

Val

Thr

80

GIn

Gin

Gin

Asp

Phe

160

Gin

Gly

Giu

Thr

Leu

240

Leu
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Asn Thr Phe Gly Asp Glu Val Phe Asn Asp Pro Lys Val Leu
260 265 270

Tyr Tyr Tyr Ala Ile Ser Asp Phe Ala Val Gly Gly Arg Cys
275 280 285

Asn Gly His Ala Ser Glu Cys Met Lys Asn Glu Phe Asp Lys
290 295 300

Cys Asn Cys Lys His Asn Thr Tyr Gly Val Asp Cys Glu Lys
305 310 315

Pro Phe Phe Asn Asp Arg Pro Trp Arg Arg Ala Thr Ala Glu
325 330

Ser Glu Cys Leu Pro Cys Asp Cys Asn Gly Arg Ser Gln Glu
340 345 350

Phe Asp Pro Glu Leu Tyr Arg Ser Thr Gly His Gly Gly His
355 360 365

Asn Cys Gin Asp Asn Thr Asp Gly Ala His Cys Glu Arg Cys
370 375 380

Asn Phe Phe Arg Leu Gly Asn Asn Glu Ala Cys Ser Ser Cys
385 390 395

Ser Pro Val Gly Ser Leu Ser Thr Gln Cys Asp Ser Tyr Gly
405 410

Ser Cys Lys Pro Gly Val Met Gly Asp Lys Cys Asp Arg Cys
420 425 430

Gly Phe His Ser Leu Thr Glu Ala Gly Cys Arg Pro Cys Ser
435 440 445

Pro Ser Gly Ser Ile Asp Glu Cys Asn Ile Glu Thr Gly Arg
450 455 460

Cys Lys Asp Asn Val Glu Gly Phe Asn Cys Glu Arg Cys Lys
465 470 475

Phe Phe Asn Leu Glu Ser Ser Asn Pro Arg Gly Cys Thr Pro
485 490

86

Lys Ser

Lys Cys

Leu Val

Cys Leu
320

Ser Ala
335

Cys Tyr

Cys Thr

Arg Glu

His Cys
400

Arg Cys
415

Gln Pro

Cys Asp

Cys Val

Pro Gly

480

Cys Phe
495



ES 2763433 T3

Cys Phe Gly His Ser Ser Val Cys Thr Asn Ala Val Gly Tyr Ser Val
500 505 510

Tyr Ser Ile Ser Ser Thr Phe Gln [le Asp Glu Asp Gly Trp Arg Ala
515 520 525

Glu GIn Arg Asp Gly Ser Glu Ala Ser Leu Glu Trp Ser Ser Glu Arg
530 535 540

GIn Asp Ile Ala Val Ile Ser Asp Ser Tyr Phe Pro Arg Tyr Phe lle
545 550 555 560

Ala Pro Ala Lys Phe Leu Gly Lys Gln Val Leu Ser Tyr Gly Gln Asn
565 570 575

Leu Ser Phe Ser Phe Arg Val Asp Arg Arg Asp Thr Arg Leu Ser Ala
580 585 590

Glu Asp Leu Val Leu Glu Gly Ala Gly Leu Arg Val Ser Val Pro Leu
595 600 605

Ile Ala GIn Gly Asn Ser Tyr Pro Ser Glu Thr Thr Val Lys Tyr Val
610 615 620

Phe Arg Leu His Glu Ala Thr Asp Tyr Pro Trp Arg Pro Ala Leu Thr
625 630 635 640

Pro Phe Glu Phe GIn Lys Leu Leu Asn Asn Leu Thr Ser Ile Lys Ile
’ 645 650 655

Arg Gly Thr Tyr Ser Glu Arg Ser Ala Gly Tyr Leu Asp Asp Val Thr
660 665 670

Leu Ala Ser Ala Arg Pro Gly Pro Gly Val Pro Ala Thr Trp Val Glu
675 680 685

Ser Cys Thr Cys Pro Val Gly Tyr Gly Gly GIn Phe Cys Glu Met Cys
690 695 700

Leu Ser Gly Tyr Arg Arg Glu Thr Pro Asn Leu Gly Pro Tyr Ser Pro
705 710 715 720

Cys Val Leu Cys Ala Cys Asn Gly His Ser Glu Thr Cys Asp Pro Glu

87



125

Thr Gly Val Cys Asn
740

Lys Cys Ser Asp Gly
755

Asp Cys GIn Pro Cys
770

Pro Lys Thr Lys Glu
785

Glu
805

Gly Lys Arg Cys

Gly Arg Asn Gly
820

Pro

Asn Ile Asp Pro Asn

835

Cys Leu Lys Cys Ile

850

Lys Asp Gly Phe
865

Phe

Asn
885

Cys Lys Ala Cys

Ser Cys Asn Pro Val

900

Gly GIn Asp Cys
915

Gly

Gly GIn Gly Cys Glu

930

Gly GIn Cys Asp
945

[le
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Cys Arg Asp Asn
145

Tyr Tyr Gly Asp
760

Pro Cys Pro Gly
715

Val Val Cys Thr
790

lLeu Cys Asp Asp

Val Arg Leu Cys
825

Ala Val Gly Asn
840

Tyr Asn Thr Ala
855

Gly Asn Pro Leu
870

Cys Asn Leu Tyr

Thr Gly Gin Cys
905

Ala Cys Asp Pro
920

Arg Cys Asp Cys
935

Arg Thr Gly GIn
950

88

130

135

Thr Ala Gly Pro His Cys Glu

Ser

Gly

Asn

Gly

810

Arg

Cys

Gly

Ala

Gly

890

Glu

Gly

His

Cys

Thr Ala

Ser Ser
780

Cys Pro
795

Tyr Phe

Leu Cys

Asn Arg

Phe Tyr
860

Pro Asn
875

Thr Met

Cys Leu

Phe Tyr

Ala Leu
940

Glu Cys
955

150

Gly Thr Ser Ser
765

Cys Ala Val Val

Thr Gly Thr Thr
800

Gly Asp Pro Leu
815

Gln Cys Ser Asp
830

Leu Thr Gly Glu
845

Cys Asp Arg Cys

Pro Ala Asp Lys
880

Lys Gin GlIn Ser
895

Pro His Val Thr
910

Asn Leu Gln Ser
925

Gly Ser Thr Asn

Gin Pro Gly Ile
960



Thr

Pro

Leu

Gly

Ser

Lys

Ser

GIn

Asp

Leu

lle

Asn

Leu

Ala

Asn

ES 2763433 T3

Gly GIn His Cys Glu Arg Cys Glu Val Asn His Phe Gly Phe Gly
965 970 975
Glu Gly Cys Lys Pro Cys Asp Cys His Pro Glu Gly Ser Leu Ser
980 985 990
GIn Cys Lys Asp Asp Gly Arg Cys Glu Cys Arg Glu Gly Phe Va
995 1000 1005

Asn Arg Cys Asp GIn Cys Glu Glu Asn Tyr Phe Tyr Asn Arg
1010 1015 1020

Trp Pro Gly Cys Gin Glu Cys Pro Ala Cys Tyr Arg Leu Val
1025 1030 1035

Asp Lys Val Ala Asp His Arg Val Lys Leu GIn Glu Leu Glu
1040 1045 1050

Leu Ile Ala Asn Leu Gly Thr Gly Asp Glu Met Val Thr Asp
1055 1060 1065

Ala Phe Glu Asp Arg Leu Lys Glu Ala Glu Arg Glu Val Met
1070 1075 1080

Leu Leu Arg Glu Ala Gin Asp Val Lys Asp Val Asp Gin Asn
1085 1090 1095

Met Asp Arg Leu Gin Arg Val Asn Asn Thr Leu Ser Ser Gin
1100 1105 1110

Ser Arg Leu Gin Asn Ile Arg Asn Thr Ile Glu Glu Thr Gly
1115 1120 1125

leu Ala Glu Gin Ala Arg Ala His Val Glu Asn Thr Glu Arg
1130 1135 1140

Ile Glu Ile Ala Ser Arg Glu Leu Glu Lys Ala Lys Val Ala
1145 1150 1155

Ala Asn Val Ser Val Thr GlIn Pro Glu Ser Thr Gly Asp Pro
1160 1165 1170

Asn Met Thr Leu Leu Ala Glu Glu Ala Arg Lys Leu Ala Glu

1175 1180 1185

89
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Arg His Lys Gln Glu Ala Asp Asp Ile Val Arg Val Ata Lys Thr
1190 1195 1200

Ala Asn Asp Thr Ser Thr Glu Ala Tyr Asn Leu Leu Leu Arg Thr
1205 1210 1215

Leu Ala Gly Glu Asn GIn Thr Afa Phe Glu fle Glu Glu Leu Asn
1220 1225 1230

Arg Lys Tyr Glu GIn Ala Lys Asn Ile Ser GIn Asp Leu Glu Lys
1235 1240 1245

Gln Ala Ala Arg Val His Glu Glu Ala Lys Arg Ala Gly Asp Lys
1250 1255 1260

Ala Val Glu lle Tyr Ala Ser Val Ala Gln Leu Ser Pro Leu Asp
1265 1270 1275

Ser Glu Thr Leu Glu Asn Glu Ala Asn Asn Ile Lys Met Glu Ala
1280 1285 1290

Glu Asn Leu Glu GIn Leu Ile Asp Gin Lys Leu Lys Asp Tyr Glu
1295 1300 1305

Asp Leu Arg Glu Asp Met Arg Gly Lys Glu Leu Glu Val Lys Asn
1310 1315 1320

Leu Leu Glu Lys Gly Lys Thr Glu GIn Gin Thr Ala Asp Gin Leu
1325 _ 1330 1335

Leu Ala Arg Ala Asp Ala Ala Lys Ala Leu Ala Glu Glu Ala Ala
1340 1345 1350

Lys Lys Gly Arg Asp Thr Leu GlIn Glu Ala Asn Asp lle Leu Asn
1355 1360 1365

Asn Leu Lys Asp Phe Asp Arg Arg Val Asn Asp Asn Lys Thr Ala
1370 1375 1380

Ala Glu Glu Ala Leu Arg Lys Ile Pro Ala Ile Asn GiIn Thr Ile
1385 1390 1395

Thr Glu Ala Asn Glu Lys Thr Arg Glu Ala GIn GIn Ala Leu Gly
1400 1405 1410
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Ser Ala Ala Ala Asp Ala Thr Glu Ala Lys Asn Lys Ala His Glu
1415 1420 1425

Ala Glu Arg Ile Ala Ser Ala Val Glin Lys Asn Ala Thr Ser Thr
1430 1435 1440

Lys Ala Glu Ala Glu Arg Thr Phe Ala Glu Val Thr Asp Leu Asp
1445 1450 1455

Asn Glu Val Asn Asn Met Leu Lys Gin Leu GIn Glu Ala Glu Lys
1460 1465 1470

Glu Leu Lys Arg Lys Gln Asp Asp Ala Asp GIn Asp Met Met Met
1475 1480 1485

Ala Gly Met Ala Ser Gin Ala Ala Gln Glu Ala Glu Ile Asn Ala
1490 1495 1500

Arg Lys Ala Lys Asn Ser Val Thr Ser Leu Leu Ser 1Ile Ile Asn
1505 1510 1515

Asp Leu Leu Glu GIn Leu Gly GIn Leu Asp Thr Val Asp Leu Asn
1520 1525 1530

Lys Leu Asn Glu Ile Glu Gly Thr Leu Asn Lys Ala Lys Asp Glu
1535 1540 1545

Met Lys Val Ser Asp Leu Asp Arg Lys Val Ser Asp Leu Glu Asn
1550 1555 1560

Glu Afa Lys Lys Gln Glu Ala Ala 1le Met Asp Tyr Asn Arg Asp
1565 1570 ' 1575

Ile Glu Glu Ile Met Lys Asp Ile Arg Asn Leu Glu Asp Ile Arg
1580 1585 1590

Lys Thr Leu Pro Ser Gly Cys Phe Asn Thr Pro Ser Ile Glu Lys
1595 1600 1605

Pro

<210>9
<211> 22
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 1 de laminina

<400> 9
gagtccgtct ctctggacat ag 22

<210> 10

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 1 de laminina

<400> 10
cgtggcattc acagggttga c 21

<210> 11

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 2 de laminina

<400> 11
tgctagaatt tacctccgct cg 22

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 2 de laminina

<400> 12
gatcaagtgg acaagccctg 20

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 3 de laminina

<400> 13
ctccaaaggc ccaactcaag 20

<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 3 de laminina

<400> 14
ccataactgc ctccttagtc tc 22

<210> 15

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 4 de laminina

<400> 15
cttacgcaac accaccggat tc 22

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 4 de laminina

<400> 16
ccttcttcca agceattctce g 21

<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 5 de laminina

<400> 17
gaggactgaa gtgaaaactc aa 22

<210> 18

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 5 de laminina

<400> 18
ccactgaagt tgtaaatggt g 21

<210> 19

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena beta 1 de laminina

<400> 19
gatggtgaac ttgatgaaaa gt 22

<210> 20

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena beta 1 de laminina

<400> 20
ggcttatatc ctttaggagt ga 22

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena beta 2 de laminina
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<400> 21
gatgatcgca tccaagggac 20

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena beta 2 de laminina

<400> 22
gtccagagta gggagtctca g 21

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena beta 3 de laminina

<400> 23
cccagatgga ggaagatgtc 20

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena beta 3 de laminina

<400> 24
gtagctgagt ctgtgggcag 20

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena beta 4 de laminina

<400> 25
ggcaggctac tttggatttc 20

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena beta 4 de laminina

<400> 26
gcttgaggga tcatctggac 20

<210> 27

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia del cebador directo de la cadena gamma 1 de laminina

<400> 27
gatgagatgg tgacagatca ag 22
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<210> 28

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena gamma 1 de laminina

<400> 28
tttccagtct cttcaatggt at 22

<210> 29

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena gamma 2 de laminina

<400> 29
atcgaaggtt actgcggaat c 21

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena gamma 2 de laminina

<400> 30
gtagccagaa gcacaatcct g 21

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena gamma 3 de laminina

<400> 31
gggatacaag agggagatgc 20

<210> 32

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena gamma 3 de laminina

<400> 32
catagaaacc tggcaaacag c 21

<210> 33

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 1 de integrina

<400> 33
gaagaacctc ctgaaaccct tt 22

<210> 34
<211> 22
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 1 de integrina

<400> 34
tgatgtcata ttggggaatg aa 22

<210> 35

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 2 de integrina

<400> 35
tgatgggaca gaagtaacat gc 22

<210> 36

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 2 de integrina

<400> 36
tggaccaaca tcttcaaaac tg 22

<210> 37

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 3 de integrina

<400> 37
gctctgcectt tggtttatet gt 22

<210> 38

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 3 de integrina

<400> 38
ttcccactag aaggtctggg ta 22

<210> 39

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 4 de integrina

<400> 39
atattcagtc ggagctggtc at 22

<210> 40

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 4 de integrina

<400> 40
gcatatttgt cacttccaac ga 22

<210> 41

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 5 de integrina

<400> 41
tcctcagcaa gaatctcaac aa 22

<210> 42

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 5 de integrina

<400> 42
gttgagtccce gtaactctgg tc 22

<210> 43

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 6 de integrina

<400> 43
agcaaggcag atggaataat gt 22

<210> 44

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 6 de integrina

<400> 44
cagggtagga atttcgatca ag 22

<210> 45

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 7 de integrina

<400> 45
caggtcacct tctacctcat cc 22

<210> 46

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 7 de integrina

<400> 46
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accgtgacct catacttgac ct 22

<210> 47

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 8 de integrina

<400> 47
atggaaaatg taaccaggat gg 22

<210> 48

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 8 de integrina

<400> 48
cagttatgaa tgggcagaac aa 22

<210> 49

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 9 de integrina

<400> 49
cactttcagc ccatcaatat ca 22

<210> 50

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 9 de integrina

<400> 50
acagtgtgct gttaggcaag aa 22

<210> 51

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 10 de integrina

<400> 51
atcagtgtgg ttcagaggga ct 22

<210> 52

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 10 de integrina

<400> 52
gccctggctt tgtagtattg tc 22

<210> 53
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<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa 11 de integrina

<400> 53
ggacactgct gactacgtga ag 22

<210> 54

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa 11 de integrina

<400> 54
gcgtgtgctc tctatgatga ag 22

<210> 55

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa E de integrina

<400> 55
tagcagtgaa gaagctgacg ag 22

<210> 56

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa-E de integrina

<400> 56
tctttcagga agacgacagt ga 22

<210> 57

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa V de integrina

<400> 57
atctgtgagg tcgaaacagg at 22

<210> 58

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa-V de integrina

<400> 58
accttgccaa taaaagctac ca 22

<210> 59

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa L de integrina

<400> 59
gaaccattga caccagaagt ga 22

<210> 60

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa-L de integrina

<400> 60
ttcttcaaac cccaactgtc tt 22

<210> 61

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa M de integrina

<400> 61
gatcggctaa gagaaggaca ga 22

<210> 62

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa-M de integrina

<400> 62
cattgccaca attcttctca aa 22

<210> 63

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa X de integrina

<400> 63
ccaacatctg cctttacatt ga 22

<210> 64

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa-X de integrina

<400> 64
cgtgaagtat ctctgagcat cg 22

<210> 65

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa D de integrina
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<400> 65
ttaaccagat gaagggcttt gt 22

<210> 66

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa-D de integrina

<400> 66
ggtctttgta cttctgecca tc 22

<210> 67

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena alfa-llb de integrina

<400> 67
gaaaagactg aggaggctga ga 22

<210> 68

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena alfa-llb de integrina

<400> 68
gagaaaatat ccgcaactgg ag 22

<210> 69

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena beta 1 de integrina

<400> 69
gctgaagact atcccattga cc 22

<210>70

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena beta 1 de integrina

<400> 70
atttccagat atgcgctgtt tt 22

<210> 71

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena beta 2 de integrina

<400> 71
tgatggacct ctcctactcc at 22
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<210>72

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena beta 2 de integrina

<400> 72
gaaactggtt ggagttgttg gt 22

<210>73

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena beta 3 de integrina

<400> 73
tgtttaccac tgatgccaag ac 22

<210> 74

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena beta 3 de integrina

<400> 74
tcccataagc atcaacaatg ag 22

<210>75

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena beta 4 de integrina

<400> 75
gcttcacacc tatttcectg tc 22

<210> 76

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena beta 4 de integrina

<400> 76
gaaggaaggt ttcagatgga tg 22

<210> 77

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena beta 5 de integrina

<400> 77
gctggtgttc acaacagatg at 22

<210>78
<211> 22
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena beta 5 de integrina

<400> 78
atcccagact gacaactcca ct 22

<210>79

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena beta 6 de integrina

<400> 79
tgtgactgtg gtgaatgtgt gt 22

<210> 80

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena beta 6 de integrina

<400> 80
caccagctag tttgcacttg tc 22

<210> 81

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena beta 7 de integrina

<400> 81
cacttcagac gacacattcc at 22

<210> 82

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena beta 7 de integrina

<400> 82
cccaactgca gacttaggaa tc 22

<210> 83

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del cebador directo de la cadena beta 8 de integrina

<400> 83
gcattatgtc gaccaaactt ca 22

<210> 84

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Secuencia del cebador inverso de la cadena beta 8 de integrina

<400> 84
atttcttcag gcttctcacg tc 22

<210> 85
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador GAPDH-F

<400> 85
gagtcaacgg atttggtcgt 20

<210> 86
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador GAPDH-R

<400> 86
ttgattttgg agggatctcg 20
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un agente seleccionado entre el grupo que consiste en laminina 511, laminina 521 o un fragmento de
laminina 511-E8, que se expresa en células endoteliales de la cérnea, en un procedimiento para promover in vitro el
crecimiento de células endoteliales de la cornea.

2. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que las lamiminas comprenden laminina 511 (alfa5 betal gamma1)
y laminina 521 (alfa5 beta2 gamma 1).

3. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que los fragmentos de laminina promueven la capacidad de
adhesion celular de las células endoteliales de la cornea.

4. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que las células endoteliales de la cornea
son de ser humano.

5. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el agente esta presente en un medio.

6. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el agente se reviste sobre un recipiente
de cultivo.
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Fig. 1
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