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DESCRIPCION
Método de fabricacién de una proteina terapéutica
Antecedentes de lainvencion

La produccién de proteinas terapéuticas usando sistemas de expresion de células de mamiferos es cada vez mas
importante dentro de la industria de la biotecnologia. Se han descrito diversos sistemas de cultivo y transfeccion, pero
cada uno tiene limitaciones significativas.

El documento US 2010/0028940 se refiere a métodos para usar vectores marcadores de seleccion para generar
sistemas de expresion génica estables. Se divulgan, entre otros, métodos que comprenden transfectar células que
son auxotrofas para el colesterol con un vector que codifica la 3-cetoesteroide reductasa (KSR).

El documento US 2012/0231500 se refiere a la expresion transitoria de polipéptidos heterdlogos en lineas celulares
de mamiferos. La linea celular puede comprender un &cido nucleico que codifica el antigeno nuclear 1 del virus de
Epstein-Barr y un &cido nucleico que codifica una glutamina sintetasa exdgena.

Se puede acceder a un resumen de una disertacion de D. Sampey, Development, characterization and optimization of
a novel mammalian protein expression system en https://rum.lib.umd.edu/handle/1903/19298; la defensa oral fue en
diciembre de 2016.

Sumario de la invencion

La invencion descrita en el presente documento se basa, en parte, en el descubrimiento de que la combinacién de
células auxdtrofas para colesterol y auxodtrofas para glutamina con marcadores de seleccion adicionales puede
aprovecharse en métodos de fabricacion de proteinas terapéuticas, para evitar complicaciones inesperadas de
fabricacion asociadas con células auxotrofas para colesterol (p. €j., baja productividad). La invencion, segun se
reivindica, se refiere a un método de fabricacion de una proteina terapéutica, que comprende: transfectar una célula
auxotrofa para colesterol y auxotrofa para glutamina con (i) un &cido nucleico que codifica una proteina que restaura
la biosintesis de colesterol en la célula; (ii) un acido nucleico que codifica una proteina que restaura la biosintesis de
glutamina en la célula; (i) un acido nucleico que comprende un gen de resistencia a antibiéticos aminoglucosidicos; y
(iv) un acido nucleico que codifica la proteina terapéutica.

En una realizacion, la célula es una célula NSO.

En algunas realizaciones, la proteina terapéutica es un anticuerpo. En algunas realizaciones, la proteina terapéutica
es una proteina de fusion. En algunas realizaciones, la proteina terapéutica es una proteina de fusién que contiene
Fc.

En algunas realizaciones, en la etapa de transfeccién, la célula se transfecta con acidos nucleicos (iii) que codifican
una cadena ligera de anticuerpo y una cadena pesada de anticuerpo. En algunas realizaciones, el acido nucleico (i)
codifica una 3-cetoesteroide reductasa. En algunas realizaciones, el acido nucleico (ii) codifica una glutamina
sintetasa.

En algunas realizaciones, un primer vector de expresion comprende acidos nucleicos (i) y (iv) y un segundo vector de
expresion comprende acidos nucleicos (ii). En algunas realizaciones, un primer vector de expresion comprende 4cido
nucleico (i) y un segundo vector de expresion comprende acidos nucleicos (ii) y (iii). En algunas realizaciones, la
transfeccion del primer vector de expresion se realiza antes de la transfeccion del segundo vector de expresiéon. En
algunas realizaciones, la transfeccion del primer vector de expresion se realiza simultdneamente con la transfeccion
del segundo vector de expresion.

En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p. ej., después de la transfeccion de acido nucleico (i)) en ausencia de
colesterol introducido de manera exdgena. En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p. €j., después de la
transfeccion de acido nucleico (ii)) en ausencia de glutamina introducida de manera exdgena. En algunas
realizaciones, la célula se cultiva (p. €j., durante y/o después de la transfeccién de acido nucleico (ii)) en presencia de
un inhibidor de la glutamina sintetasa (p. €j., sulfoximina de metionina). En algunas realizaciones, la célula se cultiva
(p. €j., durante y/o después de la transfeccion de &cido nucleico (i)) en presencia de un inhibidor de la 3-cetoesteroide
reductasa.

En algunas realizaciones, la célula se cultiva en ausencia de colesterol introducido de manera exégena y en ausencia
de glutamina introducida de manera exégena. En algunas realizaciones, la célula se cultiva en ausencia de colesterol
introducido de manera exdgena, en ausencia de glutamina introducida de manera exdégena y en presencia de un
inhibidor de la glutamina sintetasa (p. €j., sulfoximina de metionina). En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p.
ej., después de la transfeccién de acido nucleico (i)) en ausencia de colesterol introducido de manera exdgena y la
célula se cultiva (p. €j., después de la transfeccién de acido nucleico (ii)) en ausencia de glutamina introducida de
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manera exdgena.

En algunas realizaciones, el acido nucleico (ii) codifica una glutamina sintetasa, una dihidrofolato reductasa (DHFR) o
uno o mas genes de resistencia a antibiéticos (p. ej., neomicina, blasticidina, higromicina, puromicina, zeocina, acido
micofendlico).

En algunas realizaciones, un primer vector de expresion comprende acidos nucleicos (i) y (iv) y un segundo vector de
expresion comprende acidos nucleicos (ii). En algunas realizaciones, un primer vector de expresion comprende acido
nucleico (i) y un segundo vector de expresion comprende acidos nucleicos (ii) y (iv). En algunas realizaciones, la
transfeccion del primer vector de expresion se realiza antes de la transfeccion del segundo vector de expresion. En
algunas realizaciones, la transfeccion del primer vector de expresion se realiza simultaneamente con la transfeccion
del segundo vector de expresion.

En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p. ej., después de la transfeccion de acido nucleico (i)) en ausencia de
colesterol introducido de manera exdégena. En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p. ej., durante y/o después
de la transfeccion de acido nucleico (i)) en presencia de un inhibidor de la 3-cetoesteroide reductasa. En algunas
realizaciones, la célula se cultiva en ausencia de colesterol introducido de manera exdgena.

En algunas realizaciones, el acido nucleico (ii) codifica el gen de resistencia a la neomicina de Tn5 que codifica un
aminoglucoésido 3'-fosfotransferasa (APH 3' 11).

En algunas realizaciones, tanto el primer como el segundo vector de expresion contienen HC y LC, un vector contiene
KSRy el otro vector contiene GS u otro gen de resistencia a antibiéticos. En algunas realizaciones, hay tres vectores
separados (p. €j., para seleccion triple), en donde los tres vectores contienen HC y LC; un primer vector contiene KSR,
un segundo vector contiene GS y un tercer vector contiene cualquier gen de resistencia a antibiéticos, p. ej., NEO.

En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p. ej., después de la transfeccion de &cido nucleico (i)) en ausencia de
colesterol introducido de manera exdgena. En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p. €j., durante y/o después
de la transfeccion de acido nucleico (ii)) en presencia de un antibiético aminoglucosidico (p. ej., G418). En algunas
realizaciones, la célula se cultiva (p. €j., durante y/o después de la transfeccion de acido nucleico (i)) en presencia de
un inhibidor de la 3-cetoesteroide reductasa.

En algunas realizaciones, la célula se cultiva en ausencia de colesterol introducido de manera exdgena. En algunas
realizaciones, la célula se cultiva en ausencia de colesterol introducido de manera exdégena y en presencia de un
antibiético aminoglucosidico (p. ej., G418).

En algunas realizaciones, el acido nucleico (ii) codifica el gen de resistencia a la blasticidina de Bacillus cereus (que
codifica blasticidina-S desaminasa).

En algunas realizaciones, la célula se cultiva en ausencia de colesterol introducido de manera exégenay en presencia
de un antibidtico de nucledsido peptidilico, un antibiético aminoglucosidico (p. €j., blasticidina).

En algunas realizaciones, el acido nucleico (ii) codifica una higromicina B fosfotransferasa.

En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p. ej., después de la transfeccion de acido nucleico (i)) en ausencia de
colesterol introducido de manera exdgena. En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p. €j., durante y/o después
de la transfeccién de &cido nucleico (ii)) en presencia de un antibiético aminoglucosidico (p. €j., higromicina B). En
algunas realizaciones, la célula se cultiva (p. ej., durante y/o después de la transfeccion de acido nucleico (i)) en
presencia de un inhibidor de la 3-cetoesteroide reductasa.

En algunas realizaciones, la célula se cultiva en ausencia de colesterol introducido de manera exdgena y en presencia
de un antibiético de nucledsido peptidilico, un antibiético aminoglucosidico (p. €j., higromicina B).

En algunas realizaciones, el acido nucleico (ii) codifica una puromicina N-acetil-transferasa.

En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p. €j., durante y/o después de la transfeccion de acido nucleico (ii)) en
presencia de un antibiético aminonucleosidico (p. €j., puromicina). En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p. €j.,
durante y/o después de la transfeccion de &cido nucleico (i)) en presencia de un inhibidor de la 3-cetoesteroide
reductasa.

En algunas realizaciones, la célula se cultiva en ausencia de colesterol introducido de manera exdgena y en presencia
de un antibiético de nucledsido peptidilico, un antibiético aminonucleosidico (p. €j., puromicina).

En algunas realizaciones, el acido nucleico (ii) codifica un producto del gen Sh ble.

En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p. €j., durante y/o después de la transfeccion de acido nucleico (ii)) en



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2789073 T3

presencia de un antibiético de glucopéptido quelado con cobre (p. €j., zeocina).
En algunas realizaciones, el acido nucleico (ii) codifica el gen de la xantina-guanina fosforribosiltransferasa (Ecogpt).

En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p. €j., durante y/o después de la transfeccion de &cido nucleico (ii)) en
presencia de MPA.

En algunas realizaciones, el acido nucleico (ii) codifica el gen de la xantina-guanina fosforribosiltransferasa (Ecogpt).

La invencidén presenta un método de fabricacién de una proteina terapéutica, comprendiendo el método: cultivar una
célula auxotrofa para colesterol y auxétrofa para glutamina; transfectar la célula con (i) un acido nucleico que codifica
una proteina que es capaz de restaurar la biosintesis de colesterol en la célula (p. €., KSR); (ii) un acido nucleico que
codifica una proteina que es capaz de restaurar la biosintesis de glutamina en la célula (p. €j., glutation sintetasa); (iii)
un nucleico que comprende un gen de resistencia a antibiéticos aminoglucosidicos que codifica una proteina que es
capaz de proporcionar resistencia a G418 (p. €j., gen de resistencia a neomicina); y (iv) un acido nucleico que codifica
la proteina terapéutica (p. €j., un anticuerpo, p. €j., una cadena pesada y una cadena ligera); cultivar la célula en
condiciones adecuadas para la expresion de la proteina terapéutica; y aislar y/o purificar la proteina terapéutica.

En algunas realizaciones, se transfecta en primer lugar acido nucleico (iii) y durante y/o después de la transfeccion,
se aflade G418 al medio de cultivo celular. En algunas realizaciones, se transfecta en primer lugar acido nucleico (iii)
y durante y/o después de la transfeccion, se aflade G418 al medio de cultivo celular; y se transfecta en segundo lugar
acido nucleico (ii) y durante y/o después de la transfeccién el colesterol esta ausente del medio de cultivo celular. En
algunas realizaciones, se transfecta en primer lugar &cido nucleico (iii) y durante y/o después de la transfeccion, se
afiade G418 al medio de cultivo celular; y se transfecta en segundo lugar &cido nucleico (ii) y durante y/o después de
la transfeccion el colesterol estd ausente del medio de cultivo celular (p. €j., colesterol afiadido de manera exdgena);
y se transfecta en tercer lugar acido nucleico (i) y durante/después de la transfeccion la glutamina esta ausente del
medio de cultivo celular (p. €j., glutamina afiadida de manera exdgena) (opcionalmente, se afiade sulfoximina de
metionina (MSX) al medio de cultivo celular).

En algunas realizaciones, se transfectan simultdneamente acido nucleico (ii) y (i), en donde se afiade G418 al medio
de cultivo celular y el medio de cultivo celular no contiene colesterol (p. €j., colesterol afiadido de manera exégena).
En algunas realizaciones, se transfectan simultdneamente acidos nucleicos (i), (i), (iii) y (iv), en donde el G418 se
afiade al medio de cultivo celular y el medio de cultivo celular no contiene colesterol (p. €j., colesterol afiadido de
manera exdgena) y no contiene glutamina (p. €j., glutamina afiadida de manera exdgena) (opcionalmente se afiade
sulfoximina de metionina (MSX) al medio de cultivo celular). En algunas realizaciones, se incorpora acido nucleico (iv)
en la misma secuencia de acido nucleico (p. €j., vector) que cada uno de (i), (ii) y (ii). En algunas realizaciones, se
incorpora acido nucleico (iv) en la misma secuencia de acido nucleico (p. €j., vector) que cada uno de (i) y (ii); (i) vy (iii);
o (ii) y (iii). En algunas realizaciones, el acido nucleico (iv) codifica la cadena pesada y ligera de un anticuerpo
terapéutico. En algunas realizaciones, la cadena ligera se incorpora en la misma secuencia de acido nucleico (p. €j.,
vector) que cada uno de (i) y (ii); (i) y (iii); (i) y (iii); o (i), (i) y (ii). En algunas realizaciones, la cadena pesada se
incorpora en la misma secuencia de acido nucleico (p. €j., vector) que cada uno de (i) y (ii); (i) y (iii); (ii) y (iii); o (i), (ii)
y (iii). En algunas realizaciones, la cadena ligera y la cadena pesada se incorporan en la misma secuencia de acido
nucleico (p. ej., vector) que cada uno de (i) y (ii); (i) y (iii); (ii) y (iii); o (i), (ii) y (iii).

En algunas realizaciones, cualquiera de los acidos nucleicos (i), (ii), (i) y (iv) se incorporan en un Unico acido nucleico
(p. €j., un Unico vector). Por ejemplo, en algunas realizaciones, los acidos nucleicos (i) y (ii); (i) y (iii); () y (iv); (i), (i) y
(iii); (i), (i0), (i) y (iv); (i) y (iii); o (i) y (iv); (iii) y (iv); se incorporan en un Unico &cido nucleico. En algunas realizaciones,
el acido nucleico (iv) comprende dos acidos nucleicos separados, uno que codifica una cadena pesada y otro que
codifica una cadena ligera de un anticuerpo terapéutico. En algunas realizaciones, la cadena pesada se incorpora en
otro &cido nucleico, p. €j., (i), (ii) o (iii). En algunas realizaciones, la cadena ligera se incorpora en otro acido nucleico,

p. €j., (i), (i) o (iii).
En una realizacion, la célula es una célula NSO.

En algunas realizaciones, la proteina terapéutica es un anticuerpo. En algunas realizaciones, la proteina terapéutica
es una proteina de fusion. En algunas realizaciones, la proteina terapéutica es una proteina de fusion que contiene
Fc.

En algunas realizaciones, en la etapa de transfeccion, la célula se transfecta con acidos nucleicos (iv) que codifican
una cadena ligera de anticuerpo y una cadena pesada de anticuerpo. En algunas realizaciones, el acido nucleico (i)
codifica una 3-cetoesteroide reductasa. En algunas realizaciones, el acido nucleico (ii) codifica una glutamina
sintetasa. En algunas realizaciones, el acido nucleico (iii) codifica el gen de resistencia a la neomicina.

En algunas realizaciones, un primer vector de expresion comprende acido nucleico (i) y (iv) y un segundo vector de
expresion comprende acidos nucleicos (ii). En algunas realizaciones, un primer vector de expresion comprende acido
nucleico (i) y un segundo vector de expresion comprende acidos nucleicos (ii) y (iv). En algunas realizaciones, la
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transfeccion del primer vector de expresion se realiza antes de la transfeccion del segundo vector de expresion. En
algunas realizaciones, la transfeccién del primer vector de expresién se realiza simultaneamente con la transfeccion
del segundo vector de expresion.

En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p. ej., después de la transfeccion de acido nucleico (i)) en ausencia de
colesterol introducido de manera exdgena. En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p. €j., después de la
transfeccion de acido nucleico (ii)) en ausencia de glutamina introducida de manera exdégena. En algunas
realizaciones, la célula se cultiva (p. ej., durante y/o después de la transfeccion de &cido nucleico (ii)) en presencia de
un inhibidor de la glutamina sintetasa (p. €j., sulfoximina de metionina). En algunas realizaciones, la célula se cultiva
(p. €j., durante y/o después de la transfeccién de acido nucleico (i)) en presencia de un inhibidor de la 3-cetoesteroide
reductasa.

En algunas realizaciones, la célula se cultiva en ausencia de colesterol introducido de manera exégena y en ausencia
de glutamina introducida de manera exdégena. En algunas realizaciones, la célula se cultiva en ausencia de colesterol
introducido de manera exdgena, en ausencia de glutamina introducida de manera exdgena y en presencia de un
inhibidor de la glutamina sintetasa (p. ej., sulfoximina de metionina). En algunas realizaciones, la célula se cultiva (p.
ej., después de la transfeccion de acido nucleico (i)) en ausencia de colesterol introducido de manera exdgena y la
célula se cultiva (p. €j., después de la transfeccion de &cido nucleico (ii)) en ausencia de glutamina introducida de
manera exdgena.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 representa un protocolo ilustrativo de los métodos descritos en el presente documento.

La FIG. 2 representa la secuencia de aminoacidos de referencia del NCBI de la 3-cetoesteroide reductasa
(NP_057455) (SEQ ID NO: 1).

La FIG. 3 representa la secuencia de ARNm de referencia del NCBI de HSD1787 (NM_016371.3) (SEQ ID NO: 2).
La FIG. 4 representa la secuencia de aminoacidos de referencia del NCBI de la glutamina sintetasa (NP_002056.2)
(SEQ ID NO: 3).

La FIG. 5A-E representa la secuencia de ARNm de referencia del NCBI de la glutamina sintetasa (NM_002065.6)
(SEQ ID NO: 4).

La FIG. 6 representa la secuencia de aminoacidos de referencia del NCBI de la dihidrofolato reductasa (DHFR)
(NP_000782.1) (SEQ ID NO: 5).

La FIG. 7A-B representa la secuencia de ARNm de referencia del NCBI de DHFR (NM_000791.3) (SEQ ID NO: 6).
La FIG. 8 representa la estabilidad de las proteinas producidas usando el sistema de cultivo celular 3-KSR. La FIG.
8 enumera el titulo final de proteinas en el sobrenadante de células 3-KSR para 10 clones de células 3-KSR
diferentes. Cuatro clones (3-261, 3-330, 3-351, 3-497) demostraron titulo de proteinas elevado. Sin embargo, como
se muestra adicionalmente en la FIG. 8, el clon de 3-KSR 3-351, demostré una disminucion de la productividad
especifica de célula.

La FIG. 9 es un gréfico de lineas que representa la seleccién celular usando Neo (G418 100 ug/ml o 200 pg/ml).
El gréfico representa la viabilidad celular frente a los dias después la recuperacion.

La FIG. 10 es un grafico de lineas que representa la seleccién celular usando glutation sintetasa (GS) (reduce la
concentracion de glutamina de 2 mM a 0 mM o de 0,5 mM a 0 mM, respectivamente). El grafico representa la
viabilidad celular frente a los dias después la recuperacion.

La FIG. 11 es un grafico de lineas que representa la seleccion celular usando 3-KSR, neo y GS como seleccion
triple. El grafico representa la viabilidad celular frente a los dias después la recuperacion. El gen neo puede conferir
resistencia a G418. La concentracion de G418 en NSO es de 100 pg/ml y 200 pg/ml; reducen la concentracién de
glutamina de 2 mM a 0 mM o de 0,5 mM a 0 mM. También se puede usar un inhibidor de MSX para inhibir la
actividad de GS.

Descripcion detallada de la invencion

En determinados sistemas de produccion de proteinas recombinantes, tales como sistemas de células hospedadoras
NSO, la auxotrofia para colesterol se aprovecha incorporando un gen de 3-cetoesteroide reductasa (3-KSR) en el
vector que codifica la proteina terapéutica y se seleccionan células recombinantes eliminando el colesterol del medio
de cultivo (documento US 2010/0028940). Sin embargo, los inventores de la presente divulgacién descubrieron
inesperadamente que este sistema puede adolecer de baja productividad (p. €j., producto proteico por célula al dia) y
titulos de proteinas bajos debido a la dificultad de amplificacion en esta linea celular (véase, p. €j., FIG. 8). En otros
sistemas de células hospedadoras NSO, la auxotrofia para glutamina se aprovecha incorporando un gen de glutamina
sintetasa (GS) en el vector que codifica la proteina terapéutica y las células transfectadas se seleccionan eliminando
la glutamina del medio de cultivo. Ademas, se puede afiadir un inhibidor de GS al medio de cultivo para impulsar la
seleccion hacia la incorporacion de multiples copias del gen GS vy, por lo tanto, el gen que codifica la proteina de
interés (Barnes et al. Cytotechnology. 2000. Advances in animal cell recombinant protein production: GS-NSO
expression system Feb; 32 (2): 109-23). Cada sistema tiene limitaciones diferentes. Se describen en el presente
documento métodos alternativos de fabricacién de productos terapéuticos en, p. ej., un sistema de células
hospedadoras NSO.
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Una célula "auxétrofa para glutamina" como se usa en el presente documento se define como una célula que no
sintetiza glutamina o no sintetiza suficiente glutamina para ser capaz de sobrevivir y crecer en medio de cultivo celular
sin glutamina.

Una célula "auxétrofa para colesterol" como se usa en el presente documento se define como una célula que no
sintetiza colesterol o no sintetiza suficiente colesterol para ser capaz de sobrevivir y crecer en medio de cultivo celular
sin colesterol.

"Restaurar la biosintesis de glutamina”, como se usa en el presente documento, significa aumentar el nivel de
biosintesis de glutamina en una célula (desde el nivel en una célula auxétrofa para glutamina), al menos hasta un nivel
gue permita a la célula sobrevivir y crecer en medio de cultivo celular sin glutamina.

"Restaurar la biosintesis de colesterol”, como se usa en el presente documento, significa aumentar el nivel de
biosintesis de colesterol en una célula (desde el nivel en una célula auxétrofa para colesterol), al menos hasta un nivel
gue permita a la célula sobrevivir y crecer en medio de cultivo celular sin colesterol.

"Sobrevivir y crecer" o "supervivencia y crecimiento”, como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad
de una célula o cultivo de células para mantener mas de 60 % de viabilidad celular durante el crecimiento en fase
logaritmica, medida mediante exclusion con azul tripano.

3-cetoesteroide reductasa (KSR)

La enzima 3-cetoesteroide reductasa esta codificada por el gen HSD17(37 y actia como una 3-cetoesteroide reductasa
en la biosintesis del colesterol (Marijanovic et al., Mol Endocrinol. septiembre de 2003; 17 (9): 1715-25). Véase FIG. 2
(SEQ ID NO: 1) y FIG. 3 (SEQ ID NO: 2), respectivamente, para la secuencia de aminoacidos (NP_057455) y ARNm
(NM_016371.3) de referencia del NCBI.

Glutamina sintetasa (GS)

La enzima glutamina sintetasa codificada por el gen de glutamina sintetasa cataliza la sintesis de glutamina a partir
de glutamato y amoniaco (Eisenberg et al., Biochimica et Biophysica Acta, 2000, vol. 1477, 122-145). Se han
encontrado varias variantes de transcrito con cortes y empalmes alternativos para este gen. Véase FIG. 4 (SEQ ID
NO: 3) y FIG. 5 (SEQ ID NO: 4), respectivamente, para la secuencia de aminoacidos (NP_002056.2) y ARNm
(NM_002065.6) de referencia del NCBI.

Dihidrofolato reductasa (DHFR)

La enzima DHFR esta codificada por el gen DHFR y convierte dihidrofolato en tetrahidrofolato, una lanzadera de grupo
metilo necesaria para la sintesis de novo de purinas, acido timidilico y determinados aminoacidos. Se han encontrado
varias variantes de transcrito con cortes y empalmes alternativos para este gen. Véase FIG. 6 (SEQ ID NO: 5) y FIG.
7 (SEQ ID NO: 6), respectivamente, para la secuencia de aminoacidos (NP_000782.1) y ARNm (NM_000791.3) de
referencia del NCBI.

Marcadores de seleccion de genes de resistencia a antibioticos

Los genes de resistencia a antibidticos son marcadores de seleccién positiva usados habitualmente en el cultivo de
células de mamiferos (véase, p. ej., Antibody Expression and Production, editor Mohamed Al-Rubeai, Springer
Netherlands, Springer Science Business Media B.V., ISBN 978-94-007-1256-0; Cell Line Development, Mohamed Al-
Rubeai 11 de agosto de 2009 Springer Science & Business Media). Los genes de resistencia a antibioticos ilustrativos
incluyen, pero sin limitacién, genes que confieren resistencia al gen de resistencia a neomicina, blasticidina,
higromicina, puromicina, zeocina, acido micofendlico. Un experto en la materia conoceria genes de resistencia a
antibiéticos adecuados e inhibidores correspondientes para su uso en seleccion celular.

En el método de la invencién, se usa un gen de resistencia a antibiéticos aminoglucosidicos.

Tabla 1. Marcadores de seleccion de antibiéticos ilustrativos

Antibiético | Mecanismo de accién Gen de resistencia
Higromicina | La higromicina B es un antibiético aminoglucosidico El gen hph.
B producido por Streptomyces hygroscopicus. La higromicina

B inhibe la sintesis de proteinas. Se ha informado de que
interfiere con la translocacién y provoca traduccién erronea
en el ribosoma 70S.
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(continuacién)

Antibiético | Mecanismo de accién Gen de resistencia

Zeocin® Zeocin® es un antibidtico glucopeptidico quelado con cobre | El gen Sh ble.
producido por Streptomyces CL990. Zeocin™ provoca
muerte celular al intercalar en el ADN y escindirlo.

Blasticidina | La blasticidina es un antibiético de nucleodsido peptidilico El gen de resistencia a
aislado de Streptomyces griseochromogenes que inhibe la | blasticidina de Bacillus cereus
sintesis de proteinas al interferir con la formacién de (bsr), que codifica la blasticidina-
enlaces peptidicos en la maguinaria ribosémica. S desaminasa.

Puromicina | La puromicina es un antibiético aminonucleosidico El gen Pac que codifica una
producido por Streptomyces alboniger. Inhibe puromicina N-acetil-transferasa
especificamente la transferencia de peptidilo en ribosomas | (PAC) que se encontr6é en una
tanto procariotas como eucariotas. cepa productora de

Streptomyces.

Geneticin G418 (Geneticin) es un antibidtico aminoglucosidico de El gen de resistencia a la
estructura similar a la gentamicina B1, producido por neomicina (neo) de Tn5 que
Micromonospora rhodorangea. G418 bloquea la sintesis de | codifica una aminoglucésido 3'-
polipéptidos al inhibir la etapa de alargamiento en células fosfotransferasa, APH 3'II.
tanto procariotas como eucariotas.

Fleomicina | La fleomicina es un antibiético glucopeptidico de la familia El gen Sh ble de
de la bleomicina, aislado de una cepa mutante de Streptoalloteichus hindustanus
Streptomyces verticillus. Se une e intercala en el ADN gue codifica una proteina que se
destruyendo de este modo la integridad de la doble hélice. une con fleomicina, inhibiendo su

actividad de escision de ADN.

Vectores, células hospedadoras y produccién de proteinas terapéuticas

Las proteinas terapéuticas para su uso en la invencion se pueden producir a partir de una célula hospedadora. Una
célula hospedadora se refiere a un vehiculo que incluye los componentes celulares necesarios, p. €j., organulos, que
se necesitan para expresar los polipéptidos y construcciones descritos en el presente documento a partir de sus acidos
nucleicos correspondientes. Los acidos nucleicos se pueden incluir en vectores de &cido nucleico que pueden
introducirse en la célula hospedadora mediante técnicas convencionales conocidas en este campo (p. €j.,
transformacion, transfeccion, electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio, microinyeccion directa, infeccion,
etc.). La eleccién de los vectores de acido nucleico depende en parte de las células hospedadoras para usar. En
general, son células hospedadoras preferidas las de origen procariota (p. ej., bacteriano) o eucariota (p. €j., de
mamifero).

Construccioén de vector de &cido nucleico y células hospedadoras

Una secuencia de &cido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de una proteina terapéutica para su uso
en la invencién puede prepararse mediante diversos métodos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, pero
sin limitacion, mutagénesis mediada por oligonucleétidos (o dirigida) y mutagénesis por PCR. Se puede obtener una
molécula de acido nucleico que codifica una proteina terapéutica para su uso en la invencién usando técnicas
convencionales, p. €]., sintesis génica. Como alternativa, una molécula de acido nucleico que codifica una proteina
terapéutica de tipo silvestre puede mutarse para contener sustituciones de aminoacidos especificas usando técnicas
convencionales en este campo, p. ej., mutagénesis QuikChange™. Las moléculas de acido nucleico pueden
sintetizarse usando un sintetizador de nucle6tidos o técnicas de PCR.

Se pueden insertar secuencias de acido nucleico que codifican una proteina terapéutica para su uso en la invencion
en un vector capaz de replicar y expresar las moléculas de acido nucleico en células hospedadoras procariotas o
eucariotas. Muchos vectores estan disponibles en la técnica y pueden usarse para el fin de la invenciéon. Cada vector
puede contener diversos componentes que pueden ajustarse y optimizarse con respecto a compatibilidad con la célula
hospedadora particular. Por ejemplo, los componentes del vector pueden incluir, pero sin limitacién, un origen de
replicacién, un gen marcador de seleccion, un promotor, un sitio de unién al ribosoma, una secuencia sefial, la
secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de interés y una secuencia de terminacion de la transcripcion.

En un ejemplo, los vectores para su uso en la invencidn incluyen: un vector que comprende un promotor débil para un
gen de seleccion (p. €j., 3-cetoesteroide reductasa y glutamina sintetasa) y un fuerte promotor para el gen que codifica
la proteina de interés (p. €j., un anticuerpo, p. €j., cadena pesada y ligera de un anticuerpo). Los vectores pueden ser
linealizados o superenrollados que presentan mejor eficacia de transfeccién. En algunas realizaciones, se emplea
optimizacién de codones del vector para minimizar el uso de codones infrecuentes en la secuencia codificante y
mejorar los rendimientos de produccién de proteinas. Se describen vectores ilustrativos para su uso en la invencion
en Wurm (2004) Nature Biotechnology, vol. 22; nGmero 11: 1393-1398).
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En algunas realizaciones, se usan células de mamifero como células hospedadoras. El fenotipo auxétrofo para
glutamina y auxoétrofo para colesterol puede ser inducido por la manipulacion genética de una célula no auxotrofa para
glutamina y no auxétrofa para colesterol, incluyendo, por ejemplo, mutacion o supresién de un gen necesario para la
biosintesis de glutamina enddgena, tal como glutamina sintetasa. Los expertos en la técnica conocen hien métodos
habituales de ingenieria genética, p. ej., mutagénesis dirigida, nucleasas de dedos de cinc, ARNhp, transposones,
Véase, p. €j., Cytotechnology. Abril de 2007; 53 (1-3): 65-73. Las células de mieloma murino denominadas NSO son
células auxétrofas para glutamina y auxétrofas para colesterol conocidas (véase, p. €j., Barnes et al. Cytotechnology.
2000. Advances in animal cell recombinant protein production: GS-NSO expression system feb; 32 (2): 109-23; y
documento US 2010/0028940.

Los ejemplos adicionales de tipos celulares de mamifero que pueden manipularse para usarlos como células
hospedadoras incluyen, pero sin limitacién, células de rifion embrionario humano (HEK) (p. ej., HEK293, HEK 293F),
de ovario de hamster chino (CHO), HelLa, COS, PC3, Vero, MC3T3, NSO, VERY, BHK, MDCK, W138, BT483, Hs578T,
HTB2, BT20, T47D), CRL7030 y HsS78Bst. En otras realizaciones, se usan células E. coli como células hospedadoras
para la invencion. Los ejemplos de cepas de E. coli incluyen, pero sin limitacion, E. coli 294 (ATCC® 31.446), E. coli
A 1776 (ATCC® 31.537, E. coli BL21 (DE3) (ATCC® BAA-1025) y E. coli RV308 (ATCC® 31.608). Diferentes células
hospedadoras tienen caracteristicas y mecanismos especificos para el procesamiento y la modificacion posteriores a
la traduccion de productos génicos. Se pueden seleccionar lineas celulares o sistemas hospedadores adecuados para
garantizar la modificacién y el procesamiento correctos de la proteina terapéutica expresada. Los vectores de
expresion descritos anteriormente pueden introducirse en células hospedadoras adecuadas usando técnicas
convencionales en este campo, p. €j., transformacion, transfeccion, electroporacion, precipitacion de fosfato de calcio
y microinyeccién directa. Una vez que los vectores se introducen en células hospedadoras para la produccion de
proteinas, las células hospedadoras se cultivan en medios nutrientes convencionales modificados segun sea
adecuado para inducir promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes que codifican las secuencias
deseadas. Se conocen en la técnica métodos para la expresion de proteinas terapéuticas, véase, por ejemplo, Paulina
Balbas, Argelia Lorence (eds.) Recombinant Gene Expression: Reviews and Protocols (Methods in Molecular Biology),
Humana Press; 22 ed. 2004 (20 de julio de 2004) y Vladimir Voynov y Justin A. Caravella (eds.) Therapeutic Proteins:
Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology) Humana Press; 22 ed. 2012 (28 de junio de 2012).

Produccion, recuperacion y purificacion de proteinas

Se pueden cultivar células hospedadoras usadas para producir una proteina terapéutica para su uso en la invencion
en medios conocidos en la técnica y adecuados para el cultivo de las células hospedadoras seleccionadas. Los
ejemplos de medios adecuados para células hospedadoras de mamifero incluyen medio esencial minimo (MEM),
medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), medio de expresion Expi293™, DMEM con suero bovino fetal
complementado (FBS) y RPMI-1640. Los ejemplos de medios adecuados para células hospedadoras bacterianas
incluyen caldo de cultivo Luria (LB) méas los complementos necesarios, tales como un agente de seleccion, p. €j.,
ampicilina. Las células hospedadoras se cultivan a temperaturas adecuadas, tales como de aproximadamente 20 °C
a aproximadamente 39 °C, p. €j., de 25 °C a aproximadamente 37 °C, preferentemente 37 °C, y niveles de CO:2
adecuados, tales como de 5 a 10 % (preferentemente 8 %). El pH del medio es, en general, de aproximadamente 6,8
a7.4,p.e€j., 7,0, dependiendo principalmente del organismo hospedador. Si se usa un promotor inducible en el vector
de expresion de la invencion, se induce expresion de proteinas en condiciones adecuadas para la activacion del
promotor. Se conocen en la técnica condiciones convencionales de cultivo celular para la produccidon de una proteina
terapéutica, p. €j., véase Butler, Cell Culture and Upstream Processing, Taylor y Francis; 12 edicién (25 de mayo de
2007).

La recuperacion de proteinas implica normalmente romper la célula hospedadora, generalmente por medios tales
como choque osmoético, sonicacion o lisis. Una vez que las células se han roto, se pueden eliminar los residuos
celulares mediante centrifugacion o filtracién. Las proteinas se pueden purificar adicionalmente. Un anticuerpo para
su uso en la invencién puede purificarse por cualquier método conocido en la técnica de purificacion de proteinas, por
ejemplo, por afinidad de proteina A, otra cromatografia (p. €j., cromatografia en columna de intercambio i6nico, afinidad
y exclusion por tamafio), centrifugacion, solubilidad diferencial o mediante cualquier otra técnica convencional para la
purificacion de proteinas. (véase Process Scale Purification of Antibodies, Uwe Gottschalk (ed.) John Wiley & Sons,
Inc., 2009). En algunos casos, una proteina terapéutica se puede conjugar con secuencias marcadoras, tales como
un péptido, para facilitar la purificacién. Un ejemplo de una secuencia de aminoicidos marcadora es un péptido de
hexahistidina (marcador de His), que se une a la columna de afinidad de agarosa funcionalizada con niquel con
afinidad micromolar. Otros marcadores peptidicos Utiles para purificacién incluyen, pero sin limitacion, el marcador de
hemaglutinina "HA", que corresponde a un epitopo procedente de la proteina hemaglutinina de la gripe.

Composiciones y preparaciones farmacéuticas

El método de la invencion se puede usar para fabricar composiciones farmacéuticas que incluyen una o mas proteinas
terapéuticas descritas en el presente documento. Ademas de una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina
terapéutica, las composiciones farmacéuticas pueden contener uno o mas vehiculos o excipientes farmacéuticamente
aceptables, que pueden formularse mediante métodos conocidos por los expertos en la materia.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2789073 T3

Los vehiculos y excipientes aceptables en las composiciones farmacéuticas no son téxicos para los receptores a las
dosificaciones y concentraciones empleadas. Los vehiculos y excipientes aceptables pueden incluir tampones,
antioxidantes, conservantes, polimeros, aminoacidos y carbohidratos. Las composiciones farmacéuticas se pueden
administrar por via parenteral en forma de una formulacién inyectable. Las composiciones farmacéuticas para
inyeccion (es decir, inyeccion intravenosa) se pueden formular usando una solucion estéril o cualquier liquido
farmacéuticamente aceptable como vehiculo. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin
limitacion, agua estéril, solucion salina fisiolégica y medios de cultivo celular (p. €j., medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), medio de Eagle modificado con a (a-MEM), medio F-12). Se conocen en la técnica métodos de
formulacion, véase, p. ej., Banga (ed.) Therapeutic Peptides and Proteins: Formulation, Processing and Delivery
Systems (22 ed.) Taylor & Francis Group, CRC Press (2006).

La composicién farmacéutica se puede formar en una forma de dosis unitaria segin sea necesario. La cantidad de
componente activo, p. €j.,, una 0 mas proteinas terapéuticas de la invencién incluidas en las preparaciones
farmacéuticas es tal que se proporciona una dosis adecuada dentro del intervalo designado (p. €j., una dosis dentro
del intervalo de 0,01-500 mg/kg de peso corporal).

Proteinas terapéuticas

Las proteinas terapéuticas que pueden prepararse mediante los métodos descritos en el presente documento incluyen
cualquier proteina terapéutica recombinante de interés o biosimilar de la misma, incluyendo, pero sin limitacion,
anticuerpos (p. €j., anticuerpos monoclonales, anticuerpos biespecificos, anticuerpos multiespecificos), proteinas de
fusion (p. ej., fusion de Fc), anticoagulantes, factores sanguineos, proteinas morfogenéticas 0seas, armazones
proteicos modificados por ingenieria genética, enzimas, factores de crecimiento, hormonas, factores liberadores de
hormonas, interferones, interleucinas y tromboliticos. Las proteinas terapéuticas incluyen proteinas tanto glucosiladas
(p. €j., proteinas que tienen al menos una cadena de oligosacéridos) como no glucosiladas.

Los anticuerpos monoclonales ilustrativos incluyen, pero sin limitacion, adalimumab, infiliximab, palivizumab,
cetuximab, natalizumab, eculizumab, ustekinumab, golimumab, ofatumab, canakinumab, belimumab, alirocumab,
mepolizumab, necitumumab, nivolumab, dinutuximab, secukinumab, evolocumab, blinatumomab, pembrolizumab,
ramucirumab, vedolizumab, siltuximab, obinutuzumab, trastuzumab, raxibacumab, pertuzumab, brentuximab,
ipilimumab, denosumab, tocilizumab, ofatumumab, canakinumab, certolizumab, catumaxomab, ranibizumab,
panitumumab, bevacizumab, cetuximab, efalizumab, omalizumab, tositumomab, ibritumomab, alemtuzumab,
gemtuzumab, basiliximab, daclizumab, rituximab y abciximab.

Las proteinas de fusion ilustrativas incluyen, pero sin limitacion, alefacept, entanercept, abatacept, belatacept,
aflibercept, ziv-aflibercept, rilonacept, romiplostim, apocept, trebananib, blisibimod y dulaglutida.

Ejemplos
Ejemplo 1. Fabricacion de anticuerpos terapéuticos que utilizan una célula auxétrofa doble

El siguiente ejemplo describe métodos de fabricacién de proteinas terapéuticas, tales como anticuerpos, que
comprenden la expresion de la proteina terapéutica de interés en una célula auxotrofa para colesterol y auxoétrofa para
glutamina. El método permite convenientemente el aumento en la amplificacion y el nimero de copias del gen de
interés y la produccion en ausencia de colesterol, que es muy insoluble en soluciones acuosas y con el que es muy
dificil trabajar. El método ilustrativo se describe adicionalmente en la FIG. 1.

Las células auxétrofas para glutamina y auxétrofas para colesterol, tales como células NSO, se transfectan con un
primer vector que comprende un acido nucleico que codifica una 3-cetoesteroide reductasa (3-KSR). Durante y
después de esta primera transfeccion, las células se mantienen en medio de cultivo sin colesterol para seleccionar las
células que expresan el primer vector, produciendo de este modo un cultivo de células auxotrofas para glutamina que
expresan 3-KSR. Estas células se transfectan simultdnea o posteriormente con un segundo vector que comprende un
acido nucleico que codifica una glutamina sintetasa (GS) y la proteina de interés, p. €j., la cadena pesada y ligera de
un anticuerpo terapéutico. Durante y después de esta segunda transfeccion, las células se mantienen en medio de
cultivo celular sin glutamina para seleccionar las células que expresan el segundo vector. Para seleccionar
adicionalmente las células que han incorporado multiples copias del segundo vector, el medio de cultivo celular durante
y/o después de la segunda transfeccion se complementa con un inhibidor de la glutamina sintetasa tal como
sulfoximina de metionina (MSX). Las células productoras de anticuerpos de 3-KSR-GS finales pueden mantenerse en
un medio sin colesterol, evitando problemas de fabricacién asociados con colesterol, y presentan un alto nivel de
productividad procedente de la seleccion de MSX.

Ejemplo 2: Ensayo de viabilidad celular:

El siguiente ejemplo describe un ensayo de azul tripano para determinar la viabilidad celular como un sustituto de
células que presentan supervivencia y crecimiento adecuados.
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Preparar una solucion al 0,4 % de azul tripano en solucién salina isoténica tamponada, pH de 7,2 a 7,3 (es decir,
solucidn salina tamponada con fosfato). Afiadir 0,1 ml de solucién madre de azul tripano a 1 ml de células. Cargar un
hemocitémetro y examinar inmediatamente bajo un microscopio con bajo aumento. Contar la cantidad de células con
tincion azul y la cantidad de células totales. La viabilidad celular se calcula como el nimero de células viables dividido
por el nimero total de células dentro de las cuadriculas en el hemocitdmetro. Si las células captan azul tripano, se
consideran inviables. La viabilidad celular es al menos del 90 % para cultivos sanos en fase logaritmica.

% de células viables = [1,00 - (nimero de células azules + numero de células totales)] x 100

La densidad celular de la suspensién de la linea celular se puede determinar usando un hemocitémetro. Para calcular
el nimero de células viables por ml de cultivo, se usa la siguiente férmula, corrigiendo con respecto al factor de dilucién:
namero de células viables x 10E4 x 1,1 = células/ml de cultivo.

Ejemplo 3. Fabricacion de anticuerpos terapéuticos utilizando un método de seleccidn triple

El siguiente ejemplo describe métodos de fabricacion de proteinas terapéuticas, tales como anticuerpos, que
comprenden expresion de la proteina terapéutica de interés en una célula auxoétrofa para colesterol y glutamina con
un tercer mecanismo de seleccién adicional, p. €j., gen de resistencia a la neomicina (p. ej., usando G418 para
seleccion). El método permite convenientemente el aumento en la amplificacion y el nimero de copias del gen de
interés y la produccion en ausencia de colesterol, que es muy insoluble en soluciones acuosas y con el que es muy
dificil trabajar, superando al mismo tiempo las dificultades de fabricacion inesperadas asociadas con el sistema de
seleccion de cultivo celular de 3-KSR, incluyendo, por ejemplo, baja productividad.

La seleccidon de células NSO se optimizé en primer lugar usando tanto una sola seleccién de neomicina (FIG. 9) como
una sola seleccién de GS (FIG. 10). Para la optimizacion de neomicina, se transfectaron células segun la practica
convencional con un vector de &cido nucleico que codifica un gen de resistencia a la neomicina. Después se afiadio
neomicina al medio de cultivo celular a (100 pg/ml o 200 pg/ml) para seleccion. La viabilidad celular se midié en los
dias indicados después de la recuperacién. Para seleccion basada en GS, las células se transfectaron con un vector
de acido nucleico que codifica GS y se mantuvieron en medios de cultivo celular sin glutamina. La viabilidad celular se
midi6 en los dias indicados después de la recuperacion. Se optimizé un método de seleccion triple basado en 3-KSR
usando selecciéon de neomicina, 3-KSR y GS para superar la productividad inesperadamente baja asociada con la
seleccion de 3-KSR (FIG. 8). Las células se transfectaron segun la practica convencional con uno o mas vectores de
acido nucleico que codifican un gen de resistencia a 3-KSR, GS y neomicina. Para seleccion, las células se
mantuvieron en ausencia de glutamina y colesterol y en presencia de neomicina. Como se muestra en la FIG. 11, la
seleccion triple mantuvo amplia viabilidad celular después de la recuperacion.
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<400> 1
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Met

Ala

Leu

Leu

Ser

65

Phe

Pro

Val

Lys

Gly
145

Arg

Leu

Ala

Ala

50

Asn

Gln

Gln

Ile

Ile

130

His

Lys

Cys

Cys

35

Ser

Leu

Arg

Leu

His

115

Thr

Phe

Val

Lys

20

Arg

His

Gln

Leu

Asn

100

Met

Ala

Ile

Val

Arg

Asn

Pro

Ser

Asp

Ile

Phe

Asp

Leu
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Leu

Leu

Met

Thr

Val

70

Cys

Lys

Ser

Gly

Ile
150

Ile

Leu

Ser

Ala

55

Phe

Ile

Ala

Thr

Leu

135

Arg

Thr

Ala

Lys

40

Glu

Arg

Tyr

Leu

Ala

120

Gln

Glu

11

Gly

Glu

25

Ala

Val

Ala

Leu

Phe

105

Glu

Glu

Leu

Ala

10

Asp

Glu

Thr

Ser

Asn

90

Phe

Gly

Val

Glu

Ser

Asp

Ala

Ile

Lys

75

Ala

Gly

Leu

Phe

Pro
155

Ser

Glu

Val

Val

60

Glu

Gly

Leu

Leu

Glu

140

Leu

Gly

Leu

Cys

45

Gln

Leu

Ile

Phe

Thr

125

Thr

Leu

Ile

His

30

Ala

Val

Lys

Met

Ser

110

Gln

Asn

Cys

Gly

15

Leu

Ala

Asp

Gln

Pro

95

Arg

Gly

Val

His

Leu

Cys

Leu

Val

Arg

80

Asn

Lys

Asp

Phe

Ser
160



Asp

Ser

Tyr

Arg

Thr

225

Thr

Phe

His

Thr

Asp

305

Lys

Ser

<210> 2

<211> 1537
<212> ADN

Asn

Asn

Ser

Asn

210

Ala

Leu

Thr

Gln

Thr

290

Glu

His

Gly

Pro

Phe

Ser

195

Phe

Leu

Leu

Leu

Lys

275

Gly

Asp

Ile

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 2

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Thr

Met

Thr

260

Pro

Phe

Thr

Arg

Cys
340

Gln

165

Leu

Lys

Gln

Asn

Pro

245

Pro

Glu

Gly

Ala

Val

325

Leu

Leu

Glu

Tyr

Gln

Leu

230

Ala

Tyr

Ser

Arg

Glu

310

Thr
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Ile

Asp

Ala

Gly

215

Thr

Ile

Asn

Leu

Asn

295

Lys

Ile

Trp

Phe

Thr

200

Leu

Tyr

Leu

Gly

Asn

280

Tyr

Phe

Gln

Thr

Gln

185

Asp

Tyr

Gly

Leu

Thr

265

Pro

Ile

Tyr

Lys

12

Ser

170

His

Leu

Ser

Ile

Leu

250

Glu

Leu

Met

Gln

Thr
330

Ser

Ser

Leu

Asn

Leu

235

Arg

Ala

Ile

Thr

Lys

315

Asp

Arg

Lys

Ser

Val

220

Pro

Phe

Leu

Lys

Gln

300

Leu

Asn

Ser

Gly

Val

205

Ala

Pro

Phe

Val

Tyr

285

Lys

Leu

Gln

Ala

Lys

190

Ala

Cys

Phe

Ala

Trp

270

Leu

Met

Glu

Ala

Arg

175

Glu

Leu

Pro

Ile

Asn

255

Leu

Ser

Asp

Leu

Arg
335

Lys

Pro

Asn

Gly

Trp

240

Ala

Phe

Ala

Leu

Glu

320

Leu



10

gtactctgat
ggcgtttgcet
accggggcta

gagcttcatc

ctgectggect
cagtcggtet
tatctaaatg
ctcttttcaa
gataagatca
atcctgattce
tggacatcat
aaaggcaagg
aacaggaact
accaatttga
ttgctacttce
ctggtatggce
gccaccactg
actgctgaaa
caaaaaacag
aggccaaggc
gagcccttgt
tagtcccage
tgcagtgagce
aaaatatgta
ttgcatacct

ttgtaataaa

<210> 3
<211> 373
<212> PRT

tggtgacggg
tcactgcttg
gcagtggcat

tgtgtttgge

ctcaccccac
tcegggecte
ctgggatcat
gaaaagtgat
ctgctgatgg
gggaactgga
ctcgecagtge
aaccctacag
tcaaccagca
catatggaat
gcttttttge
ttttccacca
gctttggaag
aattttatca
ataatcaggce
agaaggatca
ctctacaaaa
tactcagaag
tgagattgtg
tatatttaat
tctgtacatt

ctatgaacta

<213> Homo sapiens

<400> 3
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tgaggcggcece
gaagtgtgag
tggcctggece

gtgcaggaac

tgctgaggtce
caaggaactt
gcctaatcca
tcatatgttce
acttcaggag
gecctcetecte
aaggaaatct
ctcttccaaa
gggtctctat
tctgectecg
aaatgcattc
aaagcctgaa
aaattacatt
aaagttactg
caggctcagt
cttgagacca
agaaataaaa
gatgaggtgg
ccactgcact
atatatataa
ctggggtaca

tgaaaaaaaa

cgaaatcgta
tgcgcgaaga
ctctgcaage

atgagcaagg

accattgtcc
aagcaaaggt
caactaaata
tccacagctg
gtgtttgaga
tgtcacagtg
aatttcagce
tatgccactg
tccaatgtgg
tttatatgga
actttgacac
tctctcaatc
atgacccaga
gaactggaaa
ggctcatgecce
ggagttcaag
ataatagctg
gaggatctct
ccagcctggg
aaccagagct
tggatttcta

daaaaaa

13

ggacttccga
tgcgaaaggt
ggctgetgge

cagaagctgt

aggtggatgt
ttcagagatt
tcaaagcact
aaggcctgcet
ccaatgtctt
acaatccatc
tcgaggactt
accttttgag
cctgtccagg
cgctgttgat
catataatgg
ctctgatcaa
agatggacct
agcacattag
tataattcca
accagcctga
ggtgtggtgg
tgaggctggg
tgacagcgag
gacaatgaca

ctgagttgga

aagcagcggce
ggttttgatc
ggaagatgat

ctgtgctgcet

cagcaacctg
agactgtata
tttetttgge
gacccagggt
tggccatttt
tcagctcatce
ccagcacagc
tgtggetttg
tacagcattg
gccggcaata
aacagaagct
atatctgagt
agatgaagac
ggtcactatt
gcactttggg
gaaacatagt
catgcgcatg
aggcagaggt
accctgtcete
ctctggaaca

taatatgcat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1537
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Met Thr Thr Ser Ala Ser Ser His Leu Asn Lys Gly Ile Lys Gln Val
1 5 10 15

Tyr Met Ser Leu Pro Gln Gly Glu Lys Val Gln Ala Met Tyr Ile Trp
20 25 30

Ile Asp Gly Thr Gly Glu Gly Leu Arg Cys Lys Thr Arg Thr Leu Asp
35 40 45

14



Ser

Ser

Pro

Val

Leu

Pro

His

145

Tyr

Glu

Thr

Cys

Leu

225

Lys

Ser

Ala

Asp

Glu

50

Ser

Ala

Leu

Arg

Trp

130

Pro

Tyr

Ala

Asn

Glu

210

His

Pro

Thr

Ile

Pro
290

Pro

Thr

Ala

Cys

His

115

Phe

Phe

Cys

His

Ala

195

Gly

Arg

Ile

Lys

Glu

275

Lys

Lys

Leu

Met

Glu

100

Thr

Gly

Gly

Gly

Tyr

180

Glu

Ile

val

Pro

Ala

260

Lys

Gly

Cys

Gln

Phe

85

Val

Cys

Met

Trp

Val

165

Arg

Val

Ser

Cys

Gly

245

Met

Leu

Gly
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val

Ser

70

Arg

Phe

Lys

Glu

Pro

150

Gly

Ala

Met

Met

Glu

230

Asn

Arg

Ser

Leu

Glu

55

Glu

Asp

Lys

Arg

Gln

135

Ser

Ala

Cys

Pro

Gly

215

Asp

Trp

Glu

Lys

Asp
295

Glu

Gly

Pro

Tyr

Ile

120

Glu

Asn

Asp

Leu

Ala

200

Asp

Phe

Asn

Glu

Arg

280

Asn

15

Leu

Ser

Phe

Asn

105

Met

Tyr

Gly

Arg

Tyr

185

Gln

His

Gly

Gly

Asn

265

His

Ala

Pro

Asn

Arg

90

Arg

Asp

Thr

Phe

Ala

170

Ala

Trp

Leu

Val

Ala

250

Gly

Gln

Arg

Glu

Ser

75

Lys

Arg

Met

Leu

Pro

155

Tyr

Gly

Glu

Trp

Ile

235

Gly

Leu

Tyr

Arg

Trp

60

Asp

Asp

Pro

vVal

Met

140

Gly

Gly

Val

Phe

val

220

Ala

Cys

Lys

His

Leu
300

Asn

Met

Pro

Ala

Ser

125

Gly

Pro

Arg

Lys

Gln

205

Ala

Thr

His

Tyr

Ile

285

Thr

Phe

Tyr

Asn

Glu

110

Asn

Thr

Gln

Asp

Ile

190

Ile

Arg

Phe

Thr

Ile

270

Arg

Gly

Asp

Leu

Lys

95

Thr

Gln

Asp

Gly

Ile

175

Ala

Gly

Phe

Asp

Asn

255

Glu

Ala

Phe

Gly

Vval

80

Leu

Asn

His

Gly

Pro

160

Val

Gly

Pro

Ile

Pro

240

Phe

Glu

Tyr

His
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10

16

Glu Thr Ser Asn Ile Asn Asp Phe Ser Ala Gly Val Ala Asn Arg Ser
305 310 315 320
Ala Ser Tle Arg Ile Pro Arg Thr Val Gly Gln Glu Lys Lys Gly Tyr
325 330 335
Phe Glu Asp Arg Arg Pro Ser Ala Asn Cys Asp Pro Phe Ser Val Thr
340 345 350
Glu Ala Leu Ile Arg Thr Cys Leu Leu Asn Glu Thr Gly Asp Glu Pro
355 360 365
Phe Gln Tyr Lys Asn
370
<210> 4
<211> 8337
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 4
gtaaaactat tcccecgtgaa ggcggcaggg cagaggtcca gggcecgggcett tgctgggage 60
ctegggacce cgggttgggg gceccgtgggge ggcacctgge gagetggegg gtgggeggeg 120
agccgaggcet tcceggectg geggcaacte gecectetge cctcageccet ceccggetcecg 180
ctceectteece ccacgecgee ctgeccectee cccacgeccee tttcectettte tttetttett 240
tcccagtteg cttgecceca cececcagegge geececgeecggg ctectegece aatggecgeg 300
gggcccggga ccgcatcage tgatcggece gggectcctgg ccgetgggag ccaatcaggg 360
caccgggggce ggccccecgggce cgcecggataaa gggtgegggg ctgectggegg ctcectgcagag 420
tcgagagtgg gagaagagcg gagcgtgtga gcagtactgce ggcctcectet cctcetcectaa 480
cctegetete geggectage tttaccegee cgectgeteg gegaccageg gggatcctcece 540
cccagccgca agtccacgaa gaaagcaacg aatgaaaatt atgaagacaa cgagaagtca 600
gactccteceg ggtecgegete cagetgette ggettegteg cctactetgt gaactceceggg 660
gagagatctc gagtcaagat taagacctta acccaccaac ctgcectgtte ggacaccccce 720
cgggccggee getgtetgte ceccttetcecca tecgeccectcecte ccagaaaget ceggtgettg 780
gaccagctag agtctgagaa agaggagagg cgcgaacgcc actccaaaaa gagaagggtt 840
aaagagggca accctaacga tacgcttgac tttctgtgge tgggaacacc ttccaccatg 900
accacctcag caagttccca cttaaataaa ggcatcaagc aggtgtacat gtccctgect 960
cagggtgaga aagtccaggc catgtatatc tggatcgatg gtactggaga aggactgcgce 1020
tgcaagaccec ggaccctgga cagtgagccce aagtgtgtgg aagagttgcc tgagtggaat 1080



ttcgatggcet
gctgeccatgt
ttcaagtaca
gacatggtga
acagatgggc
tactgtggtg
gcctgettgt
tgggaatttc
cgtttcatct
cccattcecctg
cgggaggaga
cagtaccaca
ggattccatg
agcatacgca
ccctctgeca
aatgaaaccg
tgagccecte
tgtaactcaa
tgctttettt
ccttttttte
ataaccactg
agcacgtttg
ctctggttag
cttttetatt
ctttggtcte
gaagcttagt
tggtcettga
aaactatatg
tcacggggca
tagagagcaa

tgggtttctg

ctagtacttt
ttecgggacce
atcgaaggcc
gcaaccagca
acccctttgg
tgggagcaga
atgctggagt
agattggacc
tgcatcgtgt
ggaactggaa
atggtctgaa
tcegtgecta
aaacctccaa
ttcececggac
actgcgaccce
gcgatgagcce
ctagttctte
agggtggaat
gtttggectgg
cctatcactg
cttccattta
cagaaggggg
gttaggactt
aaaagtggga
ttgcttgtgg
ataaactgat
tttatcacac
tatggttttg
ccaaatttga
gggaagtggt

ccetgeccac
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acagtctgag
cttececgtaag
tgcagagacc
ccectggttt
ttggccttcee
cagagcctat
caagattgcg
ttgtgaagga
gtgtgaagac
tggtgcaggce
gtacatcgag
tgatcccaag
catcaacgac
tgttggccag
ctttteggtyg
cttccagtac
atcccactce
atcaaggtcg
gatagagggg
aagcttttta
atggggtgca
tctcttectte
gccctegtgg
attaggagag
gactagcectg
ggatatccct
aaagcagaat
tggattatgt
gacaaatagt
tcttagatgg

cctctggaga

ggttccaaca
gaccctaaca
aatttgaggce
ggcatggagc
aacggcttcc
ggcagggaca
gggactaatg
atcagcatgg
tttggagtga
tgccatacca
gaggccattg
ggaggcctgg
ttttctgetg
gagaagaagg
acagaagccce
aaaaattaag
aactcttccc
tttttttecat
tcaagttatt
gtgcattagt
cctgtceccaat
caggtagctg
tggaaacttt
aaggtagggg
gcttgggact
accttgaaag
agtattttta
gtgttttget
cggattagaa

tgatctggga

aggtgggcac

17

gtgacatgta
agctggtgtt
acacctgtaa
aggagtatac
cagggcccca
tcgtggaggce
ccgaggtcat
gagatcatct
tagcaacctt
acttcagcac
agaaactaag
acaatgcccg
gtgtagccaa
gttactttga
tcatccgcecac
tggactagac
cctecteccag
tcecatgtgece
aatttcttca
ggggaggagg
aggcgtaget
aaaggggaag
tcttaaaaag
ttgggaatca
aaatgccctg
aagaaaaggt
tatttaaatg
aaaggaaaaa
ataaagcatc
ttaggcccetce

tggattagtt

tctegtgect
atgtgaagtt
acggataatg
cctcatgggg
gggtccatat
ccattaccgg
gcectgeccag
ctgggtggee
tgatcctaag
caaggccatg
caagcggcac
acgtctaact
tcgtagegece
agatcgtcgce
gtgtcttctce
ctccagetgt
ttgtcecegat
cagttaatct
cacctaccct
gtggggagac
atccggacag
acctgacgta
ttataaccaa
gagagaatgg
ctctgaacac
tcttactgcet
taaagacaaa
accatccagg
tcattttgag
aagacccttt

aacagacaac

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



acgttactag
aggtttagag
gggttatttt
taaaaagcaa
tttacagaat
acagggctgg
aagaattatt
tctaccattt
tgacaacttce
aaactgtgta
gtgtttgtga
caaaataagc
cagcegttte
cctagactta
aagccccact
tgttttgacce
acgatttcta
gttgaagcct
ccttgecagga
cccttgecce
ccaattccta
gatgectgtge
aatagcatta
tcttaccagt
actgtgtatt
ggctcgtaat
gtcctagttt
tcttgatttt
ccccaactga
cctacagtgt
tgtaatcaat

aatttaggtg

cagtcacttg
ataagagttg
ctggtaggaa
aattatagaa
tgettgtttg
agtcaaaaca
ttttttettt
tctggttett
taattgccat
actgcccaaa
ttctttcaaa
tcaagtttat
ctgtacctcet
gttacacaca
cctcecectt
attecctagee
ttctetgete
tccaaggctg
agaccagtgg
ttgctcttat
ccttegttea
atatacctag
atactactaa
gcgaggtage
ttacactagt
atgatttaat
atgccectgttt
gttgttaaat
agttgtctte
aagcactaaa
tccatgacaa

aaaacaacca
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atctcegtgg
gctggtcaac
tagcatgtca
gtttagattt
cttcaactgt
cttgtaattt
tataataagg
gtgttggcectg
gtacagtatg
gcagcactta
tcecctatgtg
gtactctgag
ctaagttggg
atcttggcat
cctttgcetcee
taatacaata
tcagtgataa
gctatgcecect
accgattgtg
cttggtccgt
ttcctcatga
caaaaagcaa
taatgtgggce
tggggecetgt
caagtaatcc
attcaaagta
cagcatgatt
gatgtatacc
cctttgettg
ctgaagaggce
aatgattgca

gcatatttgt

ctttggttta
ttgagcatgt
ctaaagcagg
taatcaaatt
ctcctaccte
tgtatcttga
aataaacccc
tggcaggcca
ttcaaagtca
taaatcagcc
ccattatatt
tttttaaaac
tatttgggac
ttectagect
cctgagtttg
gcctaacata
gaaacaaata
aggcatgggc
attctcaaaa
gtatctggga
ggttgggtaa
ttattggaca
aatagtgatt
gatagttttt
tagatatccg
gagtcatcta
gttgagtacc
cttatttcca
gccacccetta
agtgacctga
tgagaaggaa

ttcttecacce

18

aaagacacac
tactgacaga
ccttttgata
tgtagggttt
tgctcttgga
tgtctttgtt
acctttattce
gctgtggttt
aataactcct
taacataaga
tctttattte
actggagtga
ttaagggatt
agaggtttgt
gttttggcett
atgtaagatt
ttagctaccc
tcatccttgg
gctetgtgtt
gttcttcecac
aagctcccte
cattggagtg
gtttttaaaa
agagataagt
tggtttttet
cctattagct
ctgtttcatce
ttgaatctgt
cagcctcettg
gcactttgga
ttttaaattc

tctcacctag

ttgtccacat
gggggtattg
ttaaattttt
ctaggtaatt
ggagatgggg
aagactgctg
cttcatttca
tettttgeca
cattgtaaac
tctctctgat
ctaaaacagg
tgttgctgac
aagtttttca
agcagggtac
accataacat
aactggettt
tgctaccctg
gtgtatcttg
gtcacctgtg
cttatcttgg
cggctcccat
caatattatt
ggcagtatac
tcttcaggea
taagaaagtt
tgctggegtg
cttagcattt
gcttccacce
gatggtgtat
ttttgttcat
ataggatcag

aattagettt

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860



gacctacagg
cagacaatgg
ctttcaacct
atatgagttc
tagggaattt
acggggtctg
cttcetgecte
aggtgtgcac
tgttggccag
aactcctcca
gccatgtaaa
aagttcctga
gaaagatgtc
tgtttttett
ataagttatt
actgtatttt
agaatcaagg
caggaggatc
actccacaaa
agatgggagg
tgcactccag
cccaaaaaac
aacttcgtgg
ctaccaagag
ataatcccag
ccagccgggce
gcgtggtgge
gaacctggaa
aacaagaggg
tggctcatac

agaagttcga

tcacagtgca
gttatgtgat
taaggagtca
ccctaatatc
gaaagaattc
actctcaccc
ccagattcaa
caccatgctc
gctggtettg
cctcccaaag
aagccagatc
actattcttg
tcatcattceg
gctcaccact
tttaagtatc
aactctggcec
ccaggtgaag
tcttgagcecce
ataatttttt
atgacttgag
cctgggtgac
aaattgaaaa
gagtgtactg
ccttgtgttg
caccttgaga
caatatggtg
acatgcctgt
ggcggaggtt
aaactccatc
ctgtaatccce

gactagcctg
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atcccettgt
aacttttatc
ggccagtatt
atcttgccag
catggatggg
aggctggagt
gcgattetcece
agctaatttt
aactcctgat
tgctgggatt
tgtgctgcetg
gcccettttac
acaggacttt
gtatcttgag
agttttgtga
atgacagcaa
tggcttacge
aggagtttga
tttaaattgce
cccaggaaat
agatcaagac
tgttgattct
tggaaaatag
ctttaagagt
ggccgaggcea
aaacaagctg
aatcccagct
gcagtgagcet
tcaaaaaaaa
agcactttga

ggcaacatga

atttctaagg
agtgatagat
tacaaaagga
gtactaaata
tgttgtctag
atagtgtggc
tgcctecagece
tgtattttta
ctceccaaagt
acaggcgtga
tctgtgtaga
cactaagtga
ctagttgaac
acctgttgta
gctttaactc
gacaaagttc
ctgtgatccc
gaccgttcta
acgcctgtag
tgaagctgcea
cttgcctaaa
ttttactaca
tgtacttaat
tataactgcc
ggtggatcac
tgtctctact
gcttgggaga
gagattgcaa
aaaaaaagtt
aaagccgagg

Caaaacccca

19

tgttttttat
taaacagaat
ggtctcecatg
acaactgata
ggccttttgt
gcaatcttgg
tcccaagtag
gtacagatgg
gaggtcttga
gccactgcac
agggtagaca
aagtaacttg
ttcatgaaag
gtgcctgeaa
tatgaggtct
catttttatt
aacactttgt
ggcaatgtag
tctcagctat
gtgaattgtg
caaaacaaaa
aacattatgg
taattctcat
aggcacagtg
ctgagatcgg
aaatacaaaa
ctgagacagg
cattgtactce
gtaactgagg
caggtagatc

tctctacaaa

agttcatttg
aatgaccaag
aactccttaa
gcacaagcta
tgtttttgag
ctcactgcaa
ctgagactac
ggtttcacca
actggtcttg
ccggectagg
agtggatgag
ctgccccaaa
caagagatcc
tacttattta
ttgttgtttg
gagcttaaaa
gaggctgcag
tgaggtccag
caggaggctg
attgcaccac
caaacaaaac
cagcactaaa
tgtaatcagg
gctcatgect
gagtttgaga
aattagccgg
agaattgctt
cagcctggge
ctgggcatgg
acttgagctce

aaatacgaaa

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

6480

6540

6600

6660

6720
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aattagctgg gcgtggtgge atgcacctgt agtcctaget acctgggagg ctgaggtggg 6780
aagattactt gaagctgcag tgagccatgg ttgtgccact gccctccagt ctgggcaaca 6840
aagtgagacc ctgtctcaaa aaaacaaaaa aaaattataa ctgatgtaaa ctggcagttt 6900
aggctgggtg tggtggctca agcctgtaat cctagcactt tgggaggcca aggcaggtgg 6960
atcacctgag ttcaggagtt cgagaccagc gtggccaaca tggtgaaacc ttgtctctat 7020
taaaaatacc aaaattagca agatgtggtg gtgggtgcct ataattccag ctactcagga 7080
ggctgaggca ggaggatcgce tggagccagg gaggcagagg ttacagtaag caaagatcac 7140
tccacttcac tccagecctgg gcaaaagagt gagacatatc aaaaaataaa caaataaata 7200
aataaataag tggcagttca tcatttaact ccaaagactt tgcgtacatt tctactgaaa 7260
acaatctgag ctgattagaa ccctgccatt ttatagcctt tagectcgatce tccgaccgtt 7320
catttaaaaa aattctactt caggccggge atggtggctc aagecctgtaa tcccatcact 7380
gtaggaggcc aaagtgggca gatcacttaa ggtcaggagt ttgagaccag cctggccacc 7440
atggtgaaac cccatctcta ctaaaaatac aaaaattagc cgggcttggt ggtgagcacc 7500
tgtaatccca ccctgecgag tggcaggetg aggcaggaga atcgettgag cccaagagcece 7560
ggaggttgca gtgagccaag cttgcaccat tgcactccag cctaggcaac agagtgtgac 7620
tccatctcaa gaaaaaaaaa attctatttc attttacaat atgcagatat atgtccatac 7680
acatgcataa tataaatgta taccatattt gtgagaatat gcatatatgt acacattaga 7740
tacacaatac aagcacaata catatgtctt ttgcccaaga tacagcattt tgtaaaggag 7800
acaggaattt agtaatatat gttccagaaa cagtacacaa gagaattcge cgagatgaga 7860
aagttgtcac taggaatggg gagtggtaag atgtagaagg tataattgtt cttaaagttc 7920
tactgccaac tctttccaat taattaccca ctctgeccatg ctttatggac aggaggttgt 7980
cggacactgt caattaataa atatttgagc atgatacact gcttggagct cctctaatat 8040
aggagagtga tatcctagtg catgttacag agggagtgtc cacacagttc ctattgtcat 8100
ttgatgagtt acttttcagg ggccttgtac ctgagcaagt tgtcctcettt ttgatggatt 8160
tcagattgag ttacctgcat tgtcttgaga ttgcagegtg tttcecctceccac tgtacggegt 8220
agtcagcaga tctattagtt aaactccagt gggccctcag tcactaaatc tatcctcetgt 8280
gttgaaggct ttctgecattt gccectttcaat aaaggtttag aataactccet taaaaaa 8337

<210>5

<211> 187

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

20



Met

Ile

Arg

Asn

Asn

65

Lys

Ala

Val

Pro

Ser

145

Pro

Lys

<210>6

<211> 3932
<212> ADN

Val

Gly

Tyr

Leu

50

Arg

Glu

Leu

Trp

Gly

130

Asp

Glu

Tyr

Gly

Lys

Phe

35

Val

Pro

Pro

Lys

Ile

115

His

Thr

Tyr

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 6

Ser

Asn

20

Gln

Ile

Leu

Pro

Leu

100

Val

Leu

Phe

Pro

Phe
180

Leu

Gly

Arg

Met

Lys

Gln

85

Thr

Gly

Lys

Phe

Gly

165

Glu

Asn

Asp

Met

Gly

Gly

70

Gly

Glu

Gly

Leu

Pro

150

Val

Val
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Cys

Leu

Thr

Lys

55

Arg

Ala

Gln

Ser

Phe

135

Glu

Leu

Tyr

Ile

Pro

Thr

40

Lys

Ile

His

Pro

Ser

120

Val

Ile

Ser

Glu

Val

Trp

25

Thr

Thr

Asn

Phe

Glu

105

Val

Thr

Asp

Asp

Lys
185

21

Ala
10

Pro

Ser

Trp

Leu

Leu

90

Leu

Tyr

Arg

Leu

Val

170

Asn

Val

Pro

Ser

Phe

Val

75

Ser

Ala

Lys

Ile

Glu

155

Gln

Asp

Ser

Leu

Val

Ser

60

Leu

Arg

Asn

Glu

Met

140

Lys

Glu

Gln

Arg

Glu

45

Ile

Ser

Ser

Lys

Ala

125

Gln

Tyr

Glu

Asn

Asn

30

Gly

Pro

Arg

Leu

Val

110

Met

Asp

Lys

Lys

Met
15

Glu

Lys

Glu

Glu

Asp

Asp

Asn

Phe

Leu

Gly
175

Gly

Phe

Gln

Lys

Leu

80

Asp

Met

His

Glu

Leu

160

Ile



tcccagacag
gctgggggceg
tcggetgeac
ctcaaaaccg
ttccggegag

cgagcccegeg

aacctactat
ctgcggecge
ctgtggagga
cttgecctege
acatggcagg

gccgecagtte
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gtgcggcgge
tgcggecget
ggaggtggat
aggggctgag
gcaaggatgg

ccaggcgtct

agctggggeg
gcagccgcetg
ttcaggcttce
ctggaggcag
cagcccggceg

gcgggcgega

22

ggaaggcggg
cagcgccagg
ccgtagactg
cgaggccgec
gcagggcctg

gcacgccgeg

agctgggggce

gtccacctgg
gaagaatcgg
cgacgcaggc
gcgaggagcg

accctgegtg

60

120

180

240

300

360



cgccggggcy
cacaatttcg
ccegetgetg
atcggcaaga
agaatgacca
acctggttct
agcagagaac
gccttaaaac
ggtggcagtt
acaaggatca
tataaacttc
aagtacaaat
ttgttcecce
ctttagatct
tcagatacca
agtccccage
ccagtccttg
cacataccct
atccagaggt
acctggaagt
gcagattgca
catcaattga
gagcaggttc
aaagctggag
gcggaacata
gcatgcacgg
ttcttttttt
ccteggetta
caagtagcta
tagtagagat

attcacccac

g99g9g9ggcggg
cgccaaactt
tcatggttgg
acggggacct
caacctctte
ccattcctga
tcaaggaacc
ttactgaaca
ctgtttataa
tgcaagactt
tgccagaata
ttgaagtata
tccetcectgaa
ataattattt
tttatgagac
acctgctaca
acattgtcgg
tcaactgagce
ttgtagataa
ccagtgatgg
agactgaaat
ggtacggaga
tcattgataa
tattgatccce
gtccagctge
gaacagtgaa
tttagacagc
ctgcaacctce
ggaccaggtg
ggggtttcac

ctcagcctce
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gcctcegectg
gaccgcgegt
ttegectaaac
gcectggeca
agtagaaggt
gaagaatcga
tccacaagga
accagaatta
ggaagccatg
tgaaagtgac
cccaggtgtt
tgagaagaat
aaaagtatgt
ctaagcaact
attcttgecta
gtgagctgcce
gcttttcaca
agtttcacta
atgttgccac
gaaaatgagt
ttcagtgaaa
aactgaactg
caagctccat
gcccccectee
tctatagcaa
tgccaaacac
gtttcgetcet
cgecctteccea
cgcgccacca
catgttggtc

caaagtgctg

cacaaatggg
tctgctgtaa
tgcategtceg
ccgctcagga
aaacagaatc
cctttaaagg
gctcattttce
gcaaataaag
aatcacccag
acgttttttce
ctctctgatg
gattaatatg
atttttacat
agtttttatt
taactaagtg
attccacacc
tgttggtaat
gtggaaatac
cttgtttgta
atgtttctgt
gcagtgtatt
agaaggtaag
actgctgaga
ttggttgtca
gtctcaggtg
ttaaagcaat
tgttgceccag
gattcaagcg
cgcccggcecta
aggctagtct

ggattaccgg

23

gacgaggggyg
cgagcgggcet
ctgtgtccecceca
atgaattcag
tggtgattat
gtagaattaa
tttccagaag
tagacatggt
gccatcttaa
cagaaattga
tccaggagga
aaggtgtttt
tagaaaaggt
ccccactact
cttctccaag
catcacatgt
atttattaaa
caaaagcttce
acagtgaaaa
cttagattgg
tgctaggtca
aaaagcaatt
tacagggaaa
gctecectgte
tttgcagtaa
tcgatgttta
gctagcatgce
attctcctge
atttttgtat
cgaactcgtg

cttgagccac

gcggggcggc
cggaggtcct
gaacatgggc
atatttccag
gggtaagaag
tttagttcte
tctagatgat
ctggatagtt
actatttgtg
tttggagaaa
gaaaggcatt
ctagtttaag
tttttgttga
cttgtctcta
accccaactg
ggcactcttg
gatgaagatc
ctacgtgtat
attgaaaaca
ggaacccaaa
taccagaaat
taaagtcagc
tggagggggg
ctgtgtgtgg
gaagctgctg
agtatgtaag
aatggtgtga
ctcaggctcc
tttgtatttt
accgcaagcg

cacacccggc

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

13920

13980

2040

2100

2160

2220
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acatcttcat
ttttataatt
atggttgcett
aagttataag
tcagatgcct
cagtggctca
accagcttgg
attgtggcge
gcccacgagt
cagaagagac
tagaaagtta
aataatacat
aagctgttgg
aatccagcaa
gaacagtaaa
actcaggagg
cttagtgaga
agaagttcat
gttggttagg
tgtttttcte
aaatatggta
agctaaatcc
taagttatgt
gagaattagg
ttaaaatttt
ggaaaaaccc
tctggaaaga
ttgtacttaa

tacacttgtt

<210>7
<211>6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<400> 7

tctttttatg
taaaaaaata
gaaccaaagg
tagcaggata
ttgagaaatg
cacctgtaat
gcaacatggc
acacctgtat
tcaaggctge
cttgtctcga
ttttcaactg
ttttagacaa
agaaaatact
ataggatcca
aatattaatc
ctcagcagca
tcecttetet
tgaagataaa
caatcattct
aacaaggagc
actactctgg
tcatctgtca
gaggaaaaaa
agggatgggg
atgtattaat
atgaaggtaa
acaactggca
ccattttcat

aataagtaaa
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tagtaaaaag
cagaagcagg
gttgcatgta
ttctgatgga
aatgaagtag
cccagegett
aaagccccat
tcccatctag
agtgagtcgt
aaaggaatct
ataaatctat
gcaaagactc
ccagcaaaat
acacaggcaa
ggttagctgg
ggacgacttg
taaaaataat
gcaaaagtaa
agggcagaaa
agtatgtaca
gacaatatgg
tatccagaaa
acagaagaca
caggggactg
atatgcattc
ctaacggaag
ggactgttgt
ctatttcttt

aaaaaaaaaa

tataaggcca
aaaaccaatt
gtaagaaatt
gtttgacttt
agagaaaata
tgggaggcta
ctctacaaaa
tcaggaagct
gattgtgcca
gaaaacaatg
attcacccaa
aggggttacc
gaaggagtac
tattccaget
gtggaatggc
agcccaagag
aacttattgce
aaaaaaaaaa
gaagtacagg
cagtcataat
gaggaaaagt
tcactatata
ttgctaaaag
ttaggatgca
acttgaaaaa
gaaaaactaa
tttcattgta
aataagaaca

aa

cacatggttt
ataagttcaa
gtgatttaag
ggttttggge
aaagaaaaac
aggcaggcag
aacacaaaaa
gagatggaag
ctgcactcca
gaaccatgcc
ataatcaagg
tccatgtgec
acaaaccaga
atggagctag
ccatgcectgt
ttccagacca
cagatttggg
aaaaaaaaca
ataggaagag
gatgtgactg
gaagattgtg
atatataata
agttaaaagt
ttataaactg
ctaaaaaaaa
gagaatgaaa
agacttttgg

attccatctt

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Marcador 6xHis sintético

His His His His His His

1

5

24

atttgaagta
gtgagggatg
atatatttta
ccagggagtt
cagccaggca
atcacttgag
ttagctggge
aattaattga
gccggggtga
ttcataattc
gtgaaggtaa
ctttttaggg
gaatgacatg
ctttaaaaag
agtcccagcet
gcctggecac
gcatttggaa
aggggaaagg
cataatacac
cttagccect
atggtgtaag
atgaaatgac
cattgctctg
aaaagccttt
acaataattt
agtatttgcce
agccatttaa

aataaagagt

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3932
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REIVINDICACIONES

1. Un método de fabricacién de una proteina terapéutica, que comprende: transfectar una célula auxoétrofa para
colesterol y auxétrofa para glutamina con (i) un acido nucleico que codifica una proteina que restaura la biosintesis de
colesterol en la célula; (ii) un acido nucleico que codifica una proteina que restaura la biosintesis de glutamina en la
célula; (iii) un acido nucleico que comprende un gen de resistencia a antibiéticos aminoglucosidicos; y (iv) un acido
nucleico que codifica la proteina terapéutica.

2. El método de la reivindicacion 1, que comprende transfectar la célula auxétrofa para colesterol y auxétrofa para
glutamina con al menos uno de un primer, segundo y tercer vector, en donde el primer vector comprende el acido
nucleico que codifica una proteina que restaura la biosintesis de colesterol; el segundo vector comprende el acido
nucleico que codifica una proteina que restaura la biosintesis de glutamina y el acido nucleico que codifica la proteina
terapéutica; y el tercer vector comprende el acido nucleico que comprende el gen de resistencia a antibioticos
aminoglucosidicos.

3. El método de la reivindicacién 1 o 2, que comprende ademas cultivar la célula auxétrofa para colesterol y auxotrofa
para glutamina en ausencia de colesterol afiadido de manera exégena durante o después de la transfeccion con el
acido nucleico que codifica la proteina que restaura la biosintesis de colesterol.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende ademas cultivar la célula auxétrofa para
colesterol y auxotrofa para glutamina en ausencia de glutamina afiadida de manera exdégena durante o después de la
transfeccién con el &cido nucleico que codifica una proteina que restaura la biosintesis de glutamina.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende ademas cultivar la célula auxotrofa para
colesterol y auxétrofa para glutamina reduciendo la concentracion de glutamina de 2 mM a 0 mM o de 0,5 mM a 0 mM
después de la transfeccion con el acido nucleico que codifica una proteina que restaura la biosintesis de glutamina.

6. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas cultivar la célula auxotrofa para colesterol y auxétrofa para
glutamina en presencia de un inhibidor de la 3-cetoesteroide reductasa durante o después de la transfeccion con el
acido nucleico que codifica una proteina que restaura la biosintesis de colesterol.

7. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas cultivar la célula auxétrofa para colesterol y auxétrofa para
glutamina en presencia de un inhibidor de la glutamina sintetasa durante o después de la transfeccién con el 4cido
nucleico que codifica una proteina que restaura la biosintesis de colesterol.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende ademas cultivar la célula auxétrofa para
colesterol y auxotrofa para glutamina en presencia de un antibidtico aminoglucosidico durante o después de la
transfeccion con el &cido nucleico que comprende el gen de resistencia a antibiotico aminoglucosidico.

9. El método de la reivindicacién 8, que comprende cultivar la célula auxétrofa para colesterol y auxétrofa para
glutamina en presencia de G418 a una concentracién de 100 pg/ml o 200 pg/ml.

10. El método de la reivindicacion 1, en donde el gen de resistencia a aminoglucdsidos comprende un gen de
resistencia a la neomicina y el método comprende transfectar la célula con un acido nucleico que codifica el gen de
resistencia a la neomicina.

11. El método de la reivindicacion 1, en donde el método comprende ademas recuperar la proteina terapéutica de la
célula y medir la viabilidad de la célula después de dicha recuperacion.

12. El método de la reivindicacién 1, en donde la proteina que restaura la biosintesis de colesterol comprende 3-
cetoesteroide reductasa y el método comprende transfectar la célula auxotrofa para colesterol y auxétrofa para
glutamina con un &cido nucleico que codifica 3-cetoesteroide reductasa.

13. El método de la reivindicacion 1, en donde la proteina capaz de restaurar la biosintesis de glutamina comprende
glutamina sintetasa y el método comprende transfectar la célula con un acido nucleico que codifica glutamina sintetasa.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde la proteina terapéutica comprende un
anticuerpo, una proteina de fusién, un anticoagulante, un factor sanguineo, una proteina morfogenética 6sea, un
armazén proteico modificado por ingenieria genética, una enzima, un factor de crecimiento, una hormona, un factor
liberador de hormonas, una interleucina o una proteina trombolitica, y el método comprende transfectar la célula con
un acido nucleico que codifica un anticuerpo, una proteina de fusién, un anticoagulante, un factor sanguineo, una
proteina morfogenética 6sea, un armazoén proteico modificado por ingenieria genética, una enzima, un factor de
crecimiento, una hormona, un factor liberador de hormonas, una interleucina o una proteina trombolitica.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en donde la célula auxétrofa para colesterol y auxotrofa
para glutamina es una célula NSO.

25
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Linea celular NSO

3-KSRg
transfectar  §

ey, MAD LC
v Y
Linea celular 3-KSR NSO nula #

transfectar G5 mAb HC

v

Linea celular 3-KSR-GS NSO
expresa mAb

FIG. 1
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Secuencia de referencia NCBI: NP_057455

1 mrkvvlitga
61 gvdvsnlgsv
121 eglltqgdki
181 ledfghskgk
241 tllmpailll
301 kmdldedtae
SEQID NO. 1

ssgiglalck rllaeddelh lclacrnmsk aeavcaalla
fraskelkqr fgrldeiyin agimpnpgln ikalffglfs
tadglgevfe tnvighfili releplilchs dnpsgliwts
epyssskyat dlisvalnrn fnggglysnv acpgtaltnl
rffanaftlt pyngtealvw 1fhgkpesln plikylsatt
kfygkllele khirvtigkt dngarisgsc 1

FIG. 2
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shptaevtiv
rkvihmfsta
srsarksnfs
tygilppfiw
gfgrnyimtq
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Secuencia de referencia NCBI: NM_016371.3

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1ozl
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

gtactctgat
ggegtttget
accggggeta
gagctteate
ctgcetggecet
cagtcggtet
tatctaaatg
ctettttcaa
gataagatca
atcctgatte
tggacatcat
aaaggcaagqg
aacaggaact
accaatttga
ttgctactte
ctggtatgge
gccaccactg
actgctgaaa
Caaaaaacag
aggecaagge
gageccttgt
tagtcceage
tgeagtgage
agaatatgta
ttgeataccet
ttgtaataaa

SEQID NO. 2

tggtgacggg
tcactgetty
gcagtggeat
tgtgtttygge
cteaccecac
tcegggecte
ctgggatcat
gaaaagtgat
ctgctgatgg
gggaactgga
ctegeagtge
agaccctacag
tcaaccagea
catatggaat
gotttttige
ttttecacca
gctttggaag
aattttatca
ataatcaggce
agaaggatca
ctctacaaaa
tactcagaag
tgagattgtyg
tatatttaat
tetgtacatt
ctatgaacta

tgaggcggcece
gaagtgtgag
tggeetggee
gtgcaggaac
tgctgaggte
caaggaactt
gectaatcca
teatatgtte
acttcaggag
gectetecte
aaggaaatct
ctecttccaaa
gggtctetat
tetgeeteeg
aaatgcattc
aaagectgaa
aaattacatt
aaagttactyg
caggctcagt
cttgagacca
agaaataaaa
gatgaggtgy
ccactgeact
atatatataa
ctggggtaca
tgaaaaaaaa

cgaaatcgta
tgocgegaaga
ctetgeaage
atgagcaagg
accattgtec
aagcaaaggt
caactaaata
tcecacagetg
gtgtttgaga
tgtcacagtg
aatttcagee
tatgccactyg
tccaatgtygg
tttatatgg
actttgacac
tcteteaate
atgacccaga
gaactggaaa
ggctcatgece
ggagttcaag
ataatagectg
gaggatctet
ccageetggg
aaccagaget
ggatttecta
aaaaaaa

FIG. 3
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ggacttcega
tgcgaaaggt
ggetgetgge
cagaagetgt
aggtggatgt
ttcagagatt
tcaaagcact
aaggectget
ccaatgtett
acaatccate
tegaggactt
accttttgag
cctgtecagyg
cgetgttgat
catataatgg
ctetgatcas
agatggacct
agcacattag
tataattcca
accagectga
ggtgtggtgy
tgaggetggg
tgacagcgag
gacaatgaca
ctgagttgga

aagcagegge
ggtttigate
ggaagatgat
ctgtgetget
cageaaccty
agactgtata
tttetttgge
gacccagggt
tggecatttt
tcageteate
ccageacage
tgtggetttyg
tacagcattg
gecggeaata
aacagaaget
atatctgagt
agatgaagac
ggtcactatt
gcactttggg
gaagcatagt
catgecgeatg
aggcagaggt
accctgtete
ctctggaaca
taatatgeat
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Secuencia de referencia NCBI: NP_002056.2

1 mttsasshln kgikgvymsl pggekvgamy iwidgtgegl
61 nfdgsstlgs egsnsdmylv paamfrdpfr kdpnklvlce
121 mduvsnghpw famegeytlm gtdghpfgwp sngfpgpagp
181 raclyagvki agtnaevmpa gwefgigpce gismgdhlwy
241 kpipgnwnga gchtnfstka mreenglkyl eealeklskr
301 tgfhetsnin dfsagvanrs asiriprtvg gekkgyfedr

361 Inetgdepfg vkn
SEQIDNO. 3

FIG. 4
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rcktrtldse pkeveelpew
vikynrrpae tnlrhtckri
yyvegvgadra ygrdiveahy
arfilhrvce dfgviatfdp
hgyhiraydp kggldnarrl
rpsancdpfs vtealirtel
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Secuencia de referencia NCBI: NM_002065.6

gtaaaactat
ctogggacee

L agcegagget
1 cteeetteee

241 teccagtteg

901

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

1 gggcccggga
+ Caccgyggggc
1 tecgagagtgg
1 cctegetete

cceageogea

L gactccteeg

gagagatcte

1 cgggeeggee

gaccagetag

1 aaagagggea

accacctcag

1 cagggtgaga

tgeaagacce
ttcgatgget
getgecatgt
ttcaagtaca
gacatqggtga
acagatggge
tactgtggtg
geetgettgt
tgggaatttc
cgttteatet
cocattoctg

teccegtgaa
c9ogttyggy
teecggecty
ccacgecgec
cttgecccea
cogeatcage
ggeeeeggye
gagaagageg
geggectage
agtccacgaa
ggtcgegete
gagtcaagat
gotgtotgte
agtctgagaa
accctaacga
caagttceca
aagtccagge
ggaccctgga
ctagtacttt
ttegggacce
atcgaaggee
gcaaccagea
acceetttygg
tgggagcaga
atgetggagt
agattggacc
tgcategtgt
ggaactggaa

ggcggeagyy
gecgtggyggc
geggeaacte
ctgeeceotec
CCecagegyc
tgatcggooe
cgeggataaa
gagegtgtga
tttaccegec
gaaagcaacy
cagctgette
taagacctta
cecttoteca
agaggagagg
tacgettgac
cttaaataaa
catgtatatc
cagtgageoe
acagtctgag
ctteegtaag
tgcagagace
ceoctggttt
ttggecttee
cagagcctat
caagattge

ttgtgaagga
gtgtgaagac
tggtgcagge

cagaggtcca
ggcacctgge
gecectetge
cceacgeoce
geeegeegag
gggcteetgg
999tgcgygy
gcagtactge
cgectgeteg
aatgaaaatt
ggcttegteg
acccaccaac
togeoctote
cgegaacgec
tttotgtgge
ggcatcaage
tggatcgaty
aagtgtgtag
ggttccaaca
gaccctaaca
aatttgagge
ggcatggage
aacggettec
ggcagggaca
gggactaaty
atcagcatgg

ttggagtga
tgocatacca

FIG. 5A
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gggegggett
gagetgacgy
cotcageect
tttoctcottte
ctectegeee
ccgetgggag
ctgetggegy
ggcctectet
gogaccageg
atgaagacaa
cctactcotgt
ctgoetgtte
ccagaaaget
actccaagaa
tgggaacacc
aggtgtacat
gtactggaga
aagagttgee
gtgacatgta
agctggtgtt
acacctgtaa
aggagtatac
cagggecccea
tcgtggagge
cogaggteoat
gagatcatct
tagcaacctt

acttcagcac

tgctgggage
gtgggcggcy
ceeggetecg
tttctitott
aatggecgey
ccaatcaggg
ctetgeagag
cotetectaa
gggatcetec
cgagaagtca
gaactcceggg
ggacacccce
coggtgctty
gagaagggtt
ttccaccatg
gtceetgect
aggactgecge
tgagtggaat
tetegtgect
atgtgaagtt
acggataatqy
cetcatggay
gggtccatat
ccattaccgg
goctgeocay
ctgggtggcc
tgatcctaag
caaggccatqg



1681

741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601

cgggaggaga
cagtaccaca
ggattccatg
agcatacgca
cectotgecea
aatgaaaccq
tgageeecte
tgtaactcaa
tgetttottt
cettttttte
ataaccactg
ageacgttig
ctectggttag
cttttetatt
cttiggtete
gaagettagt
tggteocttga
aaactatatg
teacggggca
tagagagcaa
tgggtttctyg
acgttactaqg
aggtttagag
gggttatttt
taaaaageaa
tttacagaat
acagggetgg
aagaattatt
tetaccattt
tgacaactic
aaactgtgta
gtgtttgtga
caaaataage
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atggtctgaa
tocgtgecta
gaacctccaa
tteceecggac
actgegacec
gegatgagece
ctagttotte
agggtggaat
gtttggetyg
cectatcacty
cttecattta
cagaaggygy
gttaggactt
aaaagtggga
ttgettgtgy
gtaaactgat
tttatcacac
tatggttityg
ccaaatttga
gggaagtggt
ceetgeecac
cagtcacttqg
ataagagttg
ctggtaggaa
aattatagaa
tgetigtityg
agtcaaaaca
ttttttottt
totggttott
taattgceat
actgcccaaa
ttettteaaa
teaagtttat

gtacatcgag
tgatoccaag
catcaacgac
tgttggccag
cttttegatyg
cttceoagtac
atcecactee
atcaaggtcg
gatagagggg
aagctttita
atggggtgca
totettette
geeectegtgyg
attaggagag
gactagectyq
ggatatccect
aaagcagaat
tggattatgt
gacaaatagt
tottagatgg
cetetggaga
atotecegtgy
getggteaac
tagcatgtca
gtttagattt
cttoaactgt
cttgtaattt
tataataagg
gtgttggetg
gtacagtatg
geagcactta
tocctatgtg
gtactcetgag

gaggeeatty
ggaggcetqg
ttttctgetyg
gagaagaagqg
acagaagecce
aaaaattaag
aactcttece
ttttttteat
tcaagttatt
gtgcattagt
cctgtecaat
caggtaget
ggagacttt
aaggtaggqg
gettgggact
accttgaaag
agtattitta
gtgttttget
cggattagaa
tgatctggga
aggtgggeac
ctttggttta
ttgageatgt
ctaaagcaqqg
taatcaaatt
ctoctaccte
tgtatettga
aataaaccec
tggeaggeea
ticaaagtca
taaatcagece
ccattatatt
tttttaaaac

FIG. 5B
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agaaactaag
acaatgoccg
gtgtagcecaa
gttactttga
tcateegeac
tggactagac
ceteteceay
tecatgtgee
aatttcttca
g9ggaggagy
aggegtaget
aaaggggaag
tcttaaaaaqg
ttgggaatcea
aaatgecoctyg
aagasaagqgt
tatttaaatg
aaaggaazaa
ataaagcatc
ttaggeecte
tggattagtt
aaagacacac
tactgacaga
cottttgata
tgtagggttt
tgetettgga
tgtetttgtt
acctitatte
getgtggttt
aataactect
taacataaga
totttatite
actggagtga

caageggeac
acgtctaact
tegtagegece
agatcgtege
gtgtettete
ctecagetgt
ttgteccgat
cagttaatet
cacctacect
gtggggagac
atccggacaqg
acctgacgta
ttataaccaa
gagagaatgqg
ctetgaacac
tettactget
taaagacaaa
accatccagg
tcattttgag
aagacccttt
aacagacaac
ttgtecacat
gggggtattg
ttaaattttt
ctaggtaatt
ggagatgggy
asgactgetg
cttcatttca
tettttgeca
cattgtaaac
tetotetgat
ctaaaacagqg
tgttgetgac
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3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
516l
5221
5281
5341
5401
5461
5521

cageegttte
cotagactta
aagcceeact
tgttttgace
acgatttcta
gttgaagect
cettgeagoa
ceettgeeoe
ccaattecta
gatgetgtge
aatagcatta
tettaccagt
actgtgtatt
ggctcgtaat
gtoctagtit
tettgatttt
coecaactga
cctacagtat
tgtaatcaat
aatttaggtg
gacctacagqg
cagacaatygg
ctttcaacct
atatgagttc
tagggaatit
acggyggtety
cttetgoote
aggtgtgeac
tgttggeeag
aactcctceca
gecatgtaaa
aagttootga
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ctgtacctct
gttacacaca
ceteccectt
attcctagee
ttetetgete
tecaaggety
agaccagtyg
ttgotettat
ccttegttea
atatacctag
atactactaa
gegaggtage
ttacactagt
atgatttaat
atgectgttt
gttgttaaat
agttgtette
aageactaaa
tccatgacaa
agaaacaacca
tcacagtgca
gttatgtgat
taaggagtcea
ccctaatate
gaaagaattc
actctcacce
ccagatteaa
caccatgete
getggtetty
ceteccaaa
aagccagat
actattct

fa3]
[Ca NS BEVe!

ot

ctaagttggyg
atcttggeat
cetttgete

taatacaata
tcagtgataa
gctatgecet
accgattgtyg
cttggteoegt
ttoctcatga
caaaaagceaa
taatgtggge
tggggeotygt
Ccaagtaatce
attcaaagta
cagcatgatt
gatgtatacc
cotthgotty
ctgaagagyc
aatgattgea
gcatatttgt
atccecttgt
aacttttatc
ggccagtatt
atcttgecag
catggatggg
aggctggagt
gegattetee
agctaatttt
aactectgat
tgetgggatt
tgtgctgetyg
geeettttac

tatttgggac
tteoctageoct
cctgagtityg
gectaacata
gaaacaaata
aggcatggge
attctcaaaa
gtatctggga
ggttgggtaa
ttattggaca
aatagtgatt
gatagttttt
tagatatecy
gagtcatcta
gttgagtacce
cttatttcea
gcecaccctta
agtgacctga
tgagaaggaa
ttetteacee
atttcetaagy
agtgatagat
tacaaaagg
gtactaaata
tgttgtetag
atagtgtgge
goocteagec
tgtattitta
cteccaaagt
acaggegtga
tetgtgtag
cactaagtoa

FIG. 5C
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ttaagggatt
agaggtttgt
gttttggett
atgtaagatt
ttagctacce
teateottgy
getetgtgtt
gttcttecac
aagcteecte
cattggagty
gtttttaaasa
agagataagt
tggtttttet
cotattaget
ctgttteate
ttgaatctgt
cagcctettyg
gcactttgga
ttttaaattc
totcacctag
tgttttttat
taaacagaat
ggtctceatyg
acaactgata
ggectittgt
gcaatcttgqg
toccaagtay
gtacagatgg
gaggtettga
gccactgcac
agggtagaca
aagtaactty

aagttttica
agcagggtac
accataacat
aactggettt
tgctaccety
gtgtatettyg
gteacctyty
cttatettgy
cggcteceat
caatattatt
ggcagtatac
totteaggea
taagaaagtt
tgctggegtyg
cttageattt
gottecacee
gatggtgtat
ttttgtteat
ataggatcag
aattagettt
agttcatttyg
aatgaccaaqg
aactccttaa
gcacaagcta
tgtttttgag
gtractgeaa
ctgagactac
ggtttcacca
actggtettyg
ccggectagg
agtggatgag
ctgeeecaaa



5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
8361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561

gaaagatgte
tgtttttett
ataagttatt
actgtattit
agaatcaagqg
caggaggatc
actccacaaa
agatgggagy
tgcactccag
cocagaaaac
aacttogtgqg
ctaccaagag
ataatcccaqg
ccageegag

gcgtggtgge
gaacctggaa
aacaagaggqg
tggeteatac
agaagttcga
aattagetgg
aagattactt
aagtgagace
aggetgggty
atcacctgag
taaaaatacc
ggctgaggca
tecactteac
aataaataag
acaatctgag
catttaaaaa
gtaggaggec
atggtgaaac
tgtaatceca
ggaggttgca

tcatcatteg
gotcaccact
tttaagtate
aactctggec
ccaggtgaaqg
tottgagecee
ataatttttt
atgacttgag
cctgggtgac
aaattgaaaa
gagtgtactg
cettgtgttg
caccttgaga
caatatggtg
acatgecctgt
ggcggaggtt
aaactecate
ctgtaatcee
gactagectyg
gcgtggtggc
gaagctgeag
ctgtctcaaa
tggtggetea
ttcaggagtt
gaaattagca
ggaggatcge
tecagectygy
tggcagttca
ctgattagaa
aattctactt
aaagtgggea
cocateteta
cectgeegag
gtgagccaag
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acaggacttt
gtatcttgag
agttttgtga
atgacagcaa
tggettacge
aggagtttga
tttaaattge
cocaggaaat
agatcaagac
tgttgattot
tggaaaataqg
ctttaagagt
ggccgagyc

aaacaagetg
aatcccaget
gcagtgage

tcaaaaaaaa
agcactttga
ggcaacatga
atgcacctgt
tgagecatgg
azaacaaaaa
agectgtaat
cgagaccage
agatgtggtg
tggagcecagy
gcaaaagagt
tcatttaact
ceotgecatt
caggeegggce
gatcacttaa
ctaaaaatac
tggcaggety
cttgcaccat

ctagttgaac
acctgtigta
gctttaacte
gacaaagtte
ctgtgatece
gaccgttcota
acgectgtag
tgaagctgea

ttgcctaaa

tttactaca
tgtacttaat
tataactgee
ggtggatcac

gtoctetact
gettgggaga
gagattgcaa
aaaaaaagtt
aaagecgagg
caaaacceca
agtcctaget
ttgtgecact
aaaattataa
cctageactt
gtggecaaca
gtgggtgeet
gaggcagagyg
gagacatatce
ccaaagactt
ttatageett
atggtggete
ggtcaggagt
aaaaattage
aggcaggaga
tgcactccag

FIG. 5D
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ttcatgaaag
gtgcctgeaa
tatgaggtcet
catttttatt
aacactttgt
ggcaatgtag
tcteagetat
gtgaattgtg
cazaacaaaa
aacattatgg
taattcteat
aggcacagtg
ctgagatcgy
aaatacasaa
ctgagacagg
cattgtactc
gtaactgaqgg
caggtagate
toteotacaaa
acctgggagyg
geeotecagt
ctgatgtaaa
tgggaggeea
tggtgaaacce
ataattccag
ttacagtaag
aaaaaataaa
tgcgtacatt
tagetegatce
aageoctgtaa
ttgagaccag
¢gggettggt
atcgettgag
cctaggcaac

caagagatec
tacttattta
ttgttgtttg
gagcttaaaa
gaggetgeag
tgaggtccag
caggaggetg
attgecaccae
caaacaaaac
cageactaaa
tgtaatcagg
geteatgect
gagtttgaga
aattageegg
agaattgett
cagectggge
ctgggeatgg
acttgagetce
aaatacgaaa
ctgaggtygg
ctgggcaaca
ctggcagttt
aggcaggtgg
ttgtetetat
ctactcagga
caaagatcac
caaataaata
tctactgaaa
tocgacegtt
toccatcact
cetggecace
ggtgagcacc
cccaagagece
agagtgtgac



7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281

tecatetcaa
acatgcataa
tacacaatac
acaggaattt
aagttgtcac
tactgccaac
cggacactgt
aggagagtga
ttgatgagtt
toagattgag
agtcagcaga
gttgaagget

SEQIDNQO. 4
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gaaaaaaaaa
tataaatgta
aagcacaata
agtaatatat
taggaatggg
totttocaat
caattaataa
tatcctagtg
acttttcaqgg
ttacctgeat
tctattagtt
ttotgeattt

attotattte
taccatattt
catatgtett
gttccagaaa
gagtggtaag
taattaccca
atatttgage
catgttacag
ggecttgtac
tgtettgaga
aaactccagt
gectttcaat

attttacaat
gtgagaatat
ttgeccaaga
cagtacacaa
atgtagaagg

totgecatg
atgatacact
agggagtgte
ctgagcaagt

tgcagegtg
gggecctcag
asaggtttag

FIG. 5E

34

atgcagatat
geatatatgt
tacagcattt
gagaattcge
tataattgtt
ctttatggac
gettggaget
cacacagtte
tgtectottt
tttectecac
tcactaaate
aataactecet

atgtccatac
acacattaga
tgtaaaggag
cgagatgaga
cttaaagtte
aggaggttgt
cctetaatat
ctattgtcat
ttgatggatt
tgtacggegt
tatectetgt
taazaaa
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Secuencia de referencia NCBI: NP_000782.1
I mvgslnoiva vsgnmgigkn gdlpwpplrn efryfgrmtt tssvegkgnl vimgkktwis
61 ipeknrplkg rinlvisrel keppggahfl srslddalkl tegpelankv dmvwivggss

121 wvykeamnhpg hlklfvirim gdfesdtffp eidlekykll peypgvlsdv geekgikykf
181 evyeknd

FIG. 6
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Secuenaa de referencia NCBIl: NM_000791

61
121
181
241
301
361
471
481
541
601
661
721

781

i tcccagacag
gctggaggcy
toggetgeac
ctcaaaaccy
tiooggegag
cgageeegeq
cgecggygygey
cacaattteq
coogetgetg
atcggcaaga
agaatgacca
acctggttet
agcagagaac
gcettaaaac

L ggtggeagtt

1 acaaggatca
tataaacttc
| aagtacaaat

1 ttgttoceee

1 ctttagatct

1 tcagatacca

. agtccccage
1 coagtcctig

1 cacataccct
1 atccagaggt
1 acctggaagt cco

1 gcagattgca

1 catcaattga

1 gagcaggtte
1 aaagctggag
1 gcggaacata

=wﬁwm%

thottitttt

1 cecteggetta
1 caagtagcta

1 tagtagagat

1 attcacccac

acatcttcat

1 ttttataatt
1 atggttgett
1 aagttataag
I tecagatgect

1 cagtggetea
1 accagettgg

1 attgtggege
I goccacgag
61 cagaagagac
21 tagaaagtta

aacctactat
ctgoggeege
ctgtggagga
cttgectoge
acatggcagg
gecgeagtte
999999c999
cgocaaactt
tcatggttgg
acggggacct
caacctotic
ceattectga
tcaaggaace
ttactgaaca
ctgtttataa
tgcaagactt
tgccagaata
ttgaagtata
teecctetgaa
ataattattt
tttatgagac
acctgctaca
acattgtegg
tcaactgage
ttgtagataa
agtgatgy
agactgaaat
ggtacggaga
tcattgataa
tattgatecce
gtcecagetge
gaacagtgaa
tttagacage
ctgoaaccte
ggaccaggty
ggggtttcac
cteagectee
totttttatg
taaaaaaata
gaaccaaagy
tageaggata
ttgagaaatyg
cacctgtaat
geaacatgge
acacctgtat
toaaggetge
cttgtetega
ttitcaacty

"tgcqgcagc
tgoggeege

ggaggtggat
aggggetgag
gcaaggatgyg
ccaggcogtet
gectegecty
gaccgegegt
ttegetaaac
geoetggeca
agtagaaggt
gaagaatcga
tcecacaagga
accagaatta
ggaagccatg
tgaaagtygac
ceceaggtatt
tgagaagaat
daaagtatqgt
ctaagcaact
attectigeta
gtgagotace
getiticaca
agtttcacta
atgttgccac
gaaaatgagt
ttcagtgaaa
aactgaactqg
caagctcceat
geececctee
tctatageaa
tgecaaacac
gtttcgetet
cgeetiocca
cgogecacca
catgtiggte
caaagtgctyg
tagtaaaaaq
cagaageagqg
gttgeatata
ttetgatgga
aatgaagtag
cocagegett
aaagcececat
toccatotay
agtgagtegt
aaaggaatct
ataaatctat

agetgggycy
t gcageoogety
tteoaggette
ctggaggeag
cagecoegygey
gegggegega
cacaaatggg
tetgetgtaa
tgeategteg
ccgeteagga
daacagaatc
cetttazagq
gcteatttte
gcaaataaag
aatcacccag
acgtttittc
ctetetgatg
gattaatatg
atttttacat
agttittatt
taactaagtyg
attccacacce
gttggtaat
gtggaaatac
cttgttigta
atgtttctogt
geagtgtatt
agaaggtaag
actgctgaga
tggttgtea

gtotcaggtg t

taaagcaat
tgttgcccag
gattcaageg

goceggeta
aggctagtct

gattaccgg
tataaggeca
azaaccaatt
gtaagaaatt
gtttgactit
agagaaaata
tgggaggcta
ctctacaaaa
teaggaaget
gattgtgoca
gaaaacaaty
attcacccaa

FIG. 7A
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ggaagycggy
cagogecagy
cogtagactyg
¢gaggeogec
geagggecty
gcacgeegeyg
gacgagygyy
cgageggget
ctgtgtocca
atgaattoag
tggtgattat
gtagaattaa
tttecagaag
tagacatggt
gecatettaa
cagaaattga
tccaggagga
aaggtgttte
tagaaaaggt
ccecactact
\.;t+ v\.,CGau
ca:caﬂatgb
atttattaaa
caaaagctte
acagtgaaaa
cttagattgy
tgctaggtca
aaaagcaatt
tacagggaaa
gotecetgte
ttgcagtaa
togatgtita
gctagcatge
attetectge
atttttgtat
cgaactogtyg
cttgagecac
cacatggttt
ataagttcaa
gtgahtta*“
ggttttggyge
aaggaaaaac
aggcaggeag
aacacaazaa
gagatggaag
ctgeacteca
gaaccatgoe
ataatcaagg

agetggggge
gtocacetgg
gaagaatcqq
cgacgcagge
gcgaggagey
accetgegtyg
geggggegge
cggaggtect
gaacatgggce
atatttccag
gygtaagaag
tttagttete
tetagatgat
ctggatagtt
actatttgtg
tttggagaaa
gaaaggcatt
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