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DESCRIPCION

Proteinas variantes de empalme HER2 y HER3 solubles, oligonucleétidos de cambio de empalme y su uso en
el tratamiento de enfermedades

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general a los campos de la quimica y bioquimica de proteinas y nucleétidos, y a
la biotecnologia y la medicina. Mas especificamente, se relaciona con antagonistas del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés), acidos nucleicos procedentes de los receptores del factor
de crecimiento epidérmico y su uso en el tratamiento de enfermedades proliferativas, tal como cancer.

Antecedentes de la invencién

El cancer de mama es el cancer mas comun en las mujeres, ademas del cancer de piel. En 2006, de acuerdo con el
National Cancer Institute, aproximadamente 41.000 mujeres por afio en los Estados Unidos mueren a causa de la
enfermedad. Segun las tasas actuales, el 13,2 % de las mujeres nacidas hoy seran diagnosticadas con cancer de
seno en algun momento de sus vidas. La investigacion intensiva ha llevado a avances en el diagnoéstico y el
tratamiento; sin embargo, todavia existen problemas graves, que incluyen tasas de curacion bajas, efectos adversos
sustanciales y resistencia a determinadas terapias. Dado que el cancer de mama es un grupo de enfermedades,
cada una de las cuales tiene propiedades moleculares distintas, los farmacos dirigidos molecularmente han surgido
como importantes agentes terapéuticos contra el cancer en los ultimos afios.

En el 25-30 % de los canceres de mama, la amplificaciéon y la sobreexpresion del gen del receptor del factor de
crecimiento HER2 (receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano, también conocido como neu/erbB2) se
asocia con una agresividad aumentada del tumor y un alto riesgo de recaida y muerte (Slamon, D., et al., 1987,
Science 235:177; Yarden, Y., 2001, Oncology 1:1). Este oncogén codifica una tirosina cinasa del receptor
transmembrana de 185 kilodalton (kDa). Como uno de los cuatro miembros de la familia del receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano (EGFR), HER2 se distingue de varias maneras. Primero, HER2 es un receptor
huérfano. No se ha identificado ligando de alta afinidad. Segundo, HER2 es un compafiero preferido para otros
miembros de la familia del EGFR (HER1/EGFR, HER3 y HER4) para la formacién de heterodimeros, que muestran
una alta afinidad de ligando y una actividad de sefializacion superior. Tercero, el HER2 de longitud completa sufre
escision proteolitica, que libera un dominio extracelular (ECD, por sus siglas en inglés) soluble. Se ha demostrado
que la eliminacion del ECD representa un mecanismo de activacion alternativo del HER2 de longitud completa tanto
in vitro como in vivo, ya que deja un fragmento anclado a la membrana con actividad cinasa. El papel central de
HER?2 en la sefializacién de la familia del EGFR se correlaciona con su implicacién en la oncogénesis de varios tipos
de céanceres, tales como el cancer de mama, de ovario, de colon y gastrico, independientemente de su nivel de
expresion (Slamon, D., et al., 1989, Science 244:707; Hynes, N., et al., 1994, Biochem. Biophys. Acta. 1198:165).
HER2 también puede hacer que las células tumorales sean resistentes a determinados quimioterapéuticos (Pegram,
M., et al., 1997, Oncogene 15:537). Dado su papel vital en la tumorigénesis, HER2 es una diana importante para la
terapéutica del cancer.

Como receptor de membrana celular, HER2 estd compuesto por un dominio extracelular (ECD) (632 aminoacidos),
un dominio transmembrana (22 aminoacidos) y un dominio intracelular con actividad tirosina cinasa (580
aminoacidos). Como se transcribid inicialmente, el pre-ARNm para HER2 contiene 27 exones y 26 intrones. El
ARNm de HER2 completamente empalmado del cual se han empalmado los intrones esta compuesto por 27
exones. Tras la expresion, la proteina HER2 se transloca a la superficie celular. Activada a través de la
homodimerizacion constitutiva y la heterodimerizacion estimulada por ligando, la proteina HER2 dirige las etapas
posteriores en la transduccion de sefiales, que afectan el crecimiento celular, la supervivencia y la diferenciacion.

HER2 ha sido validado como una diana terapéutica para varias neoplasias epiteliales, que incluyen las que se
originan en la mama, los pulmones y el colon. Actualmente solo hay un producto terapéutico aprobado por la FDA
para el cancer de mama HER2 positivo, Herceptin® (Colomer, R., et al., 2001, Cancer Investigation 19:49).
Herceptin es un anticuerpo monoclonal humanizado recombinante que se une selectivamente al dominio extracelular
de HER2 con alta afinidad (Ka = 5 nM). Solo o en combinacién con quimioterapia, se ha demostrado que Herceptin
inhibe la proliferacion de células tumorales humanas que sobreexpresan HER2 (Slamon, D., et al., 2001, N. Engl. J.
Med. 344:783; Baselga, J., et al., 1998, Cancer Research 58:2825).

Sin embargo, este reactivo terapéutico basado en anticuerpos tiene determinadas limitaciones. Primero, su efecto
inhibidor se limita al HER2 que se muestra en la superficie celular; las moléculas intracelulares de HER2 todavia
estan disponibles para la sefializacién mitégena. Segundo, Herceptin se puede unir y, por lo tanto, "neutralizar"
mediante ECD circulantes que se liberan mediante protedlisis de HER2 unido a membrana (Brodowicz, T., et al.,
1997, Int. J. Cancer 73:875). Finalmente, como con muchos otros farmacos, el tratamiento prolongado con Herceptin
conduce a una resistencia adquirida (Kute, T., et al.,, 2004, Cytometry Part A 57A:86). Se demostr6 que otro
anticuerpo anti-HER2, pertuzumab, en un ensayo clinico de fase Il tiene actividad en el cancer de ovario (Gordon,
M.S., et al., 2006, J. Clin. Oncol. 24:4324).
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Se han informado al menos dos autoinhibidores de HERZ2, traducidos de especies de ARNm de HER2 empalmadas
alternativamente. Estos son HER2-68 y HER2-100. La retencion del intrén 8 en el ARNm de HER2 produce un
ARNmMm variante que codifica una proteina HER2 de 68 kDa, HER2-68 o herstatina. La retencion del intrén 15 produce
un ARNm variante que codifica una proteina HER2 truncada de 100 kDa, HER2-100. Ambas variantes de empalme
de HER2 son solubles y actian como inhibidores dominantes negativos de HER2, muy probablemente mediante la
interferencia con la dimerizacién del receptor.

Cuando HER2-100 se sobreexpresa en células MCF-7 de cancer de mama, la proliferacion espontanea y la
formacion de colonias en agar suave mediada por heregulina de las células MCF-7 disminuye (Aigner, et al., 2001,
Oncogene, 20(17):2101). Las rutas de sefalizacion cadena abajo también se ven afectadas negativamente.

La variante de 68 kDa, o herstatina, se ha caracterizado con mas detalle. Tras la expresion en células tumorales, la
herstatina se secreta y se une a las células presentadoras de HER2 con alta afinidad (K¢ = 14 nM); La herstatina
también se une a HER1 y HERA4. La herstatina interfiere con la actividad de HER2 y otros miembros de la familia del
EGFR vy, por lo tanto, interfiere con su transduccion de sefiales cadena abajo. Se ha informado que la herstatina
causa la detencion del crecimiento tumoral y la inhibicion del crecimiento celular de cancer de mama. La herstatina
supera la resistencia al tamoxifeno en las células de cancer de mama HER2 positivas (Justman, Q., et al., 2003, J.
Biol. Chem. 277:20618; Jhabvala-Romero, F., et al., 2003, Oncogene 22:8178). Por lo tanto, la herstatina se ha
reconocido como un prometedor candidato a farmaco contra el cancer (Stix, G., 2006, Scientific American 294:60).
Tanto con HER2-100 como con herstatina, se ha observado una pérdida progresiva de su expresion en tumores mas
avanzados.

HERS3 (receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico humano, erbB3) es una proteina receptora que juega un
papel importante en la regulaciéon del crecimiento celular normal. HER3 carece de una actividad cinasa intrinseca y
se basa en la presencia de HER2 para transducir sefiales a través de la membrana celular. Como se transcribié
inicialmente, el pre-ARNm para HER3 contiene 28 exones y 27 intrones. EI ARNm de HER3 completamente
empalmado, del cual se han empalmado los intrones, esta compuesto por 28 exones.

Se han informado dos variantes de empalme naturales de HER3, p45 y p85. Ambas son proteinas solubles,
secretadas y truncadas generadas a través de un empalme alternativo del pre-ARNm de HER3. Los ARNm que
codifican para cada una de estas variantes de empalme no permiten la traduccion de la proteina HER3 de longitud
completa y, en su lugar, generan proteinas truncadas. En particular, la forma p85 resulta de la retencion del intron 13
(Figura 12). Estas proteinas bloquean la activacién estimulada por heregulina de HER3, HER2 y HER4, inhibiendo
asi el crecimiento de células a través de la ruta de sefializaciéon del EGFR. Usando una forma truncada negativa
dominante de HERS3 para inhibir la sefializacion de HER2/HER3, es posible proteger contra la fibrosis pulmonar
(Nethery, D.E., et al., 2005, J. Appl. Physiol. 99:298).

Sumario de la invencién

La invencién incluye, en un aspecto, una proteina del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER?2) aislada y soluble que carece de la region codificada por el exdn 15 del transcrito de ARNm de longitud
completa del gen HER2, y truncada, en su extremo C, en la region codificada por el exén 16 del transcrito HER2. La
proteina consiste en la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 6 o los aminoacidos 23-584 de la SEQ ID NO: 6, y la
proteina puede estar pegilada, es decir, derivatizada con cadenas de polietilenglicol, para mejorar sus propiedades
farmacocinéticas, por ejemplo, tiempo de circulacion en la sangre.

También se divulga, como parte de la invencién, una secuencia codificante para la proteina HER2 soluble anterior.
La secuencia codificante corresponde a un ARNm de HER2 procesado que carece del exén 15, con el exén 14 unido
directamente al exén 16, y puede tomar la forma de un ARNm de HER2 procesado, el ADNc correspondiente o un
vector que contiene la secuencia codificante. Una secuencia codificante ejemplar es aquella que tiene al menos un
80 %, preferentemente al menos un 85 % de homologia de secuencia con la SEQ ID NO: 5, o esa porcion de la
secuencia que termina en un codon de parada dentro del exén 16.

Un aspecto de la invencion esta dirigido al uso de una proteina del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HER2) aislada y soluble de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 o codificada por un acido nucleico de la
reivindicacion 3 o 4 para inhibir la proteina HER2 de longitud completa in vitro, que comprende poner en contacto
una célula que expresa la proteina HER2 de longitud completa con la proteina HER2, o codificada por un acido
nucleico como se especifica anteriormente.

Se divulga ademas en el presente documento un método para tratar a un sujeto femenino que tiene un cancer de
ovario o de mama caracterizado por la sobreexpresion del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HERZ2). El método incluye las etapas de

(i) administrar al sujeto, una cantidad farmacéuticamente eficaz de una proteina soluble del receptor 2 del factor
de crecimiento epidérmico humano (HER2) que carece de la regién codificada por el exén 15 del transcrito de
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ARNm de longitud completa del gen HER2, y truncada, en su extremo C, en la regién codificada por el exén 16
del transcrito HER2, y

(i) continuar la administracién, a intervalos periédicos, hasta obtener un punto final definido en el estado del
céancer. La proteina HER2 soluble empleada en el método es como se describié anteriormente. Mas en general,
el método puede aplicarse al tratamiento de otras enfermedades o afecciones proliferativas celulares.

En el presente documento se divulga adicionalmente un compuesto oligonucleotidico de cambio de empalme que
comprende un oligonucledtido que contiene entre 12-30 bases y al menos 12 bases contiguas complementarias a
una region del sitio de empalme de donante o receptor del exén 15 contenida dentro de la SEQ ID NO: 15 del
transcrito de ARNm de longitud completa de la proteina del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER?2). El oligonucledtido puede contener entre 12 y 25 bases y una secuencia de al menos 12 bases contiguas
complementarias a una region contenida en las SEQ ID NO: 44 o 45, ambas contenidas en la SEQ ID NO: 15. El
oligonucleétido, puede ser, por ejemplo, un acido nucleico bloqueado (LNA, por sus siglas en inglés), 2'O-metoxietil
oligorribonucleétido, o un oligonucleétido morfolino de fosforodiamidato. EI compuesto puede incluir, ademas,
conjugado con el extremo 5' o 3' del oligonucleétido, un polipéptido rico en arginina eficaz para promover la
captacién del compuesto en las células. Los ejemplos de péptidos ricos en arginina incluyen los identificados por las
SEQ ID NO: 52-67, y preferentemente los identificados por las SEQ ID NO: 56-60 y 62.

En una realizacion general, el compuesto estd compuesto por subunidades morfolinas y enlaces entre subunidades
que contienen fésforo que unen un nitrégeno morfolino de una subunidad a un carbono exociclico en 5' de una
subunidad adyacente. Las subunidades de morfolino se pueden unir mediante enlaces de fosforodiamidato que
tienen la estructura:

Z_I!’—X
Y

1

N

donde Y1 =0, Z = 0, Pj es una fraccién de apareamiento de base de purina o pirimidina eficaz para unirse, mediante
enlace de hidrégeno especifico de base, a una base en un polinucleétido, y X es un amino o alquilamino, que incluye
dialquilamino.

Se divulga ademas en el presente documento un método para tratar a un sujeto femenino que tiene un cancer de
ovario o de mama caracterizado por la sobreexpresion del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2), mediante las etapas de:

(i) administrar al sujeto, una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto que comprende un
oligonucledtido que contiene entre 12-30 bases y al menos 12 bases contiguas complementarias a una region del
sitio de empalme de donante o receptor del exén 15 contenida dentro de la SEQ ID NO: 15 del transcrito de
ARNm de longitud completa de la proteina del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2), y
(ii) continuar la administracién, a intervalos periddicos, hasta obtener un punto final definido en el estado del
cancer. El compuesto oligonucleotidico empleado en el método puede tener las caracteristicas indicadas
anteriormente. Mas en general, el método puede aplicarse al tratamiento de otras enfermedades o afecciones
proliferativas celulares.

El método puede incluir ademas administrar al sujeto, una cantidad farmacéuticamente eficaz de una proteina
soluble del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) que carece de la regién codificada por el
exon 15 del transcrito de ARNm de longitud completa del gen HER2, y truncada, en su extremo C, en la region
codificada por el exén 16 del transcrito HER2.

Ademas se divulga en el presente documento una proteina del receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HER3) aislada y soluble que carece de la region que codifica uno de (i) exén 13 del transcrito de ARNm de
longitud completa del gen HERS3, y truncada, en su extremo C, en la regién codificada por el exén 15 del transcrito
HERS, (ii) ex6n 14 del transcrito de ARNm de longitud completa del gen HERS, y truncada, en su extremo C, en la
region codificada por el exon 15 del transcrito de HERS, o (iii) exon 15 del transcrito de ARNm de longitud completa
del gen HERS3, y truncada, en su extremo C, en la regién codificada por el exdn 16 del transcrito HER3. La proteina
puede tener una secuencia que sea al menos un 90 %, preferentemente al menos un 95 % homdloga a una de (i)
SEQ ID NO: 8 o aminoacidos 20-541 de la SEQ ID NO: 8, (ii) SEQ ID NO: 10 o aminoacidos 20-555 de la SEQ ID
NO: 10, o (iii) SEQ ID NO: 12 o aminoacidos 20-569 de la SEQ ID NO: 12. La proteina HER3 soluble puede estar
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pegilada, es decir, derivatizada con cadenas de polietilenglicol, para mejorar sus propiedades farmacocinéticas, por
ejemplo, tiempo de circulacion en la sangre.

En el presente documento se divulga ademas una secuencia codificante para la proteina HER3 soluble anterior. La
secuencia codificante corresponde a un ARNm de HERS3 procesado (i) que carece del exén 13, con el exén 12 unido
directamente al exon 14, (ii) que carece del exén 14, con el exén 13 unido directamente al exén 15, o (iii) sin exén
15, con el exén 14 unido directamente al exén 16, y puede tomar la forma de un ARNm de HER3 procesado, el
ADNCc correspondiente o un vector que contiene la secuencia codificante. Las secuencias codificantes ejemplares
son aquellas que tienen al menos un 80 %, preferentemente al menos un 85 % de homologia de secuencia con las
SEQ ID NO: 7, 9 u 11, o esa porcién de la secuencia que termina en un codén de parada dentro del exén 15 (para
las SEQ ID NO: 7 y 9), o un codon de parada dentro del exén 16 (para la SEQ ID NO: 11).

Se divulga ademas en el presente documento un método para tratar a un sujeto femenino que tiene un cancer de
ovario o de mama caracterizado por la sobreexpresion del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HERZ2). El método incluye las etapas de

(i) administrar al sujeto, una cantidad farmacéuticamente eficaz de una proteina soluble del receptor 3 del factor
de crecimiento epidérmico humano (HER3) que carece de la regién que codifica uno de (i) exén 13 del transcrito
de ARNm de longitud completa del gen HERS3, y truncada, en su extremo C, en la region codificada por el exén
15 del transcrito HERS, (ii) exén 14 del transcrito de ARNm de longitud completa del gen HERS, y truncada, en
su extremo C, en la region codificada por el exén 15 del transcrito de HERS, o (iii) exdn 15 del transcrito de
ARNm de longitud completa del gen HERS3, y truncada, en su extremo C, en la regién codificada por el exén 16
del transcrito HER3, y

(i) continuar la administracion, a intervalos periédicos, hasta obtener un punto final definido en el estado del
cancer. La proteina HER2 soluble empleada en el método es como se describié anteriormente. Mas en general,
el método puede aplicarse al tratamiento de otras enfermedades o afecciones proliferativas celulares.

En el presente documento se divulga adicionalmente un compuesto oligonucleotidico de cambio de empalme que
comprende un oligonucleétido que contiene entre 12-30 bases y al menos 12 bases contiguas complementarias a
una de (i) una region del sitio de empalme de donante o receptor del exén 13 contenida dentro de la SEQ ID NO: 16
del transcrito de ARNm de longitud completa de la proteina del receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HERS3); (ii) una region del sitio de empalme de receptor o donante del exon 13 contenida dentro de la SEQ
ID NO: 16 del transcrito de ARNm de longitud completa de la proteina del receptor 3 del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER3); o (iii) una region del sitio de empalme de receptor o donante del exén 15 contenida
dentro de la SEQ ID NO: 16 del transcrito de ARNm de longitud completa de la proteina del receptor 3 del factor de
crecimiento epidérmico humano (HERS3). El oligonucleétido puede contener entre 12 y 25 bases y una secuencia de
al menos 12 bases contiguas complementarias a una region contenida dentro de una de las SEQ ID NO: 46-51,
todas la cuales estan contenidas en la SEQ ID NO: 16. El oligonucleétido, puede ser, por ejemplo, un acido nucleico
bloqueado (LNA, por sus siglas en inglés), 2'-O-metoxietil oligorribonucleétido, o un oligonucleétido morfolino de
fosforodiamidato (PMO). El compuesto puede incluir, ademas, conjugado con el extremo 5' o 3' del oligonucledtido,
un polipéptido rico en arginina eficaz para promover la captacion del compuesto en las células. Los ejemplos de
péptidos ricos en arginina incluyen los identificados por las SEQ ID NO: 52-67, y preferentemente los identificados
por las SEQ ID NO: 56-60 y 62.

En una realizacién general, el compuesto esta compuesto por subunidades morfolinas y enlaces entre subunidades
que contienen fésforo que unen un nitrégeno morfolino de una subunidad a un carbono exociclico en 5' de una
subunidad adyacente. Las subunidades de morfolino se pueden unir mediante enlaces de fosforodiamidato que
tienen la estructura:

Z=I|’ X
"

N

donde Y1 =0, Z = O, Pj es una fraccion de apareamiento de base de purina o pirimidina eficaz para unirse, mediante
enlace de hidrogeno especifico de base, a una base en un polinucledtido, y X es un amino o alquilamino, que incluye
dialquilamino.

Se divulga ademas en el presente documento un sujeto femenino que tiene un cancer de ovario o de mama
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caracterizado por la sobreexpresion del receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER3), mediante
las etapas de:

(i) administrar al sujeto, una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto que comprende un
oligonucledtido que contiene entre 12-30 bases y al menos 12 bases contiguas complementarias a una de (i) una
region del sitio de empalme de donante o receptor del exén 13 contenida dentro de la SEQ ID NO: 16 del
transcrito de ARNm de longitud completa de la proteina del receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HERS3); (ii) una region del sitio de empalme de receptor o donante del exén 13 contenida dentro de la
SEQ ID NO: 16 del transcrito de ARNm de longitud completa de la proteina del receptor 3 del factor de
crecimiento epidérmico humano (HER3); o (iii) una region del sitio de empalme de receptor o donante del exén
15 contenida dentro de la SEQ ID NO: 16 del transcrito de ARNm de longitud completa de la proteina del
receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER3), y

(ii) continuar la administracién, a intervalos periddicos, hasta obtener un punto final definido en el estado del
cancer. El compuesto oligonucleotidico empleado en el método puede tener las caracteristicas indicadas
anteriormente. Mas en general, el método puede aplicarse al tratamiento de otras enfermedades o afecciones
proliferativas celulares.

El método puede incluir ademas administrar al sujeto, una cantidad farmacéuticamente eficaz de una proteina
soluble del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) que carece de la regidon que codifica el
exon 15 del transcrito de ARNm de longitud completa del gen HER2, y truncada, en su extremo C, en la regién
codificada por el exén 16 del transcrito HER2.

Estos y otros objetos y caracteristicas de la invencion seran mas evidentes en su totalidad cuando la siguiente
Descripcion detallada de la invencion se lea junto con los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

FIG. 1: Los oligonucledtidos (barras) dirigidos hacia el exén 15 provocan la induccién de un nuevo ARNm de
HER2 que carece del exén 15, de modo que los exones cadena abajo, incluido el exdn 16 que codifica el dominio
transmembrana, tienen un marco de lectura incorrecto que introduce un codén de parada en el exén, tal como se
indica.

FIG. 2: Las células SK-BR-3 se transfectaron con la concentracién indicada (50 o 150 nM) del oligonucleétido
indicado. Veinticuatro horas después, se aislé el ARN total y se usé RT-PCR para amplificar un fragmento de
ARNm de HERZ2. Los transcritos completos de Her2 estan representados por una banda de 307 pb (mHER?2), y
los transcritos que carecen del exon 15 estan representados por una banda de 246 pb (sHER2). LF, solo
Lipofectamine™ 2000; U, células no tratadas.

FIG. 3: Las células SK-BR-3 se transfectaron con la concentracion indicada (10, 20, 40, 80, 100, 150 nM) de
oligonucleétido 111, M111 o L111 como se describe en la Figura 2.

FIG. 4: Las células SK-BR-3 se transfectaron con la concentracion indicada (25, 50, 100 nM) de SS0111 como se
describe en la Figura 2. Después de 48 horas, los lisados se analizaron mediante transferencia Western para A)
escision de poli(ADP ribosa) polimerasa (PARP) y B) expresion de proteina mHER2. LF, solo Lipofectamine™
2000; U, células no tratadas.

FIG. 5: Las células MCF-7 se transfectaron con plasmidos de expresiéon de mamifero que contenian ADNc de
A15HER2 (sHER2). Después de 48 horas, los lisados celulares y los medios extracelulares se analizaron
mediante transferencia Western. La proteina sHER2 no glucosilada (~ 64 kD) y glucosilada (~ 80 kD) se detecto
en el lisado (Lisado) y en los medios extracelulares (Medios), respectivamente.

FIG. 6: Las células MCF-7 se transfectaron con el pldsmido sHER2, o un plasmido de control que expresa -
galactosidasa. Los medios extracelulares se transfirieron luego a los medios extracelulares de las células SK-BR-
3 cultivadas y se incubaron durante 48 horas. Las células SK-BR-3 se analizaron luego para A) escision de
PARP (Figura 6A) y B) expresion de mHER2 como en las figuras anteriores (Figura 6B). Las células SK-BR-3 se
trataron con proteina A15HER2-His purificada a las concentraciones designadas y se analizaron para HERZ,
HERS3 y su estado de fosforilacion (Figura 6C). La Figura 6D muestra la inhibicion del crecimiento de células SK-
BR-3 por el tratamiento con la proteina A15HER2-His después de 72 horas de incubacion analizadas por un
ensayo MTS. Se muestran las medias 6 desviaciones estandar de triplicados.

FIG. 7: Los oligonucledtidos dirigidos hacia elementos de empalme (Flechas) provocan la induccién de los
nuevos ARNm de HERS indicados, de modo que los exones cadena abajo tienen un marco de lectura incorrecto,
lo que conduce a variantes de empalme de HERS3 truncadas solubles que se terminan, como lo indican las
flechas sobre los extremos cadena abajo de los receptores solubles.

FIG. 8: Las células MCF-7 se transfectaron con 100 nM de SSO indicado. Después de 24 horas, se aislo el ARN
total y se us6 RT-PCR para amplificar un fragmento de ARNm de HER3. Los transcritos completos de HER3
estan representados por una banda de 619 pb (HER3), y los transcritos que carecen del exén 13 estan
representados por una banda de 486 pb (A13HERS3).

FIG. 9: Las células MCF-7 se transfectaron con el SSO indicado como en la Figura 8. Los transcritos de HER3 de
longitud completa estan representados por una banda de 353 pb, y los transcritos que carecen del exén 14
(A14HERS3) o el exdn 15 (A15HERS3) estan representados por bandas de 262 pb y 198 pb, respectivamente.

FIG. 10: Las células SK-BR-3 se transfectaron con 100 nM del SSO indicado como se describe en las figuras
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anteriores. Después de 48 horas, se midié la viabilidad celular y se expresé como porcentaje de células no
tratadas.

FIG. 11: Se presenta la secuencia de una porcion del gen HER2 humano. La secuencia que se muestra es desde
el medio del intrén 14 hasta una porcion del exdn 16. Las secuencias de exdn estan subrayadas y en negrita. El
coddn de parada en el exdn 16 para la proteina A15HER2 estéd encuadrado.

FIG. 12: Se presenta la secuencia de una porcion del gen HER3 humano. La secuencia que se muestra es desde
el medio del intréon 12 hasta una porcion del exén 16. Las secuencias de exon estan subrayadas y en negrita.
FIG. 13A-C: Estructuras ejemplares de un oligémero de morfolino unido a fosforodiamidato (PMO) (Figura 13A),
un PMO conjugado con péptidos (PPMO) (Figura 13B) y un PMO conjugado con péptidos que tiene enlaces
catidnicos entre subunidades (PPMO+) (Figura 13C). Aunque en la Figura 13C se ilustran varios tipos de enlaces
catidnicos, un oligémero PMO+ o PPMO+ normalmente incluira solo un tipo de enlace catiénico.

FIG 13D-G: Segmento de subunidad repetido de cuatro oligonucleétidos morfolinos ejemplares, designados D a
G.

FIG 14A-B: Actividad de correccion de empalme en 6rganos de ratones transgénicos EGFP-654 tratados con
diversos péptidos transportadores-PMO dirigidos a EGFP-654, medidos en glandula de mamifero (Figura 14A) y
ovario y prostata (Figura 14B).

Descripcion detallada de los dibujos

| Definiciones:

Como se usa en el presente documento, las expresiones "receptor del factor de crecimiento epidérmico”, "receptor
de EGF" y "EGFR" se refieren a proteinas que tienen secuencias de aminoacidos de, o que son sustancialmente
similares a, las secuencias de la familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico de mamifero naturales,
preferentemente HER1, HER2, HER3 y HER4. En este contexto, un receptor "natural" o gen para dicho receptor,
significa un receptor o gen de longitud completa que se produce en la naturaleza, asi como las variaciones alélicas
de origen natural de dichos receptores y genes.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "receptor del factor de crecimiento epidérmico soluble",
"receptor de EGF soluble" y "sEGFR" se refieren a proteinas solubles cuyas secuencias son, o son sustancialmente,
similares a las codificadas por un ARNm procedente de un ARNm de EGFR natural donde se ha omitido un solo
exon o se ha retenido un solo intrén durante el empalme.

El término "madura", como se usa en relacion con una proteina, significa una proteina expresada en una forma que
carece de una secuencia lider o sefial que puede codificarse en transcritos de longitud completa de un gen natural.

Los términos "secretada" y "soluble" se usan indistintamente en el presente documento y significan que la proteina
es soluble, es decir, que no esta unida a la membrana celular. En este contexto, una forma seré soluble si, utilizando
ensayos convencionales conocidos por un experto en la materia, la mayor parte de esta forma se puede detectar en
fracciones que no estan asociadas con la membrana, por ejemplo, en sobrenadantes celulares de células lisas o
inalteradas o en suero.

El término "estable" significa que la SEGFR es detectable usando ensayos convencionales conocidos por un experto
en la técnica, tal como, por ejemplo, transferencias Western o ensayos ELISA de células recolectadas,
sobrenadantes celulares o suero.

Como se usa en el presente documento, la expresion "una enfermedad o afeccion proliferativa celular" se refiere a
una enfermedad, trastorno u otra afeccién médica que, al menos en parte, resulta de o se ve agravada por un
aumento en la divisidn celular o la supervivencia celular o una disminucion de la apoptosis. Dichas enfermedades o
afecciones incluyen, pero sin limitacidn, aquellas asociadas con niveles elevados de ligandos del EGFR, niveles
elevados de receptores de EGF, o mayor sensibilizaciéon o desregulacion de una via de sefalizacion de EGFR, y en
particular, niveles elevados de HER2 y/o HERS3. La expresion también abarca enfermedades y afecciones para las
cuales se ha demostrado que los antagonistas de EGFR conocidos son utiles. Los ejemplos de enfermedades o
afecciones proliferativas incluyen, pero sin limitacion, cancer y fibrosis pulmonar. La psoriasis (Wierzbicka, E., et al.,
2006, Brit. J. of Dermatol., 155: 207-229) y la retinopatia diabética (Xu, K.P., 2007, Investig. Ophthal. and Visual Sci.,
48: 2242-2248) también se pueden tratar con antagonistas de HER2.

Como se usa en el presente documento, la expresién "antagonista de HER2" significa que la proteina es capaz de
causar un aumento medible en la citotoxicidad en las células que expresan HER2, ya sea antagonizando
directamente la funcion de HER2 o uniendo e inactivando ligandos del EGFR tales como la heregulina, utilizando
ensayos estandar como son bien conocidos en la materia. (Véase, por ejemplo, el ensayo de viabilidad celular en los
ejemplos en el presente documento).

Como se usa en el presente documento, la expresion "inducir apoptosis" significa causar la muerte celular mediante

apoptosis. La induccion de apoptosis se puede medir utilizando ensayos convencionales conocidos por un experto
en la materia. Estos ensayos incluyen, pero sin limitacion: i) tincién con anexina V-FITC (Invitrogen) y FACS, que
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pueden detectar fosfatidilserina exhibida en la superficie de las células que sufren muerte apoptética; ii) ensayo
colorimétrico ApoAlert® CPP32 (Clontech), que detecta la actividad de la proteasa CPP32, un acontecimiento
temprano clave en la apoptosis; y iii) transferencia Western para proteinas intracelulares especificas, tales como
poli(ADP ribosa) polimerasa (PARP) y ciclina B, que se degradan mediante caspasas durante la apoptosis (Véase,
por ejemplo, el ensayo de escision de PARP en los ejemplos en el presente documento).

Como se usa en el presente documento, los términos "transformacion” o "transfeccion" se refieren a la insercion de
un acido nucleico exdégeno en una célula, independientemente del método utilizado para la insercién, por ejemplo,
lipofeccion, transduccion, infeccidn o electroporacion. El acido nucleico exdégeno se puede mantener como un vector
no integrado, por ejemplo, un plasmido, o alternativamente, se puede integrar en el genoma de la célula.

Como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere a una molécula de &cido nucleico capaz de
transportar a una célula otro acido nucleico al que se ha unido.

Como se usa en el presente documento, la expresion "proteina aislada" se refiere a una proteina o polipéptido que
no es de origen natural y esta separado de uno o mas componentes que estan asociados con él en su sintesis o es
de origen natural y esta separado de uno o mas componentes que son naturales asociado a ello.

Como se usa en el presente documento, la expresion "acido nucleico aislado” se refiere a un acido nucleico que esta
en forma de un fragmento separado o como un componente de una construccién mas grande, que se ha producido a
partir de un acido nucleico aislado al menos una vez en forma sustancialmente pura, es decir, libre de materiales
endoégenos contaminantes, y en una cantidad o concentracion que permite la identificacion y manipulacion mediante
métodos bioquimicos estandar, por ejemplo, usando un vector de clonacion.

Como se usa en el presente documento, la expresion "proteina purificada" se refiere a una proteina que esta
presente en ausencia sustancial de otras proteinas. Sin embargo, dichas proteinas purificadas pueden contener
otras proteinas afiadidas como estabilizantes, vehiculos, excipientes o agentes coterapéuticos. El término
"purificado”, como se usa en el presente documento, significa preferentemente al menos 80 % en peso seco, mas
preferentemente en el intervalo de 95-99 % en peso, y lo mas preferentemente al menos 99,8 % en peso, de
proteina presente, excluyendo proteinas afiadidas como estabilizantes, vehiculos, excipientes o agentes
coterapéuticos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "alterar el empalme de un pre-ARNm" se refiere a alterar el
empalme de una diana celular de pre-ARNm que da como resultado una relacién alterada de productos
empalmados. Dicha alteracion del empalme se puede detectar mediante una variedad de técnicas bien conocidas
por un experto en la materia. Por ejemplo, se puede usar RT-PCR en el ARN celular total para detectar la relacion de
productos de empalme en presencia y ausencia de un SSO.

Como se usa en el presente documento, el término "complementario” se usa para indicar un grado suficiente de
complementariedad o emparejamiento preciso de modo que se produzca una union estable y especifica entre un
oligonucledtido y un ADN o ARN que contiene la secuencia diana. Se entiende en la técnica que la secuencia de un
oligonucledtido no necesita ser 100 % complementaria a la de su diana. Por ejemplo, para un SSO hay un grado
suficiente de complementariedad cuando, en condiciones que permiten el empalme, se producira la unién a la diana
y se evitara sustancialmente la unién no especifica.

Como se usa en el presente caso, una proteina o &cido nucleico tiene al menos un porcentaje especifico de
homologia de secuencia con una SEQ ID NO dada, si la proteina o acido nucleico en cuestion tiene las mismas
bases o restos de aminoacidos, en la misma secuencia, en al menos el porcentaje especificado de restos o bases de
la SEQ ID NO identificada. Al preparar acidos nucleicos con al menos un grado dado de homologia de secuencia
con una secuencia codificante especifica, un experto en la materia, con la ayuda de un ordenador, podria generar
facilmente todas las secuencias de acido nucleico que codificarian una secuencia de proteina dada. Al preparar
proteinas con al menos un grado dado de homologia de secuencia con una secuencia de proteina especifica, un
experto en la materia, guiado por un conocimiento de las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos, la posicién
de un resto dado dentro de una proteina, los efectos conocidos de determinados aminoécidos en la conformacion de
proteinas, y con la ayuda de un ordenador, podrian seleccionar facilmente determinadas sustituciones de
aminoacidos en determinadas posiciones de restos que, con previsibilidad razonable, preservarian las propiedades
funcionales de la proteina.

IlA. Proteinas variantes de empalme de Her2 y Her3:

Una realizacion de la presente invencion es una proteina, ya sea de longitud completa o madura, que esta codificada
por un ADNc procedente de un gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) natural,
particularmente HER2, donde se omite un solo exén en el ADNc, lo que da como resultado una proteina soluble
(sEGFR). Ademas, la sEGFR puede actuar como un antagonista de EGFR, HER2. La "sEGFR de mamifero", de
acuerdo con la presente invencion, incluye, pero sin limitacion, EGFR soluble humana, primate, murina, canina,
felina, bovina, ovina, equina y porcina. Asimismo, la sEGFR de mamifero de acuerdo con la presente invencion
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incluye, pero sin limitacidn, una secuencia de proteina que resulta de uno o mas polimorfismos de un solo
nucleétido, siempre que la proteina retenga una actividad biolégica comparable a la sEGFR de referencia con la que
se esta comparando.

En una realizacion, la EGFR soluble de mamifero es un HER2 de mamifero, preferentemente un HER2 humano. En
particular, en el ADNc para esta proteina, el exén 14 es seguido directamente por el exén 16 y, como resultado, se
omite el exon 15 (Figura 11). Para HER2 humano soluble, dos ejemplos no limitantes de esta realizacion estan
dados mediante A15HER2 que incluye la secuencia sefial como se muestra en la SEQ ID NO: 6 y A15HER2 maduro
(aminoacidos 23-584 de la SEQ ID NO: 6) que carece de la secuencia sefal.

En el presente documento, se divulga adicionalmente que, la EGFR soluble de mamifero puede ser un HER3 de
mamifero, preferentemente un HER3 humano. En un aspecto de esta realizacion, el exdon 12 es seguido
directamente por el exon 14 y como resultado se omite el exén 13 (Figura 12). Para HER3 humano soluble, dos
ejemplos no limitantes de esta realizacion estan dados mediante A13HER3 que incluye la secuencia sefial como se
muestra en la SEQ ID NO: 8 y A13HER3 maduro (aminoacidos 20-541 de la SEQ ID NO: 8) que carece de la
secuencia sefal. En otro aspecto, el exén 13 es seguido directamente por el exén 15 y como resultado se omite el
exoén 14 (Figura 12). Para HER3 humano soluble, dos ejemplos no limitantes de esta realizacion estan dados
mediante A14HER3 que incluye la secuencia sefial como se muestra en la SEQ ID NO: 10 y A14HER3 maduro
(aminoacidos 20-555 de la SEQ ID NO: 10) que carece de la secuencia sefial. En otro aspecto mas, el exon 14 es
seguido directamente por el exén 16 y como resultado se omite el exén 15 (Figura 12). Para HER3 humano soluble,
dos ejemplos no limitantes de esta realizacion estan dados mediante A15HER3 que incluye la secuencia sefial como
se muestra en la SEQ ID NO: 12 y AMSHER3 maduro (aminoacidos 20-569 de la SEQ ID NO: 12) que carece de la
secuencia sefal.

Las proteinas de la presente invenciéon también incluyen aquellas proteinas que se modifican quimicamente. La
modificacién quimica de una proteina se refiere a una proteina donde al menos uno de sus restos de aminoacidos se
modifica mediante procesos naturales, tales como el procesamiento u otras modificaciones postraduccionales, o
mediante técnicas de modificacién quimica conocidas en la técnica. Dichas modificaciones incluyen, pero sin
limitacion, acetilacion, acilacién, amidacion, ADP-ribosilacion, glucosilacién, metilacion, pegilacion, prenilacion,
fosforilacion o conjugacion de colesterol.

1IB. Expresion y purificacion de proteinas:

Cuando se usan células de mamifero o de insecto, la SEGFR expresada adecuadamente se secretara en los medios
extracelulares. La proteina se recupera de los medios, y se concentra y purifica usando técnicas bioquimicas
estandar. Después de la expresion en células de mamifero mediante transduccion lentivirica o AAV, transfeccién de
plasmidos o cualquier procedimiento similar, o en células de insecto después de la transduccién baculovirica, los
medios extracelulares de estas células se concentran usando filtros de concentracion con un limite de peso
molecular apropiado, tal como unidades de filtracion Amicon®.

Cuando sEGFR se expresa en cultivo bacteriano, se puede purificar mediante técnicas bioquimicas estandar. Las
bacterias se lisan, y el extracto celular que contiene la SEGFR se desala y se concentra.

En cualquier caso, la SsEGFR se puede purificar mediante cromatografia de afinidad. El uso de cromatografia en
columna con una matriz de afinidad que comprende un ligando EGFR se puede usar para purificar variantes de
empalme de HER3. Como alternativa, se puede afadir un marcador de purificacion de afinidad a los extremos N o C
de la sEGFR. Por ejemplo, un marcador de polihistidina (marcador His), que es un motivo de aminoacidos con al
menos seis histidinas, se puede usar para este proposito (Hengen, P., 1995, Trends Biochem. Sci. 20:285-86). La
adicion de un marcador His se puede lograr mediante la adicion en marco de una secuencia de nucleétidos que
codifica el marcador His directamente al extremo 5' o 3' del marco de lectura abierto de sEGFR en un vector de
expresion. Cuando se incorpora un marcador His a la proteina, se emplea una columna de afinidad de niquel o
cobalto para purificar la sEGFR marcada, y el marcador His opcionalmente se puede escindir luego. Otros
marcadores de purificacion de afinidad adecuados y métodos de purificacion de proteinas con esos marcadores son
bien conocidos en la técnica.

Como alternativa, se puede utilizar un esquema de purificacion no basado en afinidad, que implica el
fraccionamiento de los extractos de sEGFR en una serie de columnas que separan las proteinas en funcién del
tamano (cromatografia de exclusion de tamafo), carga (cromatografia de intercambio aniénico y catidnico) e
hidrofobia (cromatografia de fase inversa). Se puede utilizar la cromatografia liquida de alto rendimiento para facilitar
estas etapas.

IIC. Uso de proteinas para el tratamiento de enfermedades proliferativas:

En el presente documento, se divulga adicionalmente que, sEGFR puede administrarse a un paciente,
preferentemente un ser humano, para tratar enfermedades proliferativas dependientes de HER2, tal como cancer.
En el tratamiento de seres humanos, se prefiere el uso de EGFR humana soluble. La sEGFR de la presente
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invencion se puede administrar mediante inyeccion en bolo, infusién continua, liberacion sostenida de implantes u
otras técnicas adecuadas. Normalmente, la SEGFR terapéutica se administrara en forma de una composiciéon que
comprende proteina purificada junto con vehiculos, excipientes o diluyentes fisioldgicamente aceptables. Dichos
vehiculos no seran toéxicos para los receptores a las dosis y concentraciones empleadas. Habitualmente, la
preparacion de dichas composiciones implica combinar la sEGFR con tampones, antioxidantes tales como acido
ascorbico, polipéptidos, proteinas, aminoacidos, carbohidratos incluyendo glucosa, sacarosa o dextrinas, agentes
quelantes, tales como EDTA, glutatiéon y otros estabilizadores y excipientes. La solucién salina tamponada neutra o
la solucién salina mezclada con albumina de suero no especifica son diluyentes apropiados ejemplares.
Preferentemente, el producto se formula como un liofilizado usando soluciones de excipientes apropiadas, por
ejemplo, sacarosa, como diluyentes. También se pueden afiadir conservantes, tales como el alcohol bencilico. La
cantidad y la frecuencia de administraciéon dependeran, por supuesto, de factores tales como la naturaleza y la
gravedad de la indicacién que se esta tratando, la respuesta deseada, la condicién del paciente, etc.

En el presente documento, se divulga adicionalmente que la sEGFR puede administrarse sistémicamente en
cantidades terapéuticamente eficaces que varian preferentemente de aproximadamente 0,1 mg/kg/semana a
aproximadamente 100 mg/kg/semana. En realizaciones preferidas, sEGFR se administra en cantidades que varian
de aproximadamente 0,5 mg/kg/semana a aproximadamente 50 mg/kg/semana. Para administracion local, las dosis
varian preferentemente de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 1,0 mg/kg por inyeccion.

IID. Métodos de tratamiento que usan las proteinas variantes de empalme

En el presente documento se divulga adicionalmente el uso de proteinas como se establece anteriormente para la
preparacion de un medicamento para tratar a un paciente afectado por un trastorno proliferativo que implica una
actividad excesiva de EGFR, preferentemente HER2, tal como se analiza a continuacion. En la fabricacion de un
medicamento de acuerdo con la presente invencion, las proteinas de la presente invencion se mezclan normalmente
con, entre otros, un vehiculo aceptable. El vehiculo debe, por supuesto, ser aceptable en el sentido de ser
compatible con otros ingredientes en la formulacion y no debe ser perjudicial para el paciente. El vehiculo puede ser
sélido o liquido. Las proteinas de la presente invencion se incorporan en formulaciones, que se pueden preparar
mediante cualquiera de las técnicas de farmacia bien conocidas que consisten esencialmente en mezclar los
componentes, que incluyen opcionalmente uno o mas ingredientes terapéuticos accesorios.

Las formulaciones divulgadas en el presente documento pueden comprender soluciones de inyeccion estériles
acuosas y no acuosas de los compuestos activos, cuyas preparaciones son preferentemente isoténicas con la
sangre del receptor previsto y esencialmente libres de pirégenos. Estas preparaciones pueden contener
antioxidantes, tampones, bacteriostatos y solutos que hacen que la formulacion sea isoténica con la sangre del
receptor previsto. Las suspensiones estériles acuosas y no acuosas pueden incluir, pero sin limitacion, agentes de
suspensién y agentes espesantes. Las formulaciones se pueden presentar en envases de dosis unitarias o
multidosis, por ejemplo, viales y ampollas selladas, y se pueden almacenar en condiciones de criodesecado
(liofilizadas) que requieren solo la adicion del vehiculo liquido estéril, por ejemplo, solucién salina o agua para
inyeccion inmediatamente antes de su uso.

En las formulaciones, los acidos nucleicos y las proteinas como se divulgan en el presente documento pueden estar
contenidos dentro de una particula o vesicula, tal como un liposoma o microcristal, que pueden ser adecuados para
administracién parenteral. Las particulas pueden ser de cualquier estructura adecuada, tales como dendriticas,
hiperramificadas, unilaminares o plurilaminares, siempre que contengan los acidos nucleicos y las proteinas de la
presente invencion. Los lipidos cargados positivamente, tal como N-[1-(2,3-dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetil-amonio
metilsulfato, o "DOTAP", son particularmente preferidos para dichas particulas y vesiculas. La preparacion de dichas
particulas lipidicas es bien conocida (Véanse las referencias en la Patente de los Estados Unidos N.° 5.976.879 col.
6).

[IA. Acidos nucleicos variantes de empalme:

Una realizacion de la presente invencion es un acido nucleico que codifica una proteina, ya sea de longitud completa
0 madura, que esta codificada por un ADNc procedente de un gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), particularmente HER2, donde se omite un solo exén en el ADNc, lo que da como resultado una proteina
soluble. Ademas, la proteina codificada puede actuar como un antagonista de HER2.

Dichas secuencias se proporcionan preferentemente en forma de un marco de lectura abierto ininterrumpido
mediante secuencias internas no traducidas, o intrones, que estan normalmente presentes en genes eucariotas.
También se puede usar ADN gendmico que contiene las secuencias relevantes. En una realizacion, el acido nucleico
es un ARNm o un ADNCc. En otra realizacion, es ADN gendmico.

En una realizacion, la EGFR soluble de mamifero es un HER2 de mamifero, preferentemente un HER2 humano.
Para HER2 humano soluble, dos ejemplos no limitantes de esta realizacion son acidos nucleicos que codifican el
A15HER2 que incluye la secuencia sefial como se muestra en la SEQ ID NO: 6 y A15HER2 maduro (aminoacidos
23-584 de la SEQ ID NO: 6) que carece de la secuencia sefial. Ejemplos de las secuencias de estos acidos
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nucleicos A15HER2 son, sin limitacion, los nucleotidos 1-1752 de la SEQ ID NO: 5, que incluye la secuencia sefial y
los nucledtidos 67-1752 de la SEQ ID NO: 5, que carece de la secuencia sefal.

En el presente documento, se divulga adicionalmente que, la EGFR soluble de mamifero puede ser un HER3 de
mamifero, preferentemente un HER3 humano. Para HER3 humano soluble, dos ejemplos no limitantes de esta
realizaciéon son acidos nucleicos que codifican el A13HER3 que incluye la secuencia sefial como se muestra en la
SEQ ID NO: 8 o A13HER3 maduro (aminoacidos 20-541 de la SEQ ID NO: 8) que carece de la secuencia sefial.
Ejemplos de las secuencias de estos acidos nucleicos A13HERS3 son, sin limitacion, los nucledtidos 1-1623 de la
SEQ ID NO: 7, que incluye la secuencia sefial y los nucleétidos 58-1623 de la SEQ ID NO: 7, que carece de la
secuencia sefial.

Para HER3 humano soluble, dos ejemplos no limitantes adicionales de esta realizaciéon son acidos nucleicos que
codifican el A14HERS3 que incluye la secuencia sefial como se muestra en la SEQ ID NO: 10 o A14HER3 maduro
(aminoacidos 20-555 de la SEQ ID NO: 10) que carece de la secuencia sefial. Ejemplos de las secuencias de estos
acidos nucleicos A14HERS son, sin limitacion, los nucledtidos 1-1665 de la SEQ ID NO: 9, que incluye la secuencia
sefial y los nucledtidos 58-1665 de la SEQ ID NO: 9, que carece de la secuencia sefial.

Para HER3 humano soluble, otros dos ejemplos no limitantes de esta realizacién son acidos nucleicos que codifican
el AM5HER3 que incluye la secuencia sefial como se muestra en la SEQ ID NO: 12 o A15HER3 maduro
(aminoacidos 20-569 de la SEQ ID NO: 12) que carece de la secuencia sefial. Ejemplos de las secuencias de estos
acidos nucleicos A15HERS3 son, sin limitacion, los nucledtidos 1-1707 de la SEQ ID NO: 11, que incluye la secuencia
sefal y los nucledtidos 58-1707 de la SEQ ID NO: 11, que carece de la secuencia sefal.

Las bases de los acidos nucleicos de la presente invencion pueden ser las bases convencionales citosina, guanina,
adenina y uracilo o timidina. Opcionalmente, se pueden usar bases modificadas.

Los acidos nucleicos adecuados de la presente invencion incluyen numerosas caracteristicas quimicas alternativas.
Por ejemplo, los &cidos nucleicos adecuados de la presente invencién incluyen, pero sin limitacion, aquellos en
donde al menos uno de los restos de fosfato que hacen puentes internucleotidicos es un fosfato modificado, tal como
fosforotioato, metilfosfonato, metilfosfonotioato, fosforomorfolidato, fosforopiperazidato y fosforoamidato.

Los acidos nucleicos de la presente invencion también incluyen, pero sin limitaciéon, aquellos en donde al menos uno
de los nucleétidos es un analogo de acido nucleico.

Los acidos nucleicos de la presente invencién incluyen, pero sin limitacion, modificaciones de los acidos nucleicos
que implican unir quimicamente a los acidos nucleicos una o mas fracciones o conjugados. Dichas fracciones
incluyen, pero sin limitacion, fracciones lipidicas tales como fracciones de colesterol, acido cdlico, un tioéter, por
ejemplo, hexil-S-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por ejemplo, dodecandiol o restos undecilo, un
fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o trietilamonio 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato, una
cadena de poliamina o polietilenglicol, un acido acético adamantano, una fraccion palmitica, una fraccion de
octadecilamina o hexilaminocarbonil oxicolesterol.

I1IB. Vectores de expresion y de terapia génica

En el presente documento ademas se divulgan vectores de expresion para amplificar o expresar ADN que codifica
las proteinas anteriores de la presente invencion, asi como células hospedadoras transformadas con los vectores de
expresion anteriores. Los vectores de expresion son construcciones de ADN replicables que tienen fragmentos de
ADN sintéticos o procedentes de ADNc que codifican EGFR de mamifero soluble, particularmente HER2 o HERS, o
analogos bioequivalentes unidos operativamente a elementos reguladores transcripcionales o traduccionales
adecuados procedentes de genes de mamifero, microbios, virus o insectos. Una unidad transcripcional comprende
generalmente un conjunto de (a) un elemento o elementos genéticos que tienen un papel regulador en la expresién
génica, tales como, promotores o potenciadores transcripcionales, (b) una secuencia estructural o codificante que se
transcribe en ARNm y se traduce en proteina y (c) secuencias de inicio y terminaciéon de la transcripcion y la
traduccion adecuadas. Dichos elementos reguladores pueden incluir una secuencia de operador para controlar la
transcripcidon y una secuencia que codifica sitios de union a ARNm ribosémico adecuados. Ademas, se puede
incorporar la capacidad de replicarse en un hospedador, generalmente conferida por un origen de replicacion, y un
gen de seleccion para facilitar el reconocimiento de transformantes.

Las regiones de ADN se enlazan operativamente cuando estan funcionalmente relacionadas entre si. Por ejemplo, el
ADN para un péptido sefial (lider de secrecién) esta unido operativamente a ADN para un polipéptido si se expresa
como parte de un precursor que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor esta unido operativamente a
una secuencia codificante si controla la transcripcion de la secuencia; o un sitio de unién al ribosoma esta unido
operativamente a una secuencia codificante si se posiciona de manera que permite la traduccion. Generalmente,
ligado operativamente significa contiguo y, en el caso de lideres de secrecion, contiguo y en el marco de lectura. Los
elementos estructurales previstos para su uso en sistemas de expresion en levaduras incluyen preferentemente una
secuencia lider que permite la secrecidon extracelular de la proteina traducida por una célula hospedadora. Como
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alternativa, cuando se expresa una proteina recombinante sin una secuencia lider o de transporte, puede incluir un
resto de metionina N-terminal. Opcionalmente, este resto puede escindirse posteriormente de la proteina expresada
para proporcionar un producto final.

El ADN del EGFR de mamifero soluble se expresa o amplifica en un sistema de expresion recombinante que
comprende un monocultivo sustancialmente homogéneo de microorganismos hospedadores adecuados, por
ejemplo, bacterias tales como E. coli o levaduras tales como S. cerevisiae, que han integrado de manera estable
(mediante transformaciéon o transfecciéon) una unidad transcripcional recombinante en ADN cromosémico o que
portan la unidad transcripcional recombinante como un componente de un plasmido residente. Los sistemas de
expresion recombinantes tal como se definen en el presente documento expresaran proteinas heterélogas ya sea
constitutivamente o tras la induccién de los elementos reguladores unidos a la secuencia de ADN o al gen sintético a
expresar.

Las células hospedadoras transformadas son células que se han transformado o transfectado con vectores EGFR de
mamifero solubles construidos usando técnicas de ADN recombinante. Las células hospedadoras transformadas
normalmente expresan sEGFR, pero las células hospedadoras transformadas para clonar o amplificar el ADN de
sEGFR no necesitan expresar sEGFR. Las células hospedadoras adecuadas para la expresion de EGFR soluble de
mamifero incluyen procariotas, levaduras, hongos o células eucariotas superiores. Los procariotas incluyen
organismos gramnegativos o grampositivos, por ejemplo, E. coli o bacilos. Las células eucariotas superiores
incluyen, pero sin limitacion, lineas celulares de insectos y mamiferos establecidas. Los sistemas de traduccién sin
células también se pueden emplear para producir EGFR soluble de mamifero usando ARN procedentes de las
construcciones de ADN de la presente invencion. Los vectores de clonacién y expresién apropiados para usar con
hospedadores celulares bacterianos, fungicos, de levadura y de mamifero son bien conocidos en la técnica.

Los hospedadores procariotas de expresion pueden ser Utiles para la expresion de sEGFR que no se somete a un
procesamiento postraduccional extenso. Los vectores de expresion procariotas generalmente comprenden uno o
mas marcadores fenotipicos seleccionables, por ejemplo, un gen que codifica proteinas que confieren resistencia a
los antibidticos o suministran un requerimiento autotréfico, y un origen de replicaciéon reconocido por el hospedador
para asegurar la amplificacion dentro del hospedador. Los hospedadores procariotas adecuados para la
transformacion incluyen E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, y varias especies del género
Pseudomonas, Streptomyces y Staphylococcus, aunque otros también se pueden emplear como una opcion.

Los vectores de expresion Utiles para uso bacteriano pueden comprender un marcador seleccionable y un origen de
replicacion bacteriano procedente de plasmidos disponibles comercialmente que comprenden elementos genéticos
del bien conocido vector de clonacién pBR322 (ATCC 37017). Estas secciones de "cadena principal" de pBR322 se
combinan con un promotor apropiado y la secuencia estructural que se va a expresar. pBR322 contiene genes para
resistencia a ampicilina y tetraciclina y, por lo tanto, proporciona medios simples para identificar células
transformadas. Dichos vectores comerciales incluyen, por ejemplo, la serie de vectores pET de Novagen® (EMD
Biosciences, Inc., Madison, Wis.).

Los promotores comunmente utilizados en vectores de expresion microbianos recombinantes incluyen el sistema
promotor de lactosa y el promotor A P, el promotor T7 y el promotor lac T7. Un sistema de expresién bacteriano
particularmente util, el sistema pET Novagen® (EMD Biosciences, Inc., Madison, Wis.) emplea un promotor T7 o lac
T7 y una cepa de E. coli, tal como BL21 (DE3) que contiene una copia cromosémica del gen de la ARN polimerasa
T7.

Las proteinas sEGFR también se pueden expresar en hospedadores de levadura y hongos, preferentemente del
género Saccharomyces, tal como S. cerevisiae. También se puede emplear levadura de otros géneros, como Pichia
0 Kluyveromyces. Los vectores de levadura generalmente contendran un origen de replicacion del plasmido de
levadura de 2m o una secuencia de replicacion auténoma (ARS, por sus siglas en inglés), promotor, ADN que
codifica sEGFR, secuencias para la poliadenilacion y terminacion de la transcripcion y un gen de seleccion.
Preferentemente, los vectores de levadura incluiran un origen de replicacion y un marcador seleccionable que
permita la transformacion tanto de levadura como de E. coli, por ejemplo, el gen de resistencia a ampicilina de E. coli
y S. cerevisiae TRP1 o URAS3, que proporciona un marcador de seleccion para una cepa mutante de levadura que
carece de la capacidad de crecer en triptéfano o uracilo, respectivamente, y un promotor procedente de un gen de
levadura altamente expresado para inducir la transcripcion de una secuencia estructural cadena abajo. La presencia
de la lesién TRP1 o URAS en el genoma de la célula hospedadora de levadura proporciona luego un ambiente eficaz
para detectar la transformacion mediante crecimiento en ausencia de triptéfano o uracilo, respectivamente.

Las secuencias promotoras adecuadas en vectores de levadura incluyen los promotores para metalotioneina, 3-
fosfoglicerato cinasa u otras enzimas glucoliticas, tales como enolasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa,
hexocinasa, piruvato descarboxilasa, fosfofructocinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa,
piruvato cinasa, triosafosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa y glucocinasa. Los vectores y promotores
adecuados para su uso en la expresion de levaduras son bien conocidos en la técnica.

Los vectores de levadura preferidos se pueden ensamblar usando secuencias de ADN de pUC18 para seleccion y
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replicacién en E. coli (gen Amp' y origen de replicacion) y secuencias de ADN de levadura que incluyen un promotor
ADH2 reprimible por glucosa y un lider de secrecion de factor a. El lider del factor a de levadura, que dirige la
secrecion de proteinas heterdlogas, se puede insertar entre el promotor y el gen estructural que se va a expresar. La
secuencia lider se puede modificar para contener, cerca de su extremo 3', uno o mas sitios de restriccion utiles para
facilitar la fusién de la secuencia lider con genes extrafios. Los expertos en la técnica conocen protocolos de
transformacion de levadura adecuados.

Las cepas hospedadoras transformadas mediante vectores que comprenden el promotor ADH2 se pueden cultivar
para la expresién en un medio rico que consiste en extracto de levadura al 1 %, peptona al 2 % y glucosa al 1 % o 4
% complementada con 80 og/ml de adenina y 80 og/ml de uracilo. La supresion del promotor ADH2 se produce al
agotarse la glucosa de los medios. Los sobrenadantes de levadura brutos se cosechan mediante filtracion y se
mantienen a 4 °C antes de la purificacion adicional.

También se emplean ventajosamente diversos sistemas de cultivo de células de mamifero o insecto para expresar la
proteina sEGFR. La expresidon de proteinas recombinantes en células de mamifero es particularmente preferida
porque dichas proteinas estan generalmente plegadas correctamente, modificadas de manera adecuada y son
completamente funcionales. Ejemplos de lineas celulares hospedadoras de mamifero adecuadas incluyen las lineas
COS-7 de células de rifidn de mono y otras lineas celulares capaces de expresar un vector apropiado que incluyen,
por ejemplo, células L, tales como L929, C127, 3T3, de ovario de hamster chino (CHO), HelLa y lineas celulares
BHK. Los vectores de expresion de mamifero pueden comprender elementos no transcritos, tales como un origen de
replicacién, un promotor adecuado, por ejemplo, el promotor CMVie, el promotor de beta-actina de pollo, o el
promotor compuesto hEF1-HTLV, y el potenciador unido al gen que se va a expresar, y otras secuencias no
transcritas flanqueantes en 5' o 3', y secuencias no traducidas en 5' o 3', tales como sitios de unién a ribosomas
necesarios, un sitio de poliadenilacion, sitios donantes y aceptores de corte y empalme y secuencias de terminacion
de la transcripcion. Los expertos en la técnica conocen sistemas de baculovirus para la producciéon de proteinas
heterélogas en células de insecto.

Las secuencias de control de la transcripcion y la traduccién en vectores de expresion para usar en la transformacion
de células de vertebrados pueden ser proporcionadas por fuentes viricas. Por ejemplo, los promotores y
potenciadores utilizados comunmente proceden de Polioma, Adenovirus 2, Virus del simio 40 (SV40),
citomegalovirus humano, tal como el promotor CMVie, HTLV, tal como el promotor compuesto hEF1-HTLV. Las
secuencias de ADN procedentes del genoma virico de SV40, por ejemplo, origen SV40, promotor temprano y tardio,
potenciador, empalme y sitios de poliadenilacion se pueden usar para proporcionar los otros elementos genéticos
requeridos para la expresion de una secuencia de ADN heteréloga.

Ademas, se pueden utilizar promotores EGFR genémicos de mamifero, tales como secuencias de control y/o sefial,
siempre que dichas secuencias de control sean compatibles con la célula hospedadora elegida.

En el presente documento, se divulga adicionalmente que, los vectores de expresién recombinantes que
comprenden ADNc de sEGFR pueden integrarse de manera estable en el ADN de una célula hospedadora.

En el presente documento, se divulga ademas un método para tratar una enfermedad o afeccién proliferativa
mediante la administracion de sEGFR a un sujeto, disminuyendo asi la actividad de HER2. Otra realizacion es un
método para tratar una enfermedad o afeccién proliferativa mediante la administracion a un sujeto de un vector de
expresion que codifica sEGFR, disminuyendo asi la actividad de HER2. Otra realizacidon es un método para producir
sEGFR.

Los siguientes aspectos de la presente invencion se aplican a las realizaciones anteriores.

Los métodos, acidos nucleicos, proteinas y formulaciones de la presente invencion también son utiles como
herramientas in vitro o in vivo.

En el presente documento, se divulga adicionalmente que, la apoptosis en células de mamifero se puede inducir
mediante la administracion a las células de mamifero, en una cantidad y en condiciones suficientes para inducir
apoptosis, acidos nucleicos, proteinas y formulaciones de la presente invencion.

En el presente documento, se divulga adicionalmente que la materia divulgada se puede usar para tratar cualquier
afeccion en la que el médico tiene la intencién de limitar el efecto de una ruta de sefializaciéon que implica EGFR. En
particular, las formulaciones de la presente invencién se pueden usar para tratar una enfermedad proliferativa.
Dichas enfermedades incluyen, pero sin limitacién, cancer y fibrosis pulmonar. En una realizacion, la afecciéon es un
cancer seleccionado del grupo que consiste en cancer de mama, pulmén, ovario, gastrico y colon. En una
realizacion, la afeccién es un cancer que es resistente a quimioterapia. Los usos de la presente invencién incluyen,
pero sin limitacién, el tratamiento de enfermedades para las cuales los antagonistas de HER2 conocidos, tales como
Herceptin, Herstatin y pertuzumab, han demostrado ser Utiles.

IlIC. Uso de vectores de expresion para aumentar los niveles de un antagonista de HER2 en un mamifero:
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En el presente documento se divulga ademas un proceso para aumentar los niveles de un antagonista de HER2 en
un mamifero. El proceso incluye la etapa de transformar células del mamifero con un vector de expresion descrito en
el presente documento, que impulsa la expresién de SEGFR como se describe en el presente documento.

El proceso es particularmente Gtil en mamiferos grandes tales como mascotas domésticas, aquellos utilizados para
la produccion de alimentos y primates. Mamiferos grandes ejemplares son perros, gatos, caballos, vacas, ovejas,
ciervos y cerdos. Primates ejemplares son monos, simios y seres humanos.

Las células de mamifero se pueden transformar in vivo o ex vivo. Cuando se transforma in vivo, el vector de
expresion se administra directamente al mamifero, tal como mediante inyeccién. Los medios para transformar
células in vivo son bien conocidos en la técnica. Cuando se transforman ex vivo, las células se eliminan del
mamifero, se transforman ex vivo, y las células transformadas se vuelven a implantar en el mamifero.

IV. Composiciones y preparaciones farmacéuticas:

En el presente documento ademas se divulgan composiciones farmacéuticas que comprenden las proteinas o
acidos nucleicos anteriores.

Los acidos nucleicos o proteinas de la presente invencidon se pueden mezclar, encapsular, conjugar o asociar de otra
manera con otras moléculas, estructuras moleculares o mezclas de compuestos, como, por ejemplo, liposomas y
moléculas dirigidas a receptores, en forma de formulaciones orales, rectales, tépicas u otras, para ayudar en la
captacion, distribucion y/o absorcion.

Las formulaciones divulgadas en el presente documento comprenden acidos nucleicos o proteinas en un vehiculo
fisiolégica o farmacéuticamente aceptable, tal como un vehiculo acuoso. Por lo tanto, las formulaciones para usar
como se divulgan en el presente documento incluyen, pero sin limitacion, aquellas adecuadas para administracién
parenteral, incluyendo inyeccion o infusion intraperitoneal, intravenosa, intraarterial, subcutanea, intraarticular o
intramuscular, asi como aquellas adecuadas para administracion tépica, oftalmica, vaginal, oral, rectal o pulmonar
(incluida la inhalacion o insuflacion de polvos o aerosoles, incluso administracion mediante nebulizador, intratraqueal
e intranasal). Las formulaciones se pueden presentar convenientemente en una forma farmacéutica unitaria y se
pueden preparar mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica. La ruta de administraciéon mas
adecuada en cualquier caso dado puede depender del sujeto, la naturaleza y la gravedad de la afeccion que se esta
tratando, y el compuesto activo particular que se esta utilizando.

Las composiciones farmacéuticas como se divulgan en el presente documento incluyen, pero sin limitacion, sales
fisiolégica y farmacéuticamente aceptables, es decir, sales que retienen la actividad biolégica deseada del
compuesto original y no presentan propiedades toxicolégicas no deseadas. Ejemplos de dichas sales son (a) sales
formadas con cationes tales como sodio, potasio, NH4*, magnesio, calcio, poliaminas tales como espermina y
espermidina; (b) sales de adicion de acido formadas con acidos inorganicos, por ejemplo, acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfurico, acido fosférico, acido nitrico y similares; y (c) sales formadas con acidos organicos tales
como, por ejemplo, acido acético, acido oxalico, acido tartarico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido
glucénico, &cido citrico, acido malico, &cido ascorbico, acido benzoico, acido palmitico, &cido alginico, acido
poliglutamico, acido naftalenosulfénico, acido metanosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido naftalenodisulfénico,
acido poligalacturonico y similares.

V. Oligbmeros de cambio de empalme (SSO):

En otro aspecto, la presente invencién emplea oligonucleétidos de cambio de empalme u oligémeros de cambio de
empalme (SSO, por sus siglas en inglés) para controlar el empalme alternativo de HER2 o HER3 de modo que se
aumente la cantidad de una forma soluble y, opcionalmente, se disminuya la cantidad de la forma de membrana
integral. Los métodos y composiciones de la presente invencion se pueden usar en el tratamiento de enfermedades
asociadas con una actividad excesiva de HER2.

En el presente documento, se divulga ademas un método para tratar una enfermedad o afeccion proliferativa
mediante la administracion de SSO a un paciente. Los SSO que se administran alteran el empalme de un pre-ARNm
para producir una forma soluble de HER2 o HERS. , La forma soluble es A15HER2, A13HERS, , A14HERS3, , la
forma soluble es A15HERS, o la forma p85 de HERS.

Asimismo, se divulga un método para producir una forma soluble de HER2 o HER3 en una célula mediante la
administracion de SSO a la célula. Ademas, se divulga un método para inducir apoptosis en células de mamifero
mediante la administracion de SSO a la célula de mamifero.

La longitud del SSO (es decir, el nUmero de mondémeros en el oligémero) es similar a un oligonucleétido antisentido

(ASON, por sus siglas en inglés), normalmente entre aproximadamente 8 y 30 nucledtidos. EI SSO puede estar entre
aproximadamente 10 a 30, mas preferentemente 15 a 25, nucledtidos. EI método se puede llevar a la practica con
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SSO compuestos por varias quimicas que se hibridan con ARN, pero que no activan la destruccion del ARN diana
por la ARNasa H, como lo hacen los oligonucleétidos antisentido 2'-desoxi convencionales. La invencién se puede
llevar a la practica usando oligémeros de acido nucleico modificados en 2'O, tal como donde el 2'0O se reemplaza
con -O-CHs, -O-CH2-CH2-O-CHs, -O-CH2-CH2-CH2-NHz, -O-CH2-CH2-CH2-OH o -F, donde 2'0O-metilo (2'-OMe) o se
prefiere 2'0O-metiloxietilo (MOE). Las nucleobases no necesitan estar unidas a azucares. Se pueden usar los
llamados oligémeros de acido nucleico peptidico u oligédmeros basados en morfolina. Una comparacion de estas
diferentes caracteristicas quimicas de enlace se encuentra en Sazani, P. et al., 2001, Nucleic Acids Res. 29:3695 y
en Crooke, S. T. (2008) Antisense Drug Technology, Boca Ratén, CRC Press. La expresion oligonucledtido de
cambio de empalme (SSO) esta destinado a cubrir las formas anteriores. EI SSO descrito en los ejemplos incluye
oligémeros 2'-OMe y MOE. Sera obvio para un experto en la técnica que se pueden usar quimicas oligoméricas
adicionales para llevar a la practica el método que incluye oligdmeros de morfolino unidos a fosforodiamidato (PMO,
por sus siglas en inglés) u oligdbmeros de acido nucleico bloqueado (LNA) como se describe a continuacion.

Los SSO de esta invencion se pueden hacer a través de la técnica bien conocida de sintesis en fase sdlida.
Cualquier otro medio para dicha sintesis conocido en la técnica se puede usar adicionalmente o alternativamente. Es
bien sabido el uso de técnicas similares para preparar oligonucledtidos tales como los fosforotioatos y derivados
alquilados.

Las bases del SSO pueden ser las bases convencionales de citosina, guanina, adenina y uracilo o timidina. Como
alternativa, se pueden usar bases modificadas. De particular interés son las bases modificadas que aumentan la
afinidad de unién. Un ejemplo no limitante de bases modificadas preferidas es los llamados nucleétidos de pinza G o
de 9-(aminoetoxi)fenoxazina, analogos de citosina que forman 4 enlaces de hidrégeno con guanosina. (Flanagan,
W.M., et al., 1999, Proc. Natl. Acad. Sci. 96:3513; Holmes, S.C., 2003, Nucleic Acids Res. 31:2759). Los ejemplos
especificos de otras bases incluyen, pero sin limitacion, 5-metilcitosina (MeC), isocitosina, pseudoisocitosina, 5-(1-
propinil)-citosina, 5-bromouracilo, 5-(1-propinil)-uracilo, 5-propinil-6, 5-metiltiazoleuracilo, 6-aminopurina, 2-
aminopurina, inosina, 2,6-diaminopurina, 7-propino-7-deazaadenina, 7-propino-7-deazaguanina y 2-cloro-6-
aminopurina.

Los expertos en la materia apreciarén la relacién entre los oligonucledtidos antisentido gapmers y los SSO. Los
gapmers son ASON que contienen una region activadora de RNasa H (normalmente un fosforotioato de 2'-
desoxirribonucledsido) que esta flanqueada por oligdmeros resistentes a la nucleasa no activadores. En general,
cualquier quimica adecuada para las secuencias flanqueantes en un ASON gapmer se puede usar en un SSO. Por
razones similares, las quimicas de ASON que inducen la actividad de RNasa H y no contienen oligdbmeros
resistentes a nucleasas flanqueantes tampoco son apropiadas como SSO.

VA. Oligémeros de morfolino fosforodiamidato como SSO

Un ejemplo de una quimica SSO preferida incluye oligonucledtidos de morfolino que tienen enlaces de cadena
principal que contienen fésforo como se ilustra en las Figuras 13A-13G. También se prefiere un oligonucleétido de
morfolino unido a fosforodiamidato (PMO) tal como se muestra en la Figura 13C, que se modifica, de acuerdo con un
aspecto de la presente invencion, para contener grupos cargados positivamente en, preferentemente, un 10 %-50 %
de sus enlaces de la cadena principal. Los oligonucleétidos de morfolino con enlaces de la cadena principal sin
carga, incluidos los oligonucleétidos antisentido, se detallan, por ejemplo, en (Summerton, J. y D. Weller (1997)
Antisense Nucleic Acid Drug Dev 7(3): 187-95) y en las patentes copropiedad de los Estados Unidos N.° 5.698.685,
5.217.866, 5.142.047, 5.034.506, 5.166.315, 5.185.444, 5.521.063 y 5.506.337, todas las cuales se incorporan
expresamente en el presente documento como referencia.

Las propiedades importantes de las subunidades basadas en morfolino incluyen: 1) la capacidad de unirse en una
forma oligomérica mediante enlaces de la cadena principal estables, sin carga o con carga positiva; 2) la capacidad
de soportar una base nucleotidica (por ejemplo, adenina, citosina, guanina, timidina, uracilo e inosina) de modo que
el polimero formado se pueda hibridar con un acido nucleico diana de base complementaria, que incluye ARN diana,
valores de Tm superiores a aproximadamente 45 °C en oligonucleétidos relativamente cortos (por ejemplo, 10-15
bases); 3) la capacidad del oligonucleétido para transportarse activa o pasivamente a células de mamifero; y 4) la
capacidad del oligonucledtido antisentido: ARN heteroduplex para resistir la degradacion de ARNasa y RNasa H,
respectivamente.

Cadenas principales ejemplares para oligonucleétidos antisentido de la materia reivindicada incluyen los tipos de
subunidades de morfolino mostrados en las Figuras 13D-G, cada uno unido por un enlace de subunidad que
contiene fosforo sin carga o con carga positiva. La Figura 13D muestra un enlace que contiene fésforo que forma la
cadena principal de la unidad de repeticiéon de cinco atomos, donde los anillos de morfolino estan unidos mediante
un enlace de fosfoamida de 1 atomo. La Figura 13E muestra un enlace que produce una cadena principal de unidad
de repeticién de 6 atomos. En esta estructura, el atomo Y que une el carbono morfolino en 5' al grupo foésforo puede
ser azufre, nitrégeno, carbono o, preferentemente, oxigeno. La fraccion X colgante del fésforo puede ser fluor, un
alquilo o alquilo sustituido, un alcoxi o alcoxi sustituido, un tioalcoxi o tioalcoxi sustituido, o nitrégeno no sustituido,
monosustituido o disustituido, incluyendo estructuras ciclicas, tales como morfolinas o piperidinas. Alquilo, alcoxi y
tioalcoxi incluyen preferentemente 1-6 atomos de carbono. Las fracciones Z son azufre u oxigeno, y son

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2798 758 T3

preferentemente oxigeno.

Los enlaces que se muestran en las Figuras 13F y 13G estan disefiados para cadenas principales de unidad de
longitud de 7 atomos. En la Estructura 13F, la fraccion X es como en la Estructura 13E, y la fracciéon Y puede ser
metileno, azufre o, preferentemente, oxigeno. En la Estructura 13G, las fracciones X e Y son como en la Estructura
13E. Los oligonucleétidos de morfolino particularmente preferidos incluyen aquellos compuestos por estructuras de
subunidades de morfolino de la forma mostrada en la Figura 13E, donde X = NH2, N(CHs)2, o 1-piperazina u otro
grupo cargado, Y =0y Z =0.

Como se ha indicado anteriormente, el oligonucleétido sustancialmente sin carga puede modificarse, de acuerdo con
un aspecto de la invencién, para incluir enlaces cargados, por ejemplo, hasta aproximadamente 1 por cada 2-5
enlaces sin carga, tal como aproximadamente 4-5 por cada 10 enlaces sin carga. Se puede ver una mejora optima
en la actividad antisentido cuando aproximadamente un 25 % de los enlaces de la cadena principal son catiénicos.
La mejora subdptima se ve normalmente con un nimero pequefio, por ejemplo, 10-20 % de enlaces catidnicos, y
cuando el numero de enlaces catidnicos estd en el intervalo del 50-80 %, y normalmente por encima de
aproximadamente un 60 %, la especificidad de secuencia de la union antisentido a su diana puede verse
comprometida o perdida.

Los compuestos antisentido se pueden preparar mediante sintesis en fase sélida por etapas, empleando métodos
detallados en las referencias citadas anteriormente, y a continuacion con respecto a la sintesis de oligonucleétidos
que tienen una mezcla o enlaces de la cadena principal catiénicos y no cargados. En algunos casos, puede ser
deseable afadir fracciones quimicas adicionales al compuesto antisentido, por ejemplo, para mejorar la
farmacocinética o para facilitar la captura o deteccion del compuesto. Dicha fraccion puede estar unida
covalentemente, normalmente a un extremo del oligdmero, de acuerdo con métodos sintéticos estandar. Por
ejemplo, la adicién de una fracciéon de polietilenglicol u otro polimero hidréfilo, por ejemplo, uno que tenga 10-100
subunidades monomeéricas, puede ser Util para mejorar la solubilidad. Uno o mas grupos cargados, por ejemplo,
grupos cargados anionicos tales como un acido organico, pueden mejorar la captacion celular. Se puede unir una
fraccion informadora, tal como fluoresceina o un grupo radiomarcado, para fines de detecciéon. Como alternativa, el
marcador informador unido al oligémero puede ser un ligando, tal como un antigeno o biotina, capaz de unirse a un
anticuerpo marcado o estreptavidina. Al seleccionar una fraccién para la unién o modificacion de un compuesto
antisentido, generalmente es deseable seleccionar compuestos quimicos de grupos que sean biocompatibles y que
puedan ser tolerados por un sujeto sin efectos secundarios indeseables.

Como se ha indicado anteriormente, el compuesto antisentido se puede construir opcionalmente para contener un
numero seleccionado de enlaces catidnicos intercalados con enlaces no cargados del tipo descrito anteriormente.
Los enlaces entre subunidades, tanto sin carga como cationicos, son preferentemente enlaces que contienen
fésforo, que tienen la estructura:

donde

W es S u O, y es preferentemente O,
X =NR'R?u ORS,
Y = 0 o NR’, y cada uno de dichos enlaces en el oligémero se selecciona de:

(a) enlace sin carga (a), donde cada uno de R', R, R® y R” se selecciona independientemente de hidrogeno y
alquilo inferior;

(b1) enlace cationico (b1), donde X = NR'R? e Y = O, y NR'R? representa un grupo piperazino opcionalmente
sustituido, de modo que R'R? = -CHRCHRN(R?)(R*)CHRCHR-, donde

cada R es independientemente H o CHs,

R* es H, CHs, o un par de electrones, y

R® se selecciona de H, alquilo inferior, por ejemplo, CHs, C(=NH)NH2, Z-L-NHC(=NH)NHz, vy
[C(O)CHR’'NH]mH, donde: Z es C(O) o un enlace directo, L es un enlazador opcional de hasta 18 atomos de
longitud, preferentemente de hasta 12 atomos, y mas preferentemente de hasta 8 atomos de longitud, con
enlaces seleccionados de alquilo, alcoxi y alquilamino, R' es una cadena lateral de un aminoacido de origen
natural o un homélogo del mismo de uno o dos carbonos, y m es de 1 a 6, preferentemente de 1 a 4; (b2)
enlace cationico (b2), donde X = NR'R?e Y = O, R' = H 0 CH3s, y R? = LNR3R*R®, donde L, R®y R* son como
se definieron anteriormente, y R5 es H, alquilo inferior o (alcoxi)alquilo inferior; y

(b3) enlace cationico (b3), donde Y = NR7 y X = OR®, y R” = LNR3R*RS5, donde L, R%, R* y R® son como se
definieron anteriormente, y R® es H o alquilo inferior;
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y al menos uno de dichos enlaces se selecciona de enlaces catiénicos (b1), (b2), y (b3).

Preferentemente, el oligémero incluye al menos dos enlaces consecutivos de tipo (a) (es decir, enlaces no
cargados). En otras realizaciones, al menos un 5 % de los enlaces en el oligédmero son enlaces catiénicos (es decir,

5 tipo (b1), (b2) o (b3)); por ejemplo, de un 10 % a un 60 % vy, preferentemente, un 20-50 % de enlaces pueden ser
enlaces cationicos.

En una realizacion, al menos un enlace es del tipo (b1), donde, preferentemente, cada R es H, R* es H, CH3z o un par
de electrones, y R® se selecciona de H, alquilo inferior, por ejemplo, CHz, C(=NH)NH2 y C(O)-L-NHC(=NH)NH.. Las

10 dos ultimas realizaciones de R® proporcionan una fraccion de guanidino, unida directamente al anillo de piperazina, o
colgante a un grupo enlazador L, respectivamente. Para facilitar la sintesis, la variable Z en R® es preferentemente
C(O) (carbonilo), tal como se muestra.

El grupo enlazador L, como se ha indicado anteriormente, contiene enlaces en su cadena principal seleccionados de
15 alquilo (por ejemplo, -CH2-CHz-), alcoxi (-C-O-) y alquilamino (por ejemplo, CH2-NH-), con la condiciéon de que los
atomos terminales en L (por ejemplo, aquellos adyacentes a carbonilo o nitrégeno) sean atomos de carbono. Aunque
los enlaces ramificados (por ejemplo, -CH2-CHCHz3-) son posibles, el enlazador preferentemente no esta ramificado.
En una realizacion, el enlazador es un enlazador de hidrocarburos. Dicho enlazador puede tener la estructura -
(CH2)n-, donde n es 1-12, preferentemente 2-8, y mas preferentemente 2-6.
20
Las subunidades morfolinas tienen la estructura:

N

(1)
donde Pi es una fraccién de emparejamiento de bases, y los enlaces representados anteriormente conectan el
25 atomo de nitrégeno de (i) al carbono 5 de una subunidad adyacente. Las fracciones de emparejamiento de bases Pi

pueden ser iguales o diferentes, y generalmente estan disefiadas para proporcionar una secuencia que se une a un
acido nucleico diana.

El uso de realizaciones de los tipos de enlace (b1), (b2) y (b3) anteriores para unir las subunidades morfolinas puede
30 ilustrarse graficamente de la siguiente manera:

/ / /

Pi Pi Pi
_ _ D
= % )
3 4 3pdps 6
O=P—N NRR* O0=P—N_ NRR'R O=P—OR"
i LN
0 0 R5R4R_;N\ _N |
Py Pj [L] Py
_ _ _
N N N
| | e
(bl) (b2) (b3)

Preferentemente, todos los enlaces catidnicos en el oligémero son del mismo tipo; es decir, todo de tipo (b1), todo de
35 tipo (b2) o todo de tipo (b3).

En otras realizaciones, los enlaces cationicos se seleccionan de los enlaces (b1') y (b1") como se muestra a
continuacion, donde (b1") se denomina en el presente documento como un enlace "Pip" y (b1") se denomina en el
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presente documento como un enlace "GuX".:

e —

W=P—N(R'R?) W:I:) N NH,"
.—(a) o (bl

/A
/ 7\
N N

\ / N NH,"

O

—

W:F:,_

(b1")

En las estructuras anteriores, W es S u O, y es preferentemente O; cada uno de R' y R? se selecciona
independientemente de hidrégeno y alquilo inferior, y es preferentemente metilo; y A representa hidrégeno o un
sustituyente no interferente en uno o mas atomos de carbono en (b1') y (b1"). Preferentemente, los carbonos del
anillo en el anillo de piperazina no estan sustituidos; sin embargo, pueden incluir sustituyentes no interferentes, tales
como metilo o fltor. Preferentemente, como méximo uno o dos atomos de carbono estén asi sustituidos.

En otras realizaciones, al menos un 10 % de los enlaces son del tipo (b1') o (b1"); por ejemplo, de un 10 %-60 % y
preferentemente de un 20 % a un 50 %, de los enlaces pueden ser del tipo (b1') o (b1").

En otras realizaciones, el oligémero no contiene enlaces del tipo (b1') anterior. Como alternativa, el oligémero no
contiene enlaces de tipo (b1) donde cada R es H, R® es H o CH3, y R* es H, CH3 o un par de electrones.

Las subunidades morfolinas también pueden estar unidas mediante enlaces intersubunidades no basadas en
fésforo, como se describe adicionalmente a continuacién, donde al menos un enlace se modifica con un grupo
catiénico colgante como se describié anteriormente.

Se podrian usar otros enlaces analogos de oligonucleétidos que no estan cargados en su estado no modificado pero
que también podrian llevar un sustituyente de amina colgante. Por ejemplo, un 4tomo de nitrégeno en 5' en un anillo
de morfolino podria emplearse en un enlace de sulfamida o un enlace de urea (donde el fésforo se reemplaza con
carbono o azufre, respectivamente) y modificarse de manera analoga al atomo de nitrégeno en 5' en la estructura
(b3) anterior.

Se proporcionan oligémeros que tienen cualquier nUmero de enlaces cationicos, incluidos oligébmeros con enlaces
completamente cationicos. Preferentemente, sin embargo, los oligdmeros no estan cargados o estan parcialmente
cargados, teniendo, por ejemplo, un 10 %-80 %. En realizaciones preferidas, aproximadamente de un 10 % a un 60
% y, preferentemente, de un 20 % a un 50 % de los enlaces son catidnicos.

En una realizacion, los enlaces catidnicos estan intercalados a lo largo de la cadena principal. Los oligdémeros
parcialmente cargados contienen preferentemente al menos dos enlaces no cargados consecutivos; es decir, el
oligébmero preferentemente no tiene un patrén estrictamente alternativo a lo largo de toda su longitud.

También se consideran oligémeros que tienen bloques de enlaces catidnicos y bloques de enlaces no cargados; por
ejemplo, un blogue central de enlaces no cargados puede estar flanqueado por bloques de enlaces catiénicos, o
viceversa. En una realizacion, el oligdmero tiene aproximadamente regiones 5', 3' y centrales de igual longitud, y el
porcentaje de enlaces catidnicos en la regiéon central es mayor que aproximadamente un 50 %, preferentemente
mayor que aproximadamente un 70 %.

Los oligébmeros para usar en aplicaciones antisentido generalmente varian en longitud de aproximadamente 10 a
aproximadamente 40 subunidades, mas preferentemente de aproximadamente 10 a 30 subunidades, y normalmente
de 15 a 25 bases. Por ejemplo, un oligdmero de la invencion que tiene 19-20 subunidades, una longitud util para un
compuesto antisentido, idealmente puede tener de dos a diez, por ejemplo, de cuatro a ocho, enlaces catidnicos, y el
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resto enlaces no cargados. Un oligdmero que tiene 14-15 subunidades puede idealmente tener de dos a cinco, por
ejemplo, 3 o 7, enlaces catidnicos y el resto enlaces no cargados.

Cada estructura de anillo de morfolino soporta una fraccion de emparejamiento de bases, para formar una secuencia
de fracciones de emparejamiento de bases que estd normalmente disefiada para hibridarse con una diana
antisentido seleccionada en una célula o en un sujeto que esta siendo tratado. La fraccion de emparejamiento de
bases puede ser una purina o pirimidina que se encuentra en el ADN o ARN natural (A, G, C, T o U) o un analogo,
tal como hipoxantina (el componente base del nucledsido inosina) o 5-metil citosina.

VB. Acidos nucleicos bloqueados como SSO

Otra quimica preferida apropiada para los SSO se proporciona por los &cidos nucleicos bloqueados (LNA) (Koshkin,
AA., et al., 1998, Tetrahedron 54:3607; Obika, S., et al., 1998, Tetrahedron Lett. 39:5401). Como se usa en el
presente documento, las expresiones "unidad de LNA", "mondmero de LNA", "resto de LNA", "unidad de acido
nucleico bloqueado”, "mondmero de acido nucleico bloqueado” o "resto de acido nucleico bloqueado”, se refieren a
un analogo de nucledsido biciclico. Las unidades de LNA y los métodos de su sintesis se describen, entre otros, en
los documentos WO 99/14226, WO 00/56746, WO 00/56748, WO 01/25248, WO 02/28875, WO 03/006475 y WO
03/095467. La unidad LNA también se puede definir con respecto a su férmula quimica. Por tanto, una "unidad de
LNA", como se usa en el presente documento, tiene la estructura quimica que se muestra en la Formula 1 a
continuacién:

Férmula 1

O B V—x
Y
Y-
b, §
1B
1A o

X se selecciona del grupo que consiste en O, S y NRH, donde R es H o alquilo C1-Cg;
Y es (-CH2)r, donde r es un nimero entero de 1-4; y
B es una base de origen natural o no natural como se describi6 anteriormente.

en donde,

En una realizacién preferida, r es 1 0 2, y en una realizacion mas preferida r es 1.

Cuando se emplean nucleétidos de LNA en un SSO, se prefiere que los nucledtidos no de LNA también estén
presentes. Los nucledtidos de LNA tienen afinidades de hibridacién tan altas que puede haber una unién no
especifica significativa, lo que puede reducir la concentracién eficaz del SSO libre. Cuando se usan nucleétidos de
LNA, se pueden alternar convenientemente con 2'-desoxinucleétidos. El patrén de alternancia no es critico. Se
pueden usar nucleétidos alternos, dinucledtidos alternos o patrones mixtos, por ejemplo, LDLDLD o LLDLLD o
LDDLDD. Por ejemplo, una realizaciéon contiene una secuencia de nucleétidos seleccionados del grupo que consiste
en:

LdiddiLddIdIdIL, LdidILLddILLdIL, LMLMMLLMMLMLMLL, LMLMLLLMMLLLMLL, LFLFFLLFFLFLFLL,
LFLFLLLFFLLLFLL, Lddlddiddl, diddiddidd, ddiddiddid, LMMLMMLMML, MLMMLMMLMM, MMLMMLMMLM,
LFFLFFLFFL, FLFFLFFLFF, FFLFFLFFLF, dididididl, Ldididldl, MLMLMLMLML, LMLMLMLML, FLFLFLFLFL,
LFLFLFLFL, donde L es una unidad de LNA, d es una unidad de ADN, M es 2’MOE, F es 2'fltor.

Cuando se mezclan 2'-desoxinucleétidos o 2'-desoxinucledsidos fosforotioatos con nucledtidos de LNA, es
importante evitar la activacién de la RNasa H. Se espera que entre aproximadamente un tercio y dos tercios de los
nucleétidos de LNA de un SSO sean adecuados para evitar la activacion de la RNasa H. Cuando se usan
modificaciones que aumentan la afinidad, que incluyen, pero sin limitacion, nucledtidos de LNA o de pinza G, la
persona experta reconocera que puede ser necesario aumentar la proporcion de dichas modificaciones que
aumentan la afinidad.

Numerosos ejemplos adicionales de quimicas alternativas que no activan la RNasa H estan disponibles. Por
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ejemplo, los SSO adecuados pueden ser oligonucleétidos en los que al menos uno de los restos de fosfato que
forma puentes internucleotidicos es un fosfato modificado, tal como metilfosfonato, metilfosfonotioato,
fosforomorfolidato, fosforopiperazidato y fosforoamidato. Por ejemplo, cada uno de los restos de fosfato que forman
puentes internucleotidicos se puede modificar como se describe. En otro ejemplo no limitante, dichos SSO son
oligonucleétidos en los que al menos uno de los nucleétidos contiene una fraccién alquilo inferior 2' (por ejemplo, C+-
Ca4, alquilo lineal o ramificado, saturado o insaturado, tal como metilo, etilo, etenilo, propilo, 1-propenilo, 2-propenilo e
isopropilo). Por ejemplo, cada uno de los nucledtidos se puede modificar como se describe. (Véanse las referencias
en la patente de los Estados Unidos 5.976.879 col. 4). Para usar in vivo, se prefieren los enlaces de fosforotioato.

La longitud del SSO sera de aproximadamente 8 a aproximadamente 30 bases de longitud. Los expertos en la
materia aprecian que cuando se usan modificaciones quimicas que aumentan la afinidad, el SSO puede ser mas
corto y aun retener la especificidad. Los expertos en la materia apreciaran ademas que se impone un limite superior
en el tamafio del SSO por la necesidad de mantener un reconocimiento especifico de la secuencia diana, y evitar la
autohibridacion del SSO por la estructura secundaria y por la necesidad de entrar en la célula. Estas limitaciones
implican que un SSO de longitud creciente (mas alla de una determinada longitud que dependera de la afinidad del
SSO) se encontrara con mayor frecuencia como menos especifico, inactivo o poco activo.

VC. Modificaciones guimicas y conjugados de SSO

Los SSO de la invencién incluyen, pero sin limitacion, modificaciones del SSO que implican unir quimicamente al
SSO una o mas fracciones o conjugados que potencian la actividad, la distribucion celular o la captacién celular del
SSO. Dichas fracciones incluyen, pero sin limitacion, péptidos, fracciones lipidicas tales como fracciones de
colesterol, acido colico, un tioéter, por ejemplo, hexil-S-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por ejemplo,
dodecandiol o restos undecilo, un fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o trietilamonio 1,2-di-O-hexadecil-
rac-glicero-3-H-fosfonato, una cadena de poliamina o polietilenglicol, un acido acético adamantano, una fraccion
palmitica, una fraccion de octadecilamina o hexilaminocarbonil oxicolesterol.

Una modificaciéon quimica preferida de SSO incluye una fraccién oligonucleotidica conjugada con una fraccion de
transporte de péptido rica en arginina eficaz para mejorar el transporte del compuesto a las células. La fraccién de
transporte se une preferentemente a un extremo del oligémero, tal como se muestra, por ejemplo, en las Figuras
13B y 13C. La fraccién de transporte de péptidos comprende preferentemente de 6 a 16 subunidades seleccionadas
de subunidades X', subunidades Y'y subunidades Z',

donde

(a) cada subunidad X' representa independientemente lisina, arginina o un analogo de arginina, siendo dicho
analogo un a-aminoacido cationico que comprende una cadena lateral de la estructura R'N=C(NH2)R?, donde R’
es H o R; R? es R, NH2, NHR o NR2, donde R es alquilo inferior o alquenilo inferior y puede incluir ademas
oxigeno o nitrégeno; R' y R? pueden formar juntos un anillo; y la cadena lateral esta unida a dicho aminoacido a
través de R' o R?

(b) cada subunidad Y' representa independientemente un aminoacido neutro -C(O)-(CHR)n-NH-, donde n es de 2
a 7 y cada R es independientemente H o metilo; y

(c) cada subunidad Z' representa independientemente un a-aminoacido que tiene una cadena lateral de aralquilo
neutro;

en donde el péptido comprende una secuencia representada por uno de (X'Y'X")p, (X'V')m, ¥y (X'Z'Z'),, donde p es
de2a5ymesde2as.

En realizaciones seleccionadas, para cada X', la fraccién de cadena lateral es guanidilo, como en la subunidad de
aminoacidos arginina (Arg). En otras realizaciones, cada Y' es -CO-(CH2),-CHR-NH-, donde nesde2a 7y R es H.
Por ejemplo, cuando n es 5y R es H, Y' es una subunidad del acido 6-aminohexanoico, abreviada en el presente
documento como Ahx; cuando n es 2 y R es H, Y' es una subunidad de B-alanina, abreviada en el presente
documento como B.

Los péptidos preferidos de este tipo incluyen aquellos que comprenden dimeros de arginina que se alternan con
subunidades Y' unicas, donde Y' es preferentemente Ahx. Los ejemplos incluyen péptidos que tienen la férmula
(RY'R)p o la férmula (RRY")p, donde Y' es preferentemente Ahx. En una realizacion, Y' es una subunidad del acido 6-
aminohexanoico, R es arginina y p es 4.

En una realizacién adicional, cada Z' es fenilalanina, y m es 3 0 4.

El péptido conjugado se une preferentemente a un extremo del oligémero a través de un enlazador Ahx-B, donde
Ahx es una subunidad de acido 6-aminohexanoico y B es una subunidad de B-alanina, tal como se muestra, por
ejemplo, en las Figuras 13B y 13C.

En realizaciones seleccionadas, para cada X', la fraccion de cadena lateral se selecciona independientemente del

grupo que consiste en guanidilo (HN=C(NH2)NH-), amidinilo (HN=C(NH2)C<), 2-aminodihidropirimidilo, 2-
aminotetrahidropirimidilo, 2-aminopiridinilo y 2-aminopirimidonilo, y se selecciona preferentemente de guanidilo y
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amidinilo. En una realizacién, la fraccion de cadena lateral es guanidilo, como en la subunidad de aminoacidos
arginina (Arg).

Las subunidades Y' son contiguas, en el sentido de que ninguna subunidad X' interviene entre subunidades Y', o
intercaladas individualmente entre subunidades X'. Sin embargo, la subunidad de enlace puede estar entre las
subunidades Y'. En una realizacion, las subunidades Y' estan en un extremo del transportador; en otras
realizaciones, estan flanqueadas por subunidades X'. En realizaciones preferidas adicionales, cada Y' es -CO-
(CH2)n-CHR-NH-, donde nes de 2 a 7 y R es H. Por ejemplo, cuando n es 5y R es H, Y' es una subunidad del acido
6-aminohexanoico, abreviada en el presente documento como Ahx. En realizaciones seleccionadas de este grupo,
cada X' comprende una fraccién de cadena lateral de guanidilo, como en una subunidad de arginina. Los péptidos
preferidos de este tipo incluyen aquellos que comprenden dimeros de arginina que se alternan con subunidades Y'
unicas, donde Y' es preferentemente Ahx. Los ejemplos incluyen péptidos que tienen la férmula (RY'R)4 o la formula
(RRY")4, donde Y' es preferentemente Ahx. En el ultimo caso, el analogo de &cido nucleico estd preferentemente
unido a una subunidad Y' terminal, preferentemente en el extremo C, tal como se muestra, por ejemplo, en las
Figuras 13B y 13C. El enlazador preferido es de la estructura AhxB, donde Ahx es una subunidad de acido 6-
aminohexanoico y B es una subunidad de B-alanina.

Se ha demostrado que las fracciones de transporte descritas anteriormente mejoran en gran medida la entrada
celular de oligémeros unidos, en relacién con la captacion del oligdmero en ausencia de la fraccion de transporte
unida, y en relacion con la captacién mediante una fraccion de transporte unida que carece de las subunidades
hidréfobas Y'. Dicha captacion mejorada se evidencia preferentemente mediante al menos un aumento doble, y
preferentemente un aumento de cuatro veces, en la captacion del compuesto en células de mamifero con respecto a
la captacion del agente mediante una fraccion de transporte unida que carece de las subunidades hidréfobas Y'. La
captacién se mejora preferentemente al menos veinte veces, y mas preferentemente cuarenta veces, con respecto al
compuesto no conjugado.

Un beneficio adicional de la fraccién de transporte es su capacidad esperada para estabilizar un pareado entre un
compuesto antisentido y su secuencia de acido nucleico diana, presumiblemente en virtud de la interaccién
electrostatica entre la fraccion de transporte cargada positivamente y el acido nucleico cargado negativamente. El
numero de subunidades cargadas en el transportador es inferior a 14, como se indicé anteriormente, y
preferentemente entre 8 y 11, ya que un nimero demasiado alto de subunidades cargadas puede conducir a una
reduccion en la especificidad de secuencia.

El uso de transportadores peptidicos ricos en arginina (es decir, péptidos que penetran en las células) son
particularmente Utiles en la practica de la presente invencion. Se ha demostrado que determinados transportadores
peptidicos son altamente eficaces en la administracién de compuestos antisentido a los leucocitos primarios
(Marshall, N. B., S. K. Oda, et al. (2007) J. Immunological Methods 325(1-2): 114-126). Asimismo, en comparacion
con otros transportadores peptidicos conocidos como Penetratin, los transportadores peptidicos descritos en el
presente documento, cuando se conjugan con una PMO antisentido, demuestran una capacidad mejorada para
alterar el empalme de varios transcritos de genes (Marshall, N. B., S. K. Oda, et al. (2007) J. Immunological Methods
325(1-2): 114-126). Especialmente preferidos son los péptidos de transporte PO07 y CPO6062 enumerados a
continuacion en la Tabla 3 (SEQ ID NOS: 62 y 53, respectivamente).

Ejemplos de transportadores peptidicos, incluyendo los enlazadores (B o AhxB), se dan a continuacion en la Tabla 1.
Las secuencias preferidas son las designadas P007 (SEQ ID NO: 62) y CPO6020 (SEQ ID NO: 53). También se
prefieren, en la presente invencion, los transportadores peptidicos identificados como las SEQ ID NO: 48-50. Como
se describe en el Ejemplo 4, estos péptidos mostraron una administracion superior a los tejidos mamarios (SEQ ID
NOS: 56-58) y de ovario (SEQ ID NO: 58) y pueden resultar valiosos cuando los tejidos cancerosos procedentes de
esos tejidos se dirigen con el SSO de la presente invencion.

Tabla 1. Transportadores peptidicos ejemplares para administracién intracelular de PMO
Péptido Secuencia (N terminal a C terminal) SEQID
RgXB RRRRRRRR-XB 52
(RXRRBR),.XB RXRRBRRXRRBR-XB 53
(RXR)3RBR-XB RXRRXRRXRRBR-XB 54
(RB)sRXRBRX-B RBRBRBRBRBRXRBRX-B 55
(RBRBRBRX),.X RBRBRBRXRBRBRBRX-X 56
X-(RB)3RX(RB);RX XRBRBRBRXRBRBRBR-X 57
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(continuacion)

Péptido Secuencia (N terminal a C terminal) SEQID
(RBRX)4B RBRXRBRXRBRXRBRX-B 58
(RB)4(RX)4B RBRBRBRBRXRXRXRX-B 59
RX(RB),RX(RB)sRX-X | RXRBRBRXRBRBRBRX 60
(rXr), rXreXrXrrXr-XB 61
(RAhxR),AhxB RAhxRRAhxRRAhxRRAhxRAhxB 62
(RRAhx),B RRAhxRRAhxRRAhxRRAhxB 63
(AhxRR)4AhxB AhxRRAhxRRAhxRRAhxRRAhxB 64
(RAhx)gB RAhxRAhxRAhxRAhxRAhxRAhxB 65
(RAhx)gB RAhxRAhxRAhxRAhxRAhxRAhxRAhxB |66
(RAhxR),AhxB RAhxRRAhxRRAhxR AhxB 67

No es necesario que todas las posiciones en un SSO dado estén modificadas de manera uniforme y, de hecho, se
pueden incorporar mas de una de las modificaciones anteriormente mencionadas en un solo compuesto o incluso en
un solo nucledsido dentro de un SSO.

Los SSO se pueden mezclar, encapsular, conjugar o asociar de otra manera con otras moléculas, estructuras
moleculares o mezclas de compuestos, como, por ejemplo, liposomas, moléculas dirigidas a receptores, en forma de
formulacion oral, rectal, tépica u otra, para ayudar en la captacion, distribucion y/o absorcién.

Los expertos en la materia aprecian que la diferenciaciéon celular incluye, pero sin limitacion, la diferenciacion del
empalmosoma. En consecuencia, la actividad de cualquier SSO particular puede depender del tipo de célula en la
que se introducen. Por ejemplo, los SSO que son eficaces en un tipo de célula pueden ser ineficaces en otro tipo de
célula.

VD. Métodos y aplicaciones de los SSO

Los métodos, oligonucledtidos y formulaciones de la presente invencion también son utiles como herramientas in
vitro o in vivo para examinar el empalme en genes humanos o animales. Dichos métodos se pueden llevar a cabo
mediante los procedimientos descritos en el presente documento, o modificaciones de los mismos que seran
evidentes para los expertos.

Se divulga en el presente documento que los SSO divulgados en el presente documento se pueden usar para tratar
cualquier afeccién en la que el profesional médico pretenda inducir apoptosis en células, o inhibir la proliferacién de
células, o inhibir la ruta de sefalizacién activada por un EGFR, particularmente HER2. En particular, el tema
divulgado en el presente documento se puede usar para tratar una enfermedad o afeccion proliferativa. La afeccion
puede ser un cancer. La enfermedad puede ser fibrosis pulmonar. La afeccién puede ser un cancer seleccionado del
grupo que consiste en cancer de mama, pulmon, ovario, gastrico y colon. La afecciéon puede ser un cancer que es
resistente a quimioterapia.

Se divulga adicionalmente en el presente documento un tratamiento de enfermedades para las que los antagonistas
de HER2 conocidos tales como Herceptin, Herstatin y pertuzumab, han demostrado ser utiles.

La administracion del SSO a los sujetos se puede lograr utilizando procedimientos desarrollados para la
administracion de ASON. Los ASON se han administrado con éxito a animales experimentales y sujetos humanos
mediante administracion intravenosa en solucion salina en dosis tan altas como 6 mg/kg tres veces por semana
(Yacysyhn, B.R., et al., 2002, Gut 51:30 (anti-ICAM-1 ASON for treatment of Crohn’s disease); Stevenson, J., et al.,
1999, J. Clinical Oncology 17:2227 (anti-RAF-1 ASON targeted to PBMC)). Se ha informado de la farmacocinética de
ASON fosforotioato de 2'0-MOE, dirigida hacia TNF-a (Geary, R.S., et al., 2003, Drug Metabolism and Disposition
31:1419). También se ha informado de la eficacia sistémica de las moléculas mixtas de LNA/ADN (Fluiter, K., et al.,
2003, Nucleic Acids Res. 31:953).

La actividad sistémica de los SSO en un sistema modelo de ratén se investigé utilizando los compuestos
fosforotioatos 2'0-MOE, PMO y PNA. Se observé actividad significativa en todos los tejidos investigados, excepto el
cerebro, el estomago y la dermis (Sazani, P., et al., 2002, Nature Biotechnology 20, 1228).

En general, cualquier método de administracion que sea util en tratamientos antisentido convencionales se puede
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usar para administrar los SSO de la invencién. Para probar el SSO en células cultivadas, se puede usar cualquiera
de las técnicas que se han desarrollado para probar ASON o SSO.

Ademas, se divulgan en el presente documento formulaciones que comprenden SSO en un vehiculo fisiolégica o
farmacéuticamente aceptable, tal como un vehiculo acuoso. Por lo tanto, las formulaciones incluyen, pero sin
limitacion, aquellas adecuadas para administracion parenteral que incluyen inyeccién o infusién intraperitoneal,
intraarticular, intravenosa, intraarterial, subcutanea o intramuscular, asi como aquellas adecuadas para
administracion tépica, oftalmica, vaginal, oral, rectal o pulmonar (incluida la inhalacién o insuflacién de polvos o
aerosoles, incluyendo administracion mediante nebulizador, intratraqueal, intranasal). Las formulaciones se pueden
presentar convenientemente en una forma farmacéutica unitaria y se pueden preparar mediante cualquiera de los
métodos bien conocidos en la técnica. La ruta de administracion mas adecuada en cualquier caso dado puede
depender del sujeto, la naturaleza y la gravedad de la afeccion que se esta tratando, y el compuesto activo particular
que se esta utilizando.

Las composiciones farmacéuticas como se divulgan en el presente documento incluyen, pero sin limitacion, sales
fisiolégica y farmacéuticamente aceptables, es decir, sales que retienen la actividad biolégica deseada del
compuesto original y no presentan propiedades toxicolégicas no deseadas. Ejemplos de dichas sales son (a) sales
formadas con cationes tales como sodio, potasio, NH4*, magnesio, calcio, poliaminas tales como espermina y
espermidina; (b) sales de adicion de acido formadas con acidos inorganicos, por ejemplo, acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfurico, acido fosforico, acido nitrico y similares; y (c) sales formadas con acidos organicos tales
como, por ejemplo, acido acético, acido oxalico, acido tartarico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido
glucénico, acido citrico, acido malico, acido ascorbico, acido benzoico, acido palmitico, acido alginico, acido
poliglutamico, acido naftalenosulfénico, acido metanosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido naftalenodisulfonico,
acido poligalacturdnico y similares.

En el presente documento se divulga el uso de SSO que tienen las caracteristicas establecidas anteriormente para
la preparacién de un medicamento para aumentar la proporcién de una forma soluble en mamifero de HER-2 o HER-
3 a su forma unida a la membrana correspondiente, en un paciente afectado por un trastorno proliferativo, tal como
se ha tratado anteriormente. En la fabricacidon de un medicamento de acuerdo con la invencion, los SSO se mezclan
normalmente con, entre otros, un vehiculo aceptable. El vehiculo debe, por supuesto, ser aceptable en el sentido de
ser compatible con cualquier otro ingrediente en la formulacién y no debe ser perjudicial para el paciente. El vehiculo
puede ser solido o liquido. Los SSO se incorporan en las formulaciones de la invencion, que se pueden preparar
mediante cualquiera de las técnicas de farmacia bien conocidas que consisten esencialmente en mezclar los
componentes, que incluyen opcionalmente uno o mas ingredientes terapéuticos accesorios.

Se divulga en el presente documento que las formulaciones pueden comprender soluciones de inyeccion estériles
acuosas y no acuosas de los compuestos activos, cuyas preparaciones son preferentemente isoténicas con la
sangre del receptor previsto y esencialmente libres de pirégenos. Estas preparaciones pueden contener
antioxidantes, tampones, bacteriostatos y solutos que hacen que la formulacién sea isotonica con la sangre del
receptor previsto. Las suspensiones estériles acuosas y no acuosas pueden incluir, pero sin limitacion, agentes de
suspensioén y agentes espesantes. Las formulaciones se pueden presentar en envases de dosis unitarias o
multidosis, por ejemplo, viales y ampollas selladas, y se pueden almacenar en condiciones de criodesecado
(liofilizadas) que requieren solo la adicion del vehiculo liquido estéril, por ejemplo, solucién salina o agua para
inyeccion inmediatamente antes de su uso.

En la formulacion, los SSO pueden estar contenidos dentro de una particula o vesicula, tal como un liposoma o
microcristal, que pueden ser adecuados para administracion parenteral. Las particulas pueden ser de cualquier
estructura adecuada, tal como unilaminar o plurilaminar, siempre que los SSO estén contenidos en ellas. Los lipidos
cargados positivamente, tal como N-[1-(2,3-dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetil-amonio metilsulfato, o "DOTAP", son
particularmente preferidos para dichas particulas y vesiculas. La preparacion de dichas particulas lipidicas es bien
conocida. [Véanse las referencias en la patente de los Estados Unidos 5.976.879 col. 6]

El SSO se puede dirigir a cualquier elemento o combinacién de elementos que regulen el empalme, incluyendo el
sitio de empalme en 3', el sitio de empalme en 5', el punto de ramificacién, la zona de polipirimidina, los
potenciadores de empalme exénico, los silenciadores de empalme exonico, los potenciadores de empalme intrénico
y los silenciadores de empalme intrénicos.

En el presente documento se divulga que los expertos en la materia pueden apreciar que el tema divulgado tal como
se dirige hacia el HER2 humano se puede llevar a la practica usando SSO que tienen una secuencia que es
complementaria a al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al
menos 15, preferentemente entre 10 y 20, nucleétidos de las porciones del gen HER2 humano que comprende el
exon 15 y sus intrones adyacentes. La SEQ ID NO: 15 contiene la secuencia del exén 15 de HER2 humano y 50
nucleétidos adyacentes de los intrones flanqueantes. Por ejemplo, los SSO dirigidos al HER2 humano pueden tener
una secuencia seleccionada de las secuencias con actividad de cambio de empalme enumeradas en la Tabla 2. Los
SSO que se dirigen a (es decir, son complementarios a) las regiones de exon e intrén adyacentes del Exén 15 en el
pre-ARNm de HER2 (SEQ ID NO: 15) son utiles en la practica de la invencién. Mas preferidos son los SSO que se

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2798 758 T3

dirigen al pre-ARNm de HER2 en la proximidad de las uniones de donador y aceptor de empalme de exdn 15. Estas
regiones de secuencia diana se definen como 50 nucleétidos cadena arriba (es decir, en 5') y cadena abajo (es
decir, en 3') de las uniones aceptador y donante de empalme (SEQ ID NO: 44 y 45, respectivamente).

Se divulga en el presente documento que el tema dirigido hacia HER3 humano se puede llevar a la practica usando
SSO que tienen una secuencia que es complementaria a al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al
menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, preferentemente entre 10 y 20, nucledtidos de las porciones del
gen HER3 humano que comprende los exones 13, 14 y 15 y sus intrones adyacentes, asi como la regiéon que
contiene la sefial de poliadenilacion en el exén 28. La SEQ ID NO: 16 contiene la secuencia HER3 humana de los
exones 13 a 15, incluidos los intrones intervinientes y 50 nucleétidos adyacentes de los intrones flanqueantes. La
SEQ ID NO: 17 contiene la secuencia de la regiéon que contiene la sefial de poliadenilaciéon en el exén 28 de HER3
humano. Por ejemplo, los SSO dirigidos al HER3 humano pueden tener una secuencia seleccionada de las
secuencias con actividad de cambio de empalme enumeradas en la Tabla 3. Los SSO que se dirigen a (es decir, son
complementarios a) las regiones del exdn y el intrén adyacente del pre-ARNm de HER3 en la proximidad de los
exones 13, 14 y 15 (SEC ID NO: 16) son utiles en la practica de la invencion. Mas preferidos son los SSO que se
dirigen al pre-ARNm de HERS en la proximidad de las uniones de donador y aceptor de empalme de los exones 13,
14 y 15. Estas regiones de secuencia diana preferidas se definen como 50 nucleétidos cadena arriba (es decir, en 5")
y cadena abajo (es decir, en 3') de las uniones aceptador y donante de empalme (SEQ ID NO: 46 a 51,
respectivamente).

Cuando se usan modificaciones que aumentan la afinidad, que incluyen, pero sin limitacién, nucleétidos de LNA o de
pinza G, la persona experta reconoce que la longitud del SSO se puede reducir de manera correspondiente. El
patron de alternancia de LNA y nucleétidos convencionales no es importante.

Los expertos en la materia también reconoceran que la seleccion de secuencias de SSO debe hacerse con cuidado
para evitar un SSO autocomplementario, que puede llevar a la formacién de estructuras pareadas "en horquilla"
parciales. Ademas, se debe evitar el alto contenido de GC para minimizar la posibilidad de emparejamiento de bases
no especifico. Asimismo, también deben evitarse los SSO que coinciden con genes inespecificos, como lo revela,
por ejemplo, BLAST.

En algunas situaciones, se puede preferir seleccionar una secuencia de SSO que pueda dirigirse a un ser humano y
al menos a otra especie. Estos SSO se pueden usar para probarlos y optimizarlos en las otras especies antes de
usarse en seres humanos, por lo que son Utiles para la autorizacién y el desarrollo de farmacos.

Los expertos en la materia apreciaran que se pueden hacer varias omisiones, adiciones y modificaciones a la
invencion descrita anteriormente sin apartarse del alcance de la invencion, y todas esas modificaciones y cambios
estan destinados a caer dentro del alcance de la invencién, tal como se define por las reivindicaciones adjuntas.
Todas las referencias, citas de secuencia, patentes, solicitudes de patentes u otros documentos citados se
incorporan en el presente documento como referencia.

Ejemplo 1

Materiales y métodos

Cultivo y transfecciones celulares: Las células SK-BR-3 se mantuvieron en medio 5A de McCoy complementado con
suero bovino fetal al 10 %. Las células MCF-7 se mantuvieron en medios esenciales modificados complementados
con suero bovino fetal al 10 %, piruvato de sodio 1 mM y aminoacidos no esenciales 0,1 mM. Para la transfeccion, el
tratamiento, las células se colocaron en placas en 2 ml de medio en placas de 6 pocillos a una densidad de 2x10°
células/pocillo, o en 1 ml de medio en placas de 24 pocillos a una densidad de 1x10° células/pocillo y se
transfectaron 24 horas después. Los oligonucleétidos formaron complejos, a las concentraciones indicadas, con
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen), y los complejos de lipidos catiénicos se aplicaron a las células de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

RT-PCR: el ARN total se aisl6 24 horas después de la transfeccién, mediante la recogida de las células en 800 ml de
reactivo TRI (Molecular Research Center, Inc.). Se usaron aproximadamente 200 ng de ARN por reaccion con la
enzima rTth (PerkinElmer Life Sciences) en presencia de Cy5-AP3-dCTP (GE Healthcare) 0,02 mM y cebadores
directos e inversos que flanquean la region de ARNm diana. La mezcla de reaccion se incubo a 70 °C, 15 minutos
para la etapa de RT seguida de PCR: 95 °C, 3 minutos, 1 ciclo; 22 ciclos a 95 °C durante 30 segundos, 56 °C
durante 30 segundos, 72 °C durante 1 minuto; y extension final a 72 °C durante 7 minutos. Los productos de PCR se
separaron en un gel de poliacrilamida TBE-urea prefabricado al 10 % (Invitrogen), y las bandas se visualizaron en el
generador de imagenes de modo variable Typhoon™ (GE Healthcare). La densidad de las bandas se cuantificé con
el programa informatico ImageQuant™ (GE Healthcare).

Ensayo de viabilidad celular: La viabilidad celular después del tratamiento con oligonucleétido se midié mediante el

ensayo CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega). Las células (~ 2x10%/pocillo) se
sembraron en placas de 96 pocillos. Al dia siguiente, las células se transfectaron con 100 nM de los SSO indicados.
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Después de 48 horas, se afadié el reactivo CellTiter 96® AQueous One Solution en cada pocillo de la placa de 96
pocillos. La placa se incubd a 37 °C durante 1-4 horas. La absorbencia se registré a 490 nm utilizando un lector de
placas de 96 pocillos. La viabilidad celular se normalizé a células no tratadas.

Ensayo de escision de PARP: Se sembraron células en placas de 6 pocillos y se transfectaron con los SSO
designados. Después de 48 horas, las células se cosecharon en tampdén RIPA (tampdn de ensayo de precipitacion
radioinmunitaria; Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, Triton X-100 al 1 %, SDS al 0,1 % y desoxicolato de
sodio al 1 %) (Sigma) y una mezcla de inhibidores de proteasa (Sigma). La proteina total (20 mg) se someti6 a
electroforesis en un gel NUPAGE Novex Bis-Tris (Invitrogen) al 4-12 % y se electrotransfiri6 a membranas de
difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Invitrogen). Las membranas se blogquearon durante 30 minutos con tampo6n de
bloqueo StartingBlock (PBS) (Pierce) y se incubaron durante la noche a 4 °C con anticuerpo monoclonal PARP de
raton (dilucion 1:10.000; Invitrogen), seguido de incubacion de 2 horas con anticuerpos secundarios antirraton
conjugados con peroxidasa de rabano picante (1:100.000; Invitrogen). Las transferencias se desarrollaron con
reactivos ECL Plus™ (GE Healthcare) y se expusieron a pelicula Kodak. Las proteinas PARP de longitud completa y
escindidas migraron a ~ 116 y 85 kDa, respectivamente.

Construcciones de plasmidos y purificacion de la proteina ATSHERZ2-His: La secuencia A15HER2 se transcribio
inversamente y se amplificd a partir del ARN total aislado de las células SK-BR-3 tratadas con SSO111. Los
cebadores directo e inverso utilizados fueron CACCATGGAGCTGGCGGCCT (SEQ ID NO: 68) vy
TCCAGGTCCACACAGCGGTCC (SEQ ID NO: 69), respectivamente. La secuencia A15HER2 se clon6 en el
pcDNA™3.1, un vector de expresion TOPO direccional (Invitrogen), que codifica seis restos de histidina en el
extremo carboxi de la proteina expresada. El plasmido de expresion A15HER2-His se transfectd en células MCF-7
con Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) en medio sin suero. Después de 48 horas, el medio se recogid, se concentro,
se purificd con columnas de centrifugacion HisPur™ Cobalt (Pierce) y se desalé utilizando columnas de
centrifugacion Zeba™ Desalt para producir la proteina soluble A15HER2-His. La pureza de la proteina se confirmé
mediante SDS-PAGE, y el rendimiento se determiné mediante el ensayo de Bradford. La inhibiciéon del crecimiento
de células SK-BR-3 mediante la proteina A15HER2-His se evalud colocando células a -2X10* células/pocillo en
placas de 96 pocillos durante 24 horas, y luego se trataron con proteina A15HER2-His 60, 120 o 240 nM durante 72
horas. La viabilidad celular se normalizé a células simuladas y se analizé usando el reactivo de soluciéon acuosa
CellTiter 96® (Promega).

Transferencias Western: Las células transfectadas se cosecharon 48 horas después de la transfeccion (o en los
puntos temporales indicados) en tampdn RIPA (tampdn de ensayo de precipitacion radioinmunitaria Tris-HCI 50 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, Triton X-100 al 1 %, SDS al 0,1 % y desoxicolato de sodio al 1 %) (Sigma) y una mezcla
de inhibidores de proteasa (Sigma). La proteina total (20 mg para PARP, B-actina, HER2, p-HER2, HER3 y p-HERS3)
de las células se sometio a electroforesis en un gel Bis-Tris prefabricado (Invitrogen) al 4-10 % y se electrotransfirid
a membranas de difluoruro de polivinilideno. Las membranas se bloquearon durante 30 minutos en el tampdn de
bloqueo StartingBlock (PBS) (Pierce) y se incubaron durante la noche a 4 °C con anticuerpo policlonal anti-erbB2 de
conejo (dilucion 1:1000; Abcam), anticuerpo policlonal anti-erbB3 de conejo (dilucion 1:1000; Abcam), anticuerpo
policlonal fosfo-HER2/erbB2 (Tyr877) de conejo (dilucion 1:4000; Cell Signaling), anticuerpo monoclonal fosfo-
HERS3/erbB3 (Tyr1289) de conejo (dilucidon 1:4000; Cell Signaling), o anticuerpo monoclonal anti-PARP de ratén
(diluciéon 1:1000; Invitrogen), seguido de 1 hora de incubacidén con anticuerpos secundarios anticonejo (dilucion
1:100.000; Abeam) o antirratén (diluciéon 1:100.000; Invitrogen) conjugados con peroxidasa de rabano picante. Las
transferencias se desarrollaron con reactivos ECL™ Plus (GE Healthcare) y se expusieron a pelicula Kodak. HER2,
HER3, PARP de longitud completa, PARP escindido y f-actina migraron a ~ 180, 185, 116, 85, 42 kDa,
respectivamente. La 3-actina se utilizé como control de carga.

Ejemplo 2

Variantes de empalme HER2

Se sintetizaron ejemplos de oligonucleétidos de cambio de empalme (SSO) que contienen enlaces internucleotidicos
de fosforotioato y dirigidos a regiones de pre-ARNm de HER2 humano (Figura 1, Tabla 2).

Tabla 2: Oligonucleétidos de cambio de empalme dirigidos a HER2

SEQ ID. Nombre | Secuencia (5-3) Modificacion Actividad
18 106 ggg cag aaa aga ttt gtg gg | 2’-OMe, PS +
19 107 cac act ggt cag cct cct gg | 2'-OMe, PS +
20 108 gcc aca cac tgg tca gec tc | 2'-OMe, PS +
21 109 ctc acg agt ggg tgc agttg | 2’-OMe, PS +
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(continuacion)

SEQ ID. Nombre | Secuencia (5’-3) Modificacion Actividad
22 110 gtt gga ctc acg agt gggtg | 2-OMe, PS +
23 111 gac cgt tgg act cac gagtg | 2’-OMe, PS +
24 M111 gac cgt tgg act cac gagtg | MOE, PS +
25 L111 CgTtGgAcTcAcGaGt Mayuscula: LNA; minuscula: desoxirribosa, PS +

2’-OMe, 2'-O-metil oligorribonucleétido; MOE, 2'-O-metoxietil oligorribonucleétido; LNA, oligonucleétido de acido

nucleico bloqueado; PS, enlace internucleotidico de fosforotioato.

Estos oligonucledtidos se transfectaron en células SK-BR-3 de cancer de mama humano con el reactivo de
transfeccion catiénico Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. Después de 24
horas, se recogio el ARN total y se usé RT-PCR para determinar la proporcion de HER2 que carece del exén 15
(sHER2) y ARNm de HER2 (mHERZ2) de longitud completa.

Como se muestra en la Figura 2 y la Figura 3, estos SSO, especialmente SSO111, (SEQ ID NO: 23) provocaron la
omisién del exén 15, lo que condujo a niveles reducidos de ARNm de mHER2 y niveles aumentados de ARNm de
sHER2. Esta misma secuencia también fue eficaz para omitir el exén 15 de una manera dependiente de la dosis,
cuando se sintetizé como un oligdmero de 2'-OMe (SEQ ID NO: 23), un MOE (SEQ ID NO: 24) o un LNA (SEQ ID
NO: 25) (Figura 3).

SS0O111 (SEQ ID NO. 23) se transfectd en células de cancer de mama humano SK-BR-3 con el reactivo de
transfeccion catidnica Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. Después de 48
horas, las células se recogieron en tampodn de lisis RIPA (Sigma) y los lisados se analizaron mediante transferencia
Western para la escision de la poli(ADP ribosa) polimerasa (PARP) y la expresion de la proteina mHER2 (Figura 4).
PARP esta implicada en la reparacion del ADN y se escinde mediante caspasas al principio de la apoptosis. Por lo
tanto, la escision de PARP es indicativa de apoptosis. La regulaciéon positiva inducida por SSO111 de la proteina
sHER2 provocé la induccion de la escision de la poli(ADP ribosa) polimerasa (PARP), un marcador apoptoético, en
células SK-BR-3 transfectadas (Figura 4A) y una regulacion negativa simultanea de la proteina mHER2 (Figura 4B).

El ADNc que codifica AMSHER2 (sHER2) se cloné en un vector de expresién de mamifero, que luego se transfecto y
se expreso en células MCF-7. Después de 48 horas, los lisados celulares y los medios extracelulares concentrados
se recogieron y analizaron mediante transferencia Western para detectar la presencia de isoformas de HER2. La
proteina sHER2 no glucosilada (~ 64 kDa) y glucosilada (~ 80 kDa) se detectd solo en células transfectadas con
plasmido sHER2, en los lisados (Lisado) y medios extracelulares (Medios), respectivamente (Figura 5). Como se
muestra en la Figura 5, la proteina sHER2 fue producida, procesada y secretada a partir de células.

Los medios extracelulares de las células MCF-7 que expresan sHER2 se transfirieron a los medios de las células
SK-BR-3. Después de 48 horas, las células se recogieron en tampoén de lisis RIPA (Sigma) y los lisados se
analizaron mediante transferencia Western para la escisién de PARP y la expresion de la proteina mHER2 (Figura
6). La incubacion con sHER2 dio como resultado la induccion de apoptosis en esas células, como se muestra en los
ensayos de escisién de PARP (Figura 6A). La aplicacion de la proteina sHER2 exdgena a las células SK-BR-3
cultivadas también causdé una reduccion en los niveles de expresion de HER2 (Figura 6B). En relacion con la
intensidad de la banda mHER2 para células SK no tratadas, las intensidades de banda para B-gal, control (C) y
sHER2 fueron 82 %, 92 % y 73 %, respectivamente.

Se aplicé una version clonada y purificada de la proteina sHER2 que porta un marcador 6-His en el extremo C
(A15HER2-His) en concentraciones de 60, 120 o 240 nM a los medios de cultivo de células SK-BR-3, y después de
48 horas de incubacion, las células se analizaron mediante transferencia Western para HER2, HER3 y su estado de
fosforilacion. Las concentraciones crecientes de proteina A75HER2-His disminuyeron la proteina HER2 total en las
células hasta en un 80 %, mientras que la HER2 fosforilada (p-HER2) disminuyé hasta un 80 % en A715HER2-His
240 nM. De acuerdo con la importancia establecida de HER2 en la fosforilacién de HER3 en las células SK-BR-3, la
HERS fosforilada (p-HER3) también disminuyd de forma dependiente de la dosis en paralelo con la proteina HER2,
mientras que el efecto sobre HER3 fue minimo (Figura 6C). Las densidades de las bandas que se muestran en los
geles de la Figura 6 se cuantificaron con el programa informatico ImageQuant™ (GE Healthcare). La inhibicion del
crecimiento de células SK-BR-3 mediante el tratamiento con la proteina A75HER2-His después de 72 horas de
incubacion se analizé mediante el ensayo MTS. La inhibicion se evalu6 colocando células a ~ 2X10* células/pocillo
en placas de 96 pocillos durante 24 horas, y luego se trataron con proteina A15HER2-His 60, 120 o 240 nM durante
72 horas. La viabilidad celular se normalizé a células simuladas y se analizé usando el reactivo de solucién acuosa
CellTiter 96® (Promega). En la Figura 6D se muestra la media + desviacién estandar de triplicados (Figura 6D). El
tratamiento con la proteina A15HER2-His disminuyé la viabilidad de las células SK-BR-3 de una manera
dependiente de la dosis.
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Ejemplo 3

Variantes de empalme HER3

Se sintetizaron ejemplos de oligonucleétidos de cambio de empalme (SSO) que contienen enlaces internucleotidicos
de fosforotioato y dirigidos a regiones de pre-ARNm de HER3 humano (Figura 7, Tabla 3).

Tabla 3. Oligonucleétidos de cambio de empalme dirigidos a HER3

SEQ ID. ’:°mbr Secuencia (5-3") Sitio diana de HER3 Modificacién

26 1 GGGTCACTTCCAAGTCCTGA | Supuesto sitio de 2"-OMe, PS
ramificacion

27 2 GTCACTTCCAAGTCCTGACC | Supuesto sitio de 2"-OMe, PS
ramificacion

28 3 CACTTCCAAGTCCTGACCTT | Supuesto sitio de 2"-OMe, PS
ramificacion

29 4 CTTCCAAGTCCTGACCTTCA | Supuesto sitio de 2"-OMe, PS
ramificacion

30 5 CCCTTACTGTACCCATTCAG | Sitio de empaime en 5™ | o, 5y pg
del intrén 13

31 6 CTCCCCTTACTGTACCCATT |Sitiodeempalmeens' |, o0 pg
del intrén 13 ’

32 7 TGGCTCCCCTTACTGTACCC | Sitio de empaime en 5™ | o, 5y pg
del intrén 13

33 8 CTCGAGGCTCCCTGTAGTGG | Sitio de empaime en 3" | o, 5y pg
del intrén 13

34 9 ATTCTCGAGGCTCCCTGTAG | Sitio de empaime en3' |5, 5y pg
del intrén 13

35 10 CAAATTCTCGAGGCTCCCTG | Sitio de empaime en3™ | o, 5y pg
del intrén 13

36 11 CTAGTATACCGAGCCATTGC | Sitio de empaime en5™ | o, 4y pg
del intrén 14

37 12 GTGCTACTAGTATACCGAGC | SitiodeempalmeenS' |, o\ pg
del intrén 14 ’

38 13 CAAGTATCAGAGCCCTGAGT | Sitio de empaime en 3" | o, 5y pg
del intrén 14
Sitio de empalme en &' ,

39 14 TTATCCCATCACTGACCCCT | S de emp 2"-OMe, PS

40 15 TATTATCCCATCACTGACcC | Sitio de empaime en5™ | o, 5y pg
del intrén 15 ’

41 16 ATTTCATCTCTTTAAGGCTC | Sitio de sefial de PoliA | 2-OMe, PS

42 17 CTGGATCTACTGCTTAATTT Sitio de sefial de PoliA 2’-OMe, PS

2’-OMe, 2'-O-metil oligorribonucleétido; PS, enlace internucleotidico de fosforotioato.

Estos oligonucledtidos se transfectaron en células MCF-7 de cancer de mama humano con el reactivo de
transfeccion catidnico Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. Después de 24
horas, se recogi6 el ARN total y se usé RT-PCR para determinar la relacion de variantes de empalme y ARNm de
HERS3 de longitud completa. Como se muestra en la Figura 8, determinados SSO causaron la omision del exéon 13
(por ejemplo, SSO 5 (SEQ ID NO: 30) y 6 (SEQ ID NO: 31)), lo que condujo a niveles reducidos de ARNm de HER3
y niveles aumentados de ARNm de A13HER3. Como se muestra en la Figura 9, los SSO 8,9y 10 (SEQ ID NO: 33 a
35, respectivamente) indujeron todos ARNm de A14HERS3, mientras que el SSO 13 (SEQ ID NO: 38) indujo ARNm
de A15HERS.

Las células SK-BR-3 se transfectaron con 100 nM de SSO 1 a 17 (SEQ ID NO: 26 a 42). Después de 48 horas, se
midio la viabilidad celular mediante la adicidon de reactivo MTS (Promega) (Figura 10). Como se muestra en la Figura
10, la inducciéon de variantes de empalme de HERS3 en células SK-BR-3 mediante los SSO, incluyendo los SSO 8, 9
y 10 (SEQ ID NO: 33 a 35, respectivamente), todos los cuales inducen ARNm de A14HERS3, causo una viabilidad
celular reducida en comparacién con las células simuladas o no transfectadas.

Ejemplo 4
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Evaluacién de PMO conjugados con péptido transportador en el ratén transgénico EGFP-654

Un PMO (654;5-GCT ATT ACC TTA ACC CAG-3’; SEQ ID NO: 43) disefiado para restaurar el empalme correcto en
el gen de la proteina fluorescente verde mejorada (EGFP, por sus siglas en inglés) se conjugé con varios péptidos
transportadores (SEQ ID NO: 44-54) para producir PMO conjugados con péptidos (P-PMO) y se evalud in vivo por
su actividad de correccion de empalme y toxicidad en el modelo de raton transgénico EGFP-654 (Sazani, P., F.
Gemignani, et al. (2002) Nat Biotechnol 20(12): 1228-33). En este modelo, el gen EGFP-654 que codifica EGFP
funcional se interrumpe mediante un intron mutado empalmado de forma aberrante, y la captacion celular de P-PMO
dirigidos por EGFP-654 se puede evaluar mediante la deteccion por RT-PCR del producto de empalme EGFP-654
restaurado en tejidos.

Se inyectaron ratones transgénicos EGFP-654 hembras intraperitonealmente una vez al dia durante 4 dias
consecutivos con solucion salina o una dosis de 12,5 mg/kg de P-PMO. Después del tratamiento el dia 4, el corazon,
musculos, higado, rifién, pulmones, intestino delgado, colon, estémago, glandula mamaria, timo, bazo, ovario, piel,
médula 6sea y cerebro se recogieron y se evalué el ARN extraido mediante RT-PCR y densitometria de productos
de PCR para el porcentaje de productos de empalme corregidos del gen EGFP-654 en tejidos frente a controles de
diafragma con correccion de empalme de EGFP-654 al 100 %.

En las Figuras 14A y 14B se muestra la restauracion de productos de empalme EGFP funcionales después del
tratamiento con diversos P-PMO basados en el analisis RT-PCR de tejidos seleccionados, incluyendo los tejidos de
mama y ovario. La captacién 6ptima del péptido transportador para los tejidos mamarios (SEQ ID NO: 56-58) y de
ovario (SEQ ID NO: 58) basados en estos y resultados similares se resume en la Tabla 4 a continuacién (indicada
por un *). Otros ejemplos de administracion de péptidos especificos de tejido de oligonucledtidos antisentido se
describen en Sazani, et al, Mol Therapy (2008), en prensa)

Tabla 4: Captacion de péptidos transportadores en tejidos

Péptidos éptimos para dirigirse a tejidos: SEQ ID NO.
Tejido (%) 52 | 53 | 54 | 55 | 56 | 57 | 58 | 59 | 60 | 61 | 62
Glandula mamaria (2 60 %) * * *
Ovario (> 60 %) *

Listado de secuencias

SEQ ID NO: 1 (ADN de HER2 humano de longitud completa)
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atggagcetggeggecttgtgeegetgggggctectectegecctetigeccecccggagecgegageacccaagtgtg
caccggcacagacatgaagcetgeggetecctgecagteccgagaccceacctggacatgetecgecacctetaccagggctgeca
ggtggtgcaggeaaacctggaactcacctacctgeccaccaatgecagectgtecttectgeaggatatccaggaggtgcagggec
tacgtgctcatcgctcacaaccaagtgaggcaggteccactgcagaggctgeggattgtgcgaggcacccagetetttgaggaca
actatgccctggecgtgetagacaatggagacccgetgaacaataccacccctgtcacaggggectceccaggaggectgeggg
agctgcagcttcgaagectcacagagatcttgaaaggaggggtcttgatccageggaacceccagetetgetaccaggacacgat
tttgtggaaggacatcticcacaagaacaaccagcetggcetctcacactgatagacaccaaccgetctecgggcectgecaccectgtte
tcegatgtgtaaggectecegetgetgggeagagagttctgaggattgtcagagectgacgegeactgtetgtgccggteactete
ccecgetgeaaggggccactgeccactgactgetgecatgageagtgtgetgecggcetgeacgggecccaageactetgactgee
tggcctgectecacttcaaccacagtggcatetgtgagetgcactgeccagecctggtcacctacaacacagacacgtttgagteca
tgcccaatcccgagggecggtatacatteggegecagetgtgtgactgectgtecctacaactacctttetacggacgtgggatect
gcacccetcgtetgeeccctgeacaaccaagaggtgacagcagaggatggaacacageggtgtgagaagtgcagcaagecctgt
gcecgagtgtgctatggictgggcatggageactigegagaggtgagggcagitaccagtgccaatatccaggagtttgetggctg
caagaagatctttgggagectggcatttetgeceggagagctttgatggggacccagectccaacactgecccgetccagecagag
cagctccaagtgtitgagactctggaagagatcacaggttacctatacatctcageatggeeggacagectgectgaccetcagegte
ttccagaacctgcaagtaatccggggacgaatictgcacaatggegectactcgetgaccctgeaagggctgggcatcagetgget
gggoctgcgctcactgagggaactgggcagtggactggeccteatccaccataacacccacctetgettcgtgeacacggtgece
tgggaccagetetttcggaacccgeaccaagetctgetecacactgecaaccggecagaggacgagtgtgtggocgaggocctg
gectgecaccagcetgtgegecegagggcactgetggggtecagggeccaccceagtgtgtcaactgecagecagttecticgggec
caggagtgcgtggaggaatgccgagtactgcaggggctceccagggagtatgtgaatgecaggceactgtttgecgtgecaccct
gagtgtcagecccagaatggctcagtgacctgttttggaccggaggctgaccagtgtgtggectgtgeccactataaggaccetee
ctictgegtggccecgetgecccageggtgtgaaacctgaccetetectacatgeccatetggaagtttccagatgaggagggcgceat
gecagecttgecccatcaactgeacccactectgtgtggacctggatgacaagggetgecccgecgageagagagecageccte
tgacgtccatcatctetgeggtggttggeattetgetggtegtggtcttgggggtggtetttgggatectecatcaagegacggeagea
gaagatccggaagtacacgatgeggagactgcetgecaggaaacggagetggtggagecgetgacacctageggagegatgece

aaccaggcgcagatgcggatcetgaaagagacggagetgaggaaggtgaaggtectiggatetggegcttttggcacagtctac
aagggcatctggatccctgatgggeagaatgtgaaaattccagtggecatcaaagigttgagggaaaacacatcecccaaageca
acaaagaaatcttagacgaagcatacgtgatggctggtgtggactecccatatgteteccegecttetgggcatetgectgacateca
cggtgcagcetggtgacacagcettatgecctatggetgectettagaccatgtccgggaaaaccgeggacgectgggetcccagga
cctgctgaactggtgtatgcagattgecaaggggatgagctacctggaggatgtgeggctegtacacagggacttggeecgetegg
aacglgctggtcaagagtcccaaccatgtcaaaattacagacticgggctggctcggctgctggacattgacgagacagagtacca
tgcagatgggogocaaggtocccatcaagtggatggegetggagtecattetecgecggeggttcacccaccagagtgatgtateg
agttatggtgtgactgtgtgggagetgatgacttitgggoccaaaccttacgatgggateccageccgggagateectgaccetgetg
gaaaagggggagcggctgcecccagecceccatetgeaccattgatgtctacatgatcatggtcaaatgttggatgatigactetgaa
tgteggcecaagaticegggagtiggtgtetgaattcteccgeatggecagggacceccagegcttigtggtcatccagaatgagea
cttgggcccagecagteccttggacageaccttctacegetcactgetggaggacgatgacatgggggacctggtggatgctgag
gagtatctggtaccccagcagggcttetictgtccagaceetgececegggegetggggecatggteccaccacaggeaccgeaget
catctaccaggagtggcggtggooacctgacactagggctggagecctetgaagaggaggccecccaggtctecactggcacect
ccgaagggegctggctccgatgtatttgatggtgacctgggaatggggecagecaaggggctgcaaagectecccacacatgace
ccagccctctacageggtacagtgaggaccecacagtaccectgecctetgagactgatggctacgttgecceectgacctgeag
cccecagectgaatatgtgaaccagecagatgttcggecccageccccttcgeccegagagggccctetgectgetgecegacct
getggtoccactetggaaaggcccaagactetetecccagggaagaatgggotegtcaaagacgtttttgectttggeeoteccgt
ggagaaccccgagtacttgacaccccagggaggagetgecectcagecccaccctectectgecttcageccagecticgacaa
cctctattactgggaccaggacccaccagagegggggogctccacccageaccticaaagggacacctacggcagagaacccag
agtacctgggtctggacgtgccagtgtea

SEQ ID NO: 2 (proteina HER2 humana de longitud completa)
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MELAALCRWGLLLALLPPGAASTQVCTGTDMKLRLPASPETHLDMLRHLY
QGCQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGTQ
LFEDNYALAVLDNGDPLNNTTPVTGASPGGLRELQLRSLTEILKGGVLIQRNPQLC
YQDTILWKDIFHKNNQLALTLIDTNRSRACHPCSPMCKGSRCWGESSEDCQSLTRT
VCAGGCARCKGPLPTDCCHEQCAAGCTGPKHSDCLACLHFNHSGICELHCPALVT
YNTDTFESMPNPEGRYTFGASCVTACPYNYLSTDVGSCTLVCPLHNQEVTAEDGT
QRCEKCSKPCARVCYGLGMEHLREVRAVTSANIQEFAGCKKIFGSLAFLPESFDGD
PASNTAPLQPEQLQVFETLEEITGYLYISAWPDSLPDLSVFQNLQVIRGRILHNGAY
SLTLQGLGISWLGLRSLRELGSGLALIHHNTHLCFVHTVPWDQLFRNPHQALLHTA
NRPEDECVGEGLACHQLCARGHCWGPGPTQCVNCSQFLRGQECVEECRVLQGLP
REYVNARHCLPCHPECQPQNGSVTCFGPEADQCVACAHYKDPPFCVARCPSGVKP
DLSYMPIWKFPDEEGACQPCPINCTHSCVDLDDKGCPAEQRASPLTSIISAVVGILL
VVVLGVVFGILIKRRQQKIRKYTMRRLLQETELVEPLTPSGAMPNQAQMRILKETE
LRKVKVLGSGAFGTVYKGIWIPDGENVKIPVAIKVLRENTSPKANKEILDEAYVMA
GVGSPYVSRLLGICLTSTVQLVTQLMPYGCLLDHVRENRGRLGSQDLLNWCMQIA
KGMSYLEDVRLVHRDLAARNVLVKSPNHVKITDFGLARLLDIDETEYHADGGKV
PIKWMALESILRRRFTHQSDVWSYGVTVWELMTFGAKPYDGIPAREIPDLLEKGER
LPQPPICTIDVYMIMVKCWMIDSECRPRFRELVSEFSRMARDPQRFVVIQNEDLGP
ASPLDSTFYRSLLEDDDMGDLVDAEEYLVPQQGFFCPDPAPGAGGMVHHRHRSSS
TRSGGGDLTLGLEPSEEEAPRSPLAPSEGAGSDVFDGDLGMGAAKGLQSLPTHDPS
PLQRYSEDPTVPLPSETDGYVAPLTCSPQPEYVNQPDVRPQPPSPREGPLPAARPAG
ATLERPKTLSPGKNGVVKDVFAFGGAVENPEYLTPQGGAAPQPHPPPAFSPAFDNL
YYWDQDPPERGAPPSTFKGTPTAENPEYLGLDVPV

SEQ ID NO: 3 (ADN de HER3 humano de longitud completa)
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atgagggcgaacgacgcetetgecaggtgctgggcttgettttcagectggeccggggctecgaggtgggcaactetcag
geagtgtgtectgggactetgaatggectgagtgtgaccggegatgctgagaaccaataccagacactgtacaagetctacgaga
getgtgaggatggtgatggeeaaccttgagattgtgetcacgggacacaatgecgacctctecticetgeagtggaticgagaagtg
acaggctatgtcctegtggecatgaatgaattetetactetaccattgeccaacctecgegtggtgcgagggaccceaggtetacgat
gggaagttigecatettegteatgttgaactataacaccaactecagecacgetetgegecagetecgettgactcagetcaccgag
attctgtcaggggootgotttatatigagaagaacgataagcettigtcacatggacacaattgactggagggacatcgtgagggaccga
gatgctgagatagtggtgaaggacaatggcagaagetgtececcctgtecatgaggtttgcaagggecgatgctggggtectggat
cagaagactgccagacattgaccaagaccatetgtgctectcagtgtaatggtcactgetttgggcccaaccecaaccagtgetgec
atgatgagtgtgccgggggctgctcaggecctcaggacacagactgetttgectgecggeacttcaatgacagtggagectgtgta
cctegetgtecacagectettgtctacaacaagetaactttccagetggaacccaatecccacaccaagtatcagtatggaggagttt
gtgtagecagetgtecccataactttgtggtggatcaaacateetgtgtcagggcctgtectectgacaagatggaagtagataaaaa
tgggctcaagatgtgtgagectigtgggegactatgtcccaaagectgtgagggaacaggctetgggagecgeticcagactgtg
gactcgagcaacattgatggatttgtgaactgcaccaagatcctgggeaacctggactttetgatcaccggectcaatggagaccce
tggcacaagatccctgecctggacccagagaagctcaatgtettccggacagtacgggagatcacaggttacctgaacatccagie
ctggeecgecccacatgeacaacttcagtgttttttccaatttgacaaccattggaggcagaagectctacaaccgggectictcattgt
tgatcatgaagaacttgaatgtcacatctetgggcticcgatecctgaaggaaattagtgetgggcegtatctatataagtgecaatagg
cagctctgctaccaccactetttgaactggaccaaggtgcticggggocctacggaagagegactagacatcaageataatcggc
cgcgcagagactgegtggecagagggcaaagtgtgtgacceactgtgeteetetgggggatgctggggcccaggecctggteagt
gettgtectgtegaaattatagecgaggaggtgtetgtgtgacccactgeaacttictgaatggggagectegagaatttgeccatga
ggccgaatgetteteetgecaceeggaatgecaacccatggagggcactgecacatgeaatggetegggctctgatacttgtgcete
aatgtgcccattttcgagatgggecccactgtgtgagcagetgeccecatggagtectaggtgecaagggeccaatctacaagtac
ccagatgttcagaatgaatgtcggecctgecatgagaactgcacccaggggtgtaaaggaccagagcettcaagactgtttaggaca
aacactggtgctgatcggcaaaacccatctgacaatggcetttgacagtgatagcaggattggtagtgattttcatgatgetgggeggc
acttttetctactggegtgggcgccggattcagaataaaagggctatgaggcgatacttggaacggggtgagageatagagectet
ggaccccagtgagaaggctaacaaagicttggecagaatettcaaagagacagagetaaggaagettaaagtgetiggctegggt
gtctttggaactgtgcacaaaggagtgtggatccctgaggetgaatcaatcaagatticcagtetgeattaaagtcattgaggacaag
agtggacggcagagttitcaagetgtgacagatcatatgetggecattggecagectggaccatgeccacattgtaaggctgetggg
actatgcccagggtcatctctgcagcettgtcactcaatatttigectetgggttctetgetggatcatgtgagacaacacegggeggoca
ctggggccacagetgetgetcaactgggeagtacaaattgecaagggaatgtactaccttgaggaacatggtatggtgcatagaaa
cctggetgeccgaaacgtgctactcaagtcacccagtcaggttcaggtggcagattttggtgtggctgacctgctgectectgatgat
aagcagctgctatacagtgaggecaagactccaattaagtggatggcccttgagagtatccactttgggaaatacacacaccagag
tgatgtctggagcetatggtgtgacagittgggagttgatgaccticggggcagagecctatgcagggctacgattggcetgaagtace
agacctgctagagaagggggageggttggcacagecccagatctgcacaattgatgtetacatggtgatggtcaagtgttggatga
ttgatgagaacattcgcccaacctttaaagaactagecaatgagttcaccaggatggcccgagacccaccacggtatetggtcataa
agagagagagtggocctggaatagecectgggecagagecccatggtctgacaaacaagaagetagaggaagtagagetgga
gccagaactagacctagacctagacttggaageagaggaggacaacctggeaaccaccacactgggcetecgecctcagectac
cagttggaacacttaatcggccacgtgggagecagagcecttitaagtccatcatctggatacatgeccatgaaccagggtaatcttg
gggagtcttgecaggagtctgcagtttctgggageagtgaacggtgecccegtecagtctetctacacccaatgecacggggatge
ctggcatcagagtcatcagaggggcatgtaacaggctctgaggctgagetccaggagaaagtgtcaatgtgtaggagecggage
aggagcecggageccacggecacgeggagatagegectaccaticecagegecacagtetgetgactectgttaccecactetece
cacccgggttagaggaagaggatgtcaacggttatgtcatgecagatacacacctcaaaggtacteccteetecegggaaggcac
cctttettcagtgggtetcagtictgtectgggtactgaagaagaagatgaagatgaggagtatgaatacatgaaccggaggagaag
gcacagtccacctcatcccectaggecaagtteccttgaggagetggettatgagtacatggatgtgggotcagaccteagtgecte

tctgggceageacacagagtigeccactccaccetgtacccatcatgeccactgeaggeacaactceagatgaagactatgaatatat
gaatcggcaacgagatggaggtggtectgggggtgattatgcagecatggggecctgeccageatetgageaagggtatgaaga
gatgagagcttitcaggggcctggacatcaggecccccatgtecattatgeccgectaaaaactctacgtagettagaggetacaga
ctetgectttgataacccetgattactggeatageaggcttttccccaaggetaatgeccagagaacgtaa

SEQ ID NO: 4 (proteina HER3 humana de longitud completa)
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MRANDALQVLGLLFSLARGSEVGNSQAVCPGTLNGLSVTGDAENQYQTLY
KLYERCEVVMGNLEIVLTGHNADLSFLQWIREVTGYVLVAMNEFSTLPLPNLRVV
RGTQVYDGKFAIFVMLNYNTNSSHALRQLRLTQLTEILSGGVYIEKNDKLCHMDTI
DWRDIVRDRDAEIVVKDNGRSCPPCHEVCKGRCWGPGSEDCQTLTKTICAPQCNG
HCFGPNPNQCCHDECAGGCSGPQDTDCFACRHFNDSGACVPRCPQPLVYNKLTFQ
LEPNPHTKYQYGGVCVASCPHNFVVDQTSCVRACPPDKMEVDKNGLKMCEPCGG
LCPKACEGTGSGSRFQTVDSSNIDGFVNCTKILGNLDFLITGLNGDPWHKIPALDPE
KLNVFRTVREITGYLNIQSWPPHMHNFSVFSNLTTIGGRSLYNRGFSLLIMKNLNVT
SLGFRSLKEISAGRIYISANRQLCYHHSENWTKVLRGPTEERLDIKHNRPRRDCVAE
GKVCDPLCSSGGCWGPGPGQCLSCRNYSRGGVCVTHCNFLNGEPREFAHEAECFS
CHPECQPMEGTATCNGSGSDTCAQCAHFRDGPHCVSSCPHGVLGAKGPIYKYPDV
QNECRPCHENCTQGCKGPELQDCLGQTLVLIGKTHLTMALTVIAGLVVIFMMLGG
TFLYWRGRRIQNKRAMRRYLERGESIEPLDPSEKANKVLARIFKETELRKLKVLGS
GVFGTVHKGVWIPEGESIKIPVCIKVIEDKSGRQSFQAVTDHMLAIGSLDHAHIVRL
LGLCPGSSLQLVTQYLPLGSLLDHVRQHRGALGPQLLLNWGVQIAKGMYYLEEH
GMVHRNLAARNVLLKSPSQVQVADFGVADLLPPDDKQLLYSEAKTPIKWMALESI
HFGKYTHQSDVWSYGVTVWELMTFGAEPYAGLRLAEVPDLLEKGERLAQPQICTI
DVYMVMVKCWMIDENIRPTFKELANEFTRMARDPPRYLVIKRESGPGIAPGPEPH
GLTNKKLEEVELEPELDLDLDLEAEEDNLATTTLGSALSLPVGTLNRPRGSQSLLSP
SSGYMPMNQGNLGESCQESAVSGSSERCPRPVSLHPMPRGCLASESSEGHVTGSEA
ELQEKVSMCRSRSRSRSPRPRGDSAYHSQRHSLLTPVTPLSPPGLEEEDVNGY VMP
DTHLKGTPSSREGTLSSVGLSSVLGTEEEDEDEEYEYMNRRRRHSPPHPPRPSSLEE
LGYEYMDVGSDLSASLGSTQSCPLHPVPIMPTAGTTPDEDYEYMNRQRDGGGPGG
DYAAMGACPASEQGYEEMRAFQGPGHQAPHVHYARLKTLRSLEATDSAFDNPDY
WHSRLFPKANAQRT

SEQ ID NO: 5 (ADN de A15HER2 humano)
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atggagctggeggccttgtgecgetggggoctectectcgecctcttgecceceggagecgegageacccaagigte
caccggcacagacatgaagetgeggcetceetgecagteccgagacceacctggacatgetecgecaccictaccagggetgeca
ggtggtogcagggaaacctggaactcacctacctgeccaccaatgecagectgtecttcetgecaggatatccaggaggtgcaggee
tacgtgctcatcgctcacaaccaagtgaggcaggtcccactgeagaggcetgeggatigtgegaggcacccagetettigaggaca
actatgccctggecgtgetagacaatggagacccgetgaacaataccacccctgtcacaggggcectececcaggaggectgeggg
agctgcagceticgaagectcacagagatcettgaaaggagggetcttgatccageggaacceeccagetetgetaccaggacacgat
tttgtggaaggacatcticcacaagaacaaccagcetggctctcacactgatagacaccaaccgetctegggectgecaccectgtte
tccgatgtgtaagggctecegetgetggggagagagtictgaggattgtcagagectgacgegeactgtetgtgecggtggctgty
ccegetgecaaggggccactgeccactgactgetgecatgageagtgtgctgecggcetgeacgggcecccaageactetgactgec
tggcctgectecacticaaccacagtggceatctgtgagetgcactgeccagecctggtcacctacaacacagacacgtttgagicea
tgcccaatececgagggecggtatacattcggegecagetgtgtgactgectgtecctacaactacctttctacggacgtgggatect
geacccetegtetgeeccctgeacaaccaagaggtgacageagaggatggaacacageggtgtgagaagtgcageaagecctgt

geecgagtgtgctatggtetgggcatggageacttgegagaggtgagggcagttaccagtgecaatatccaggagtttgetggcetg
caagaagatctttgggagcectggcatttctgecggagagcetttgatgggeacccagectccaacactgecccgeteccagecagag

cagctccaagtgtttgagactctggaagagatcacaggttacctatacatctcageatggecggacagcectgcctgacctcagegtc
ttccagaacctgcaagtaatccggggacgaattctgeacaatggegectactecgetgacectgecaagggctgggcatcagetggct
ggggctgcgctcactgagggaactgggcagtggactggecctecatccaccataacacccacctetgettcgtgcacacggtgece
tgggaccagctctitcggaacccgeaccaagetetgetccacactgecaaccggecagaggacgagigtgtggecgageocctg
geetgecaccagetgtgegecegagggceactgetggggteccagggcccacccagtgtgtcaactgeagecagttecttcgggge
caggagtgcgtggaggaatgecgagtactgecaggggctcceccagggagtatgtgaatgecaggceactgtttgecgtgecacect

gagtgtcagccccagaatggctcagtgacctgtttiggaccgetgtgtggacctggatga

SEQ ID NO: 6 (proteina A15SHER2 humana)

MELAALCRWGLLLALLPPGAAST+QVCTGTDMKLRLPASPETHLDMLRHL
YQGCQVVQGNLELTYLPTNASLSFLQDIQEVQGYVLIAHNQVRQVPLQRLRIVRGT
QLFEDNYALAVLDNGDPLNNTTPVTGASPGGLRELQLRSLTEILKGGVLIQRNPQL
CYQDTILWKDIFHKNNQLALTLIDTNRSRACHPCSPMCKGSRCWGESSEDCQSLTR
TVCAGGCARCKGPLPTDCCHEQCAAGCTGPKHSDCLACLHFNHSGICELHCPALV
TYNTDTFESMPNPEGRYTFGASCVTACPYNYLSTDVGSCTLVCPLHNQEVTAEDG
TQRCEKCSKPCARVCYGLGMEHLREVRAVTSANIQEFAGCKKIFGSLAFLPESFDG
DPASNTAPLQPEQLQVFETLEEITGYLYISAWPDSLPDLSVFQNLQVIRGRILHNGA
YSLTLQGLGISWLGLRSLRELGSGLALIHHNTHLCFVHT VPWDQLFRNPHQALLHT
ANRPEDECVGEGLACHQLCARGHCWGPGPTQCVNCSQFLRGQECVEECRVLQGL
PREYVNARHCLPCHPECQPQNGSVTCFGPLCGPG

SEQ ID NO: 7 (ADN de A13HERS humano)
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atgagggcgaacgacgetetgcaggtgctgggcttgettitcagectggeceggggcetecgaggtggocaactctcag
gecagtgtgtectgggactctgaatggectgagtgtgaccggegatgctgagaaccaataccagacactgtacaagetetacgaga
gototgagotgotoatggooaaccttgagattgtgctecacgggacacaatgecgacctetecttectgcagtggattcgagaagty
acaggctatgtcctecgtggcecatgaatgaattetctactctaccattgeccaacctecgegtggtgcgagggacccaggtetacgat
ggoaagtttgccatettegtcatgttgaactataacaccaactccagecacgcetetgegecagetecgettgactcagetcacegag
attctgtcagggggtgtttatattgagaagaacgataagetttgtcacatggacacaattgactggagggacatcgtgagggaccga
gatgctgagatagtggtgaaggacaatggcagaagetgteccecctgtcatgaggtitgcaagggocgatgetgggotectggat
cagaagactgccagacattgaccaagaccatetgtgctectcagtgtaatggtecactgetttgggeccaaccccaaccagtgetgec
atgatgagtgteccgggggctgctcaggecctcaggacacagactgcetttgectgecggeacttcaatgacagtggagectgtgta
cctegetgtecacagectettgtctacaacaagetaactttccagetggaacccaatecccacaccaagtatcagtatggaggagttt
gtgtagccagcetgtecccataactttgtggtggatcaaacatcetgtgtcagggcectgtectectgacaagatggaagtagataaaaa
tgggoctcaagatgtgtgagecttgtgggogactatgtcccaaagectgtgagogaacaggetetgggagecgeticcagactgtg
gactcgagcaacattgatggatttgtgaactgcaccaagatcctgggcaacctggacttictgatcaccggectcaatggagaccece
tggcacaagatccetgecctggacccagagaagctcaatgtcttccggacagtacgggagatcacaggttacctgaacatccagic
ctggccgecccacatgcacaacttcagtgttttttccaatttgacaaccattggaggcagaagectctacaaccggggcttcteattgt
tgatcatgaagaacttgaatgtcacatetctgggcttccgatccctgaaggaaattagtgetgggcegtatctatataagtgecaatagg
cagctctgctaccaccactcetttgaactggaccaaggtgcttcggggocctacggaagagegactagacatcaagceataategge
cgegcagagactgegggagectegagaatttgeccatgaggecgaatgcttctectgecacccggaatgcecaacccatggaggeg
cactgccacatgcaatggctegggctetgatacttgtgcteaatgtgeccattttcgagatgggcecccactgtgtga

SEQ ID NO: 8 (proteina A13HER3 humana)

MRANDALQVLGLLFSLARGSEVGNSQAVCPGTLNGLSVTGDAENQYQTLY
KLYERCEVVMGNLEIVLTGHNADLSFLQWIREVTGYVLVAMNEFSTLPLPNLRVV
RGTQVYDGKFAIFVMLNYNTNSSHALRQLRLTQLTEILSGGVYIEKNDKLCHMDTI
DWRDIVRDRDAEIVVKDNGRSCPPCHEVCKGRCWGPGSEDCQTLTKTICAPQCNG
HCFGPNPNQCCHDECAGGCSGPQDTDCFACRHFNDSGACVPRCPQPLVYNKLTFQ
LEPNPHTKYQYGGVCVASCPHNFVVDQTSCVRACPPDKMEVDKNGLKMCEPCGG
LCPKACEGTGSGSRFQTVDSSNIDGFVNCTKILGNLDFLITGLNGDPWHKIPALDPE
KLNVFRTVREITGYLNIQSWPPHMHNFSVFSNLTTIGGRSLYNRGFSLLIMKNLNVT
SLGFRSLKEISAGRIYISANRQLCYHHSLNWTKVLRGPTEERLDIKHNRPRRDCGSL
ENLPMRPNASPATRNANPWRALPHAMARALILVLNVPIFEMGPTV

SEQ ID NO: 9 (ADN de A14HERS3 humano)
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atgagggcgaacgacgcetctgecaggtgctgggcttgettttcagectggeceggggctecgaggtgggcaactctcag
geagtgtgtectgggactetgaatggectgagtgtgaccggegatgetgagaaccaataccagacactgtacaagetetacgaga
ggtgtgaggtgoteatgggoaacctigagattgtgctcacgggacacaatgecgacctctecticetgecagtggaticgagaagtyg
acaggctatgtcctcgtggcecatgaatgaattetctactetaccattgeccaacctecgegtggtgegagggacccaggtctacgat
gggaagtttgccatcticgtcatgttgaactataacaccaactccagecacgetctgegecagcetecgcettgactcagetcaccgag
attctgtcagggggtgtitatattgagaagaacgataagcetttgtcacatggacacaattgactggagggacategtgagggaccga
gatgctgagatagtggteaaggacaatggcagaagcetgtececcectgteatgaggtttgcaagggocgatgetgggotectggat
cagaagactgccagacattgaccaagaccatctgtgcetectcagtgtaatggtcactgetttgggcccaaccccaaccagtgetgece
atgatgagtgtgccggeggctgetcaggecctcaggacacagactgetttgectgecggeacttcaatgacagtggagectgtgta
cctegetgtecacagectettgtetacaacaagetaactttccagetggaacccaatcecccacaccaagtatcagtatggaggagttt
gtgtagcecagcetgtecccataactttgtggtggatcaaacatectgtgtecagggectgtectectgacaagatggaagtagataaaaa
tgggctcaagatgtgtgagectigtgggegactatgtcccaaagectgtgagggaacaggcetetgggagecgeticcagactgtg
gactcgagcaacattgatggatttgtgaactgcaccaagatcctgggeaacctggactttetgatcaccggectcaatggagacece
tggcacaagatceetgecctggacccagagaagetcaatgtettccggacagtacgggagatcacaggttacctgaacatecagte
ctggecgecccacatgeacaacttcagtgttttttccaatttgacaaccattggaggcagaagectctacaaccggggctictcattgt
tgatcatgaagaacttgaatgtcacatctctgggcttcegatcectgaaggaaattagtgetgggocgtatctatataagtgecaatagg
cagctctgctaccaccactetttgaactggaccaaggtgcttcgggggcctacggaagagegactagacatcaageataatcgge
cgcgeagagactgegtggcagaggecaaagtgtgtgacccactgtgetectetgggegatgetgggocccaggecectggteagt
gcettgtectgtegaaattatagecgaggaggtgtetgtgtgacccactgeaactttctgaatggggctetgatacttgtgetcaatgtge
ccattttcgagatgggccccactgtgtga

SEQ ID NO: 10 (proteina A14HER3 humana)

MRANDALQVLGLLFSLARGSEVGNSQAVCPGTLNGLSVTGDAENQYQTLY
KLYERCEVVMGNLEIVLTGHNADLSFLQWIREVTGY VLVAMNEFSTLPLPNLRVV
RGTQVYDGKFAIFVMLNYNTNSSHALRQLRLTQLTEILSGGVYIEKNDKLCHMDTI
DWRDIVRDRDAEIVVKDNGRSCPPCHEVCKGRCWGPGSEDCQTLTKTICAPQCNG
HCFGPNPNQCCHDECAGGCSGPQDTDCFACRHFNDSGACVPRCPQPLVYNKLTFQ
LEPNPHTKYQYGGVCVASCPHNFVVDQTSCVRACPPDKMEVDKNGLKMCEPCGG
LCPKACEGTGSGSRFQTVDSSNIDGFVNCTKILGNLDFLITGLNGDPWHKIPALDPE
KLNVFRTVREITGYLNIQSWPPHMHNFSVFSNLTTIGGRSLYNRGFSLLIMKNLNVT
SLGFRSLKEISAGRIYISANRQLCYHHSLNWTKVLRGPTEERLDIKHNRPRRDCVAE
GKVCDPLCSSGGCWGPGPGQCLSCRNYSRGGVCVTHCNFLNGALILVLNVPIFEM
GPTV

SEQ ID NO: 11 (ADN de A15HER3 humano)
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atgagggcgaacgacgctetgcaggtgctgggcttgcttttcagectggeccggggctecgaggtgggcaactctcaggeagtgt
gtcetgggactctgaatggectgagtgtgaccggegatgctgagaaccaataccagacactgtacaagetetacgagaggtgtga
gatgotgatggeeaacctigagattgtgctcacgggacacaatgecgacctcetecttcctgcagtggattcgagaagtgacaggct
atgtcctegtggccatgaatgaattctetactctaccattgeccaaccteegegtggtgcgagggacccaggtctacgatgggaagtt
tgccatcttcgteatgttgaactataacaccaactccagecacgetctgecgecagetecgettgactcagetcaccgagattetgteca
ggggpatgtitatattgagaagaacgataagetttgtcacatggacacaattgactggagggacatcgtgagggaccgagatgetga
gatagtggtgaaggacaatggcagaagetgtcceccctgteatgaggtttgecaaggggcgatgetggggtectggatcagaagac
tgccagacattgaccaagaccatctgtgctcctcagtgtaatggteactgetttgggcccaaccccaaccagtgetgecatgatgagt
gtgecggggoctgetcaggecctcaggacacagactgetttgectgecggceacttcaatgacagtggagectgtgtacctegetgt
ccacagcctettgtctacaacaagcetaacttticcagetggaacccaatceccacaccaagtatcagtatggaggagtttgtgtageca
getgtecccataactttgtggtggatcaaacatectgtgtcagggcectgtectectgacaagatggaagtagataaaaatgggctcaa
gatgtgtgagcecttgtgggggactatgtcccaaagectgtgagggaacaggctetgggagecgceticcagactgtggactcgage
aacattgatggatttgtgaactgcaccaagatcctgggcaacctggactttetgatcaccggectcaatggagacccctggeacaag
atcectgecctggacccagagaagetcaatgtctteccggacagtacgggagatcacaggttacctgaacatccagtectggecgee
ccacatgcacaacttcagtgttttttccaatttgacaaccattggaggcagaagectctacaaccggggcttcteattgttgatcatgaa
gaacttgaatgtcacatctetgggcttccgatecctgaaggaaattagtgetgggcgtatctatataagtgecaataggcagetetget
accaccactctttgaactggaccaaggtgcttegggggcctacggaagagegactagacatcaageataatcggecgegeagag
actgcgtggcagagggcaaagtgtgtgacccactgtgctectetgggggatgetgggocccaggecctggteagtgettgtectgt
cgaaattatagccgaggaggtgtctgtgtgacccactgcaactttctgaatggggagectcgagaatttgecccatgaggecgaatg
cttetcetgecacceggaatgecaacccatggagggcactgecacatgcaatggeteggtgataa

SEQ ID NO: 12 (proteina A15SHER3 humana)

MRANDALQVLGLLFSLARGSEVGNSQAVCPGTLNGLSVTGDAENQYQTLY
KLYERCEVVMGNLEIVLTGHNADLSFLQWIREVTGY VLVAMNEFSTLPLPNLRVV
RGTQVYDGKFAIFVMLNYNTNSSHALRQLRLTQLTEILSGGVYIEKNDKLCHMDTI
DWRDIVRDRDAEIVVKDNGRSCPPCHEVCKGRCWGPGSEDCQTLTKTICAPQCNG
HCFGPNPNQCCHDECAGGCSGPQDTDCFACRHFNDSGACVPRCPQPLVYNKLTFQ
LEPNPHTKYQYGGVCVASCPHNFVVDQTSCVRACPPDKMEVDKNGLKMCEPCGG
LCPKACEGTGSGSRFQTVDSSNIDGFVNCTKILGNLDFLITGLNGDPWHKIPALDPE
KLNVFRTVREITGYLNIQSWPPHMHNFSVFSNLTTIGGRSLYNRGFSLLIMKNLNVT
SLGFRSLKEISAGRIYISANRQLCYHHSLNWTKVLRGPTEERLDIKHNRPRRDCVAE
GKVCDPLCSSGGCWGPGPGQCLSCRNYSRGGVCVTHCNFLNGEPREFAHEAECFS
CHPECQPMEGTATCNGSV

SEQ ID NO: 13 (ADN de p85-HER3 humano)

Atgagggcgaacgacgctetgeaggtgctgggcttgettttcagectggeccggggetecgaggtgggcaactetea
ggcagtgtgtectgggactetgaatggectgagtgtgaccggegatgetgagaaccaataccagacactgtacaagetctacgag
aggtgtgaggetggtgatggggaaccttgagattgtgctcacgggacacaatgecgacctetecttectgcagtggattcgagaagt
gacaggctatgtcctegtggecatgaatgaattetctactctaccattgeccaacctecgegtggtgcgagggacccaggtctacga
tgggaagtttgccatcttcgtcatgttgaactataacaccaactccagecacgcetetgegecagetecgettgactcagetcacegag
attctgtcagggggtgtttatattgagaagaacgataagctttgtcacatggacacaattgactggagggacatcgtgagggaccga
gatgctgagatagtggtgaaggacaatggcagaagcetgtecccectgtcatgaggtitgecaaggggcgatgetggggatectggat
cagaagactgccagacattgaccaagaccatctgtgctectcagtgtaatggtcactgcetttgggcccaaccccaaccagtgctgee
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atgatgagtgtgccgggggctgctcaggecctcaggacacagactgetttgectgecggcacttcaatgacagtggagectgtgta
cctegetgtecacagecicttgtctacaacaagetaactttccagetggaacccaatecccacaccaagtatcagtatggaggagtt
gtgtagecagetgteeccataactttgtggtggatcaaacatectgtgtcagggcectgtectectgacaagatggaagtag
ataaaaatgggctcaagatgtgtgagecttgtgggggactatgtcccaaagectgtgagggaacaggetetgggagecgetteca
gactgtggactcgagcaacattgatggatttgtgaactgcaccaagatcctgggcaacctggacttictgatcaccggcectcaatgg
agacccctggceacaagatccctgecctggacccagagaagcetcaatgtcticcggacagtacgggagatcacaggttacctgaac
atccagtectggecgcecccacatgcacaacttcagtgttttttccaatttgacaaccatiggaggceagaagectetacaaccggggct
tctcattgttgatcatgaagaacttgaatgtcacatctetgggcettcegatcectgaaggaaattagtgetgggegtatctatataagtg
ccaataggcagctctgetaccaccactctttgaactggaccaaggtgeticgggggectacggaagagegactagacatcaagea
taatcggccgegeagagactgegtggecagagggcaaagtgtgtgacceactgtgcetectetgggggatgctggggeccaggec
ctggtcagtgcttgtcctgtcgaaattatagecgaggaggtgtetgtgtgacccactgeaactttctgaatgggtacagtaaggggag
ccagtcaaggatgggtgggootgoooccctgeaatggaactgticaggtggcatacaataa

SEQ ID NO: 14 (proteina p85-HER3 humana)

MRANDALQVLGLLFSLARGSEVGNSQAVCPGTLNGLSVTGDAENQYQTLY
KLYERCEVVMGNLEIVLTGHNADLSFLQWIREVTGYVLVAMNEFSTLPLPNLRVV
RGTQVYDGKFAIFVMLNYNTNSSHALRQLRLTQLTEILSGGVYIEKNDKLCHMDTI
DWRDIVRDRDAEIVVKDNGRSCPPCHEVCKGRCWGPGSEDCQTLTKTICAPQCNG
HCFGPNPNQCCHDECAGGCSGPQDTDCFACRHFNDSGACVPRCPQPLVYNKLTFQ
LEPNPHTKYQYGGVCVASCPHNFVVDQTSCVRACPPDKMEVDKNGLKMCEPCGG
LCPKACEGTGSGSRFQTVDSSNIDGFVNCTKILGNLDFLITGLNGDPWHKIPALDPE
KLNVFRTVREITGYLNIQSWPPHMHNFSVFSNLTTIGGRSLYNRGFSLLIMKNLNVT
SLGFRSLKEISAGRIYISANRQLCYHHSLNWTKVLRGPTEERLDIKHNRPRRDCVAE
GKVCDPLCSSGGCWGPGPGQCLSCRNYSRGGVCVTHCNFLNGYSKGSQSRMGGG
GALQWNCSGGIQ

SEQ ID NO: 15 (gen HER2 humano a partir de parte del intrén 14 a través de parte del intrén 15; el exén esta

subrayado)

cctggggatatcagtgccagecccccacaaatettttetgecccccccaggaggctgaccagtgtgtgocctgtocce
actataaggaccctecctictgegtgocccgetgecccageggtotgaaacctgacctetectacatgeccatetggaagtit

ccagatgaggaggocgcatgecagecttgecccateaactgeacccactegtgagtecaacggtettttctgcagaaaggagg
actttcctttcaggggt

SEQ ID NO: 16 (gen HER3 humano a partir de parte del intrén 12 a través de parte del intron 15; los exones

estan subrayados)

cttgetgggagtectcagactectctectaacccaccecttectttccagtggeagagggcaaagtgtgtgacecactg
tgctectetgggggatgetgggocccaggecctggteagtgctigtectgtcgaaattatagecgaggaggtgtetgtgtgac
ccactgcaactttetgaatggetacagtaaggggagecagtcaaggatgggtgggootegooccctgcaatggaactgticag
gtggcatacaataaaagtctttagacagcetttctgeatgtgecttggtgggattgaggtaggagacctgtggttgtgagatcggagea
tgaaggtcaggacttggaagtgaccccccccteectttaticcccactacagggagectecgagaattigeccatgaggcecgaatg
cttctectgecacccggaatgecaacccatggagggcactgecacatgeaatggeteggtatactagtageaccaggatctee
aagggagacagagaaggggcaatacttggagcatetggggaatgatatggctaaggatagcacagagaggcecagataatgcta
gggcctgeagatagaagatectgaatgtetgggttggtetitgetgggaggtatggaattgaccttgggatctgatteticctgacctte
tetettccactcagggetetgatactigtgeteaatgtgeccatittcgagatgggecceactgtgtgageagetgeeeccatgg

agtcctaggteccaagggcccaatctacaagtacccagatgticagaatgaatgteggecctgecatgagaactgeacceea
ggggatcagtgatgggataataaggagagggggtcaggtggaagggtaggagea

SEQ ID NO: 17 (HER3 humano a partir de parte del exén 28)
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Gcecagcactttgggaggetgagatgggaagatcacttgageccagaattagagataagectatggaaacatagcaag
acactgtctctacaggggaaaaaaaaaaaagaaactgagcecttaaagagatgaaataaattaagcagtagatccaggatgcaaaat
cctcccaattectgtge

Oligonucledtidos antisentido
SEQ ID. Nombre Secuencia (5-3)
18 106 gag cag aaa aga ttt gtg gg
19 107 cac act ggt cag cct cct gg
20 108 gcc aca cac tgg tea gec te
21 109 ctc acg agt ggg tge agt tg
22 110 gtt gga ctc acg agt ggg tg
23 111 gac cgt tgg act cac gag tg
24 M111 gac cgt tgg act cac gag tg
25 L111 CgTtGgAcTcAcGaGt
26 1 GGGTCACTTCCAAGTCCTGA
27 2 GTCACTTCCAAGTCCTGACC
28 3 CACTTCCAAGTCCTGACCTT
29 4 CTTCCAAGTCCTGACCTTCA
30 5 CCCTTACTGTACCCATTCAG
31 6 CTCCCCTTACTGTACCCATT
32 7 TGGCTCCCCTTACTGTACCC
33 8 CTCGAGGCTCCCTGTAGTGG
34 9 ATTCTCGAGGCTCCCTGTAG
35 10 CAAATTCTCGAGGCTCCCTG
36 11 CTAGTATACCGAGCCATTGC
37 12 GTGCTACTAGTATACCGAGC
38 13 CAAGTATCAGAGCCCTGAGT
39 14 TTATCCCATCACTGACCCCT
40 15 TATTATCCCATCACTGACCC
41 16 ATTTCATCTCTTTAAGGCTC
42 17 CTGGATCTACTGCTTAATTT
43 654 GCTATTACCTTAACCCAG
Dianas de union de empalme
44 HER2EXTSSA | (itgagagtgteagtgecageececcacaaatettitetgee
cceeccaggaggcetgaccagtgtgtggectgtgeccact
ataaggaccctecctictg
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(continuacion)

Dianas de unién de empalme

SEQ ID.

Nombre

Secuencia (5’-3’)

45

HER2-Ex15SD

ccagatgaggasoocoecateccagectteccccatcaac

tgcacccactegtgagtccaacggtctttictgcagaaagga
ggactttcctttcaggggt

46

HER3-Ex13SA

cttgetgggagtectcagactectetectaacccaccecttect
ttccagtggcagagggcaaagtgtgtgacceactgtgcte
ctetgggooatgctgg

47

HER3-Ex13SD

aattatagccgaggagetgtctgtgteacccactgcaact
ttctgaatgggtacagtaaggggagecagtcaaggatggg
tgggggtgggaccetgcaat

48

HER3-Ex14SA

aaggtcaggacttggaagtgacccccecctecctttattcece
actacagggagcctcgagaattigeccatgaggccgaat
gettetectgecaceegg

49

HER3-Ex14SD

gecacecggaateccaacccategageecacteccaca

tgcaatggcteggtatactagtageaccaggatetccaagg
gagacagagaaggggcaatac

50

HER3-Ex15SA

ggaattgaccttgggatctgattcttcetgaccttctetcticca
ctcagggctctgatactigtgctcaatgtgeccattticga

gatggoccccactg

51

HER3-Ex15SD

ccagatgttcagaateaatetceecccteccateagaac
tgcacccagggeotcagtgatgggataataaggagagggg
gtcaggtggaagggtaggagcea

Transportadores peptidicos ejemplares para administracion intracelular de PMO

Péptido Secuencia (N terminal a C terminal) SEQ ID
Rs RRRRRRRR-XB 52
(RXRRBR)2-XB (CPO6062) RXRRBRRXRRBR-XB 53
(RXR)sRBR-XB RXRRXRRXRRBR-XB 54
(RB)sRXRBRX-B RBRBRBRBRBRXRBRX-B 55
(RBRBRBRX)2-X RBRBRBRXRBRBRBRX-X 56
X-(RB)sRX(RB)sRX XRBRBRBRXRBRBRBR-X 57
(RBRX)4B RBRXRBRXRBRXRBRX-B 58
(RB)a(RX)4B RBRBRBRBRXRXRXRX-B 59
RX(RB)2RX(RB)sRX-X RXRBRBRXRBRBRBRX 60
(rXr)a rXrrXrrXrrXr-XB 61
(RAhxR)4AhxB (P007) RAhxRRAhxRRAhxRRAhxRAhXB 62
(RRANx)4B RRAhxRRAhxRRAhxRRAhxB 63
(AhxRR)sAhxB AhxRRAhxRRAhxRRAhxRRAhxB 64
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(continuacion)

Péptido Secuencia (N terminal a C terminal) SEQID
(RAhx)eB RAhxRAhxRAhxRAhxRAhxRAhxB 65
(RAhx)sB RAhxRAhxRAhxRAhxRAhxRAhxRAhxB |66
(RAhxR)sAhxB RAhxRRAhxRRAhxR AhxB 67

X se refiere al acido 6-aminohexanoico

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> AVI BioPharma, Inc. KOLE, Ryszard SAZANI, Peter WAN, Jing

<120> PROTEINAS VARIANTES DE EMPALME HER2 Y HER3 SOLUBLES,

OLIGONUCLEOTIDOS DE CAMBIO DE EMPALME, Y SU USO EN EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES

<130> 504508088WO0

<140> A asignar
<141> 06/06/2008

<150> US 60/942.319
<151> 06/06/2007

<150> US 60/956.887
<151> 20/08/2007

<160> 69

<170> FastSEQ para Windows, Version 4.0

<210> 1
<211> 3768
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
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atggagctgg
gcgagcaccc
acccacctgg
gaactcacct
cagggctacg
attgtgcgag
gacccgctga
cagcttcgaa
ctctgctacc
ctcacactga
ggctcccgcet
gccggtgget
gctgccggcet
agtggcatct
tccatgccca
tacaactacc
gaggtgacag
gtgtgctatg
atccaggagt
tttgatgggg
gagactctgg
gacctcagcg
tactcgctga
ctgggcagtg
ccctgggacc
gaggacgagt
tggggtccag

cggccttgtg
aagtgtgcac
acatgctccg
acctgcccac
tgctcatcgce
gcacccagct
acaataccac
gcctcacaga
aggacacgat
tagacaccaa
gctggggaga
gtgcccgcetg
gcacgggccc
gtgagctgca
atcccgaggg
tttctacgga
cagaggatgg
gtctgggcat
ttgctggctg
acccagcctc
aagagatcac
tcttccagaa
ccctgcaagg
gactggccct
agctctttcg
gtgtgggcga
ggcccaccca
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ccgctggggg
cggcacagac
ccacctctac
caatgccagc
tcacaaccaa
ctttgaggac
ccctgtcaca
gatcttgaaa
tttgtggaag
ccgctectecgg
gagttctgag
caaggggcca
caagcactct
ctgcccagcec
ccggtataca
cgtgggatcc
aacacagcgg
ggagcacttg
caagaagatc
caacactgcc
aggttaccta
cctgcaagta
gctgggcatc
catccaccat
gaacccgcac

gggcctggcec
gtgtgtcaac

ctcctecteg
atgaagctgc
cagggctgcc
ctgtcecttec
gtgaggcagg
aactatgccc
ggggcctccce
ggaggggtct
gacatcttcc
gcctgeccacc
gattgtcaga
ctgcccactg
gactgcctgg
ctggtcacct
ttcggcgcca
tgcaccctcg
tgtgagaagt
cgagaggtga
tttgggagcce
ccgctccagce
tacatctcag
atccggggac
agctggctgg
aacacccacc
caagctctgc
tgccaccagc
tgcagccagt

41

ccctecttgece
ggctcectge
aggtggtgca
tgcaggatat
tcccactgca
tggccgtgcet
caggaggcct
tgatccagcg
acaagaacaa
cctgttctece
gcctgacgeg
actgctgcca
cctgcctcecca
acaacacaga
gctgtgtgac
tctgcceccect
gcagcaagcc
gggcagttac
tggcatttct
cagagcagct
catggccgga
gaattctgca
ggctgcgctce
tctgecttcgt
tccacactgce
tgtgcgcccg
tccttcgggg

ccccggagcc
cagtcccgag
gggaaacctg
ccaggaggtg
gaggctgcgg
agacaatgga
gcgggagctg
gaacccccag
ccagctggct
gatgtgtaag
cactgtctgt
tgagcagtgt
cttcaaccac
cacgtttgag
tgcctgteccce
gcacaaccaa
ctgtgcccga
cagtgccaat
gccggagagc
ccaagtgttt
cagcctgcct
caatggcgcc
actgagggaa
gcacacggtg
caaccggcca
agggcactgc
ccaggagtgc

60°
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
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gtggaggaat
ttgccgtgcece
gctgaccagt
cccagcggtg
ggcgcatgcc
ggctgcceceg
attctgctgg
aagatccgga
acacctagcg
aggaaggtga
cctgatgggg
cccaaagcca
tatgtctccc
atgccctatg
gacctgctga
ctcgtacaca
attacagact
gggggcaagg
caccagagtg
aaaccttacg
ctgccccage
attgactctg
agggaccccc
gacagcacct
gaggagtatc
ggcatggtcc
ctagggctgg
gctggctcceg
ctccccacac
ccctctgaga
aaccagccag
cgacctgctg
gtcaaagacg
ggaggagctg
tattactggg
cctacggcag

gccgagtact
accctgagtg
gtgtggcctg
tgaaacctga
agccttgccc
ccgagcagag
tcgtggtctt
agtacacgat
gagcgatgcc
aggtgcttgg
agaatgtgaa
acaaagaaat
gccttctggg
gctgecctett
actggtgtat
gggacttggc
tcgggcectgge
tgcccatcaa
atgtgtggag
atgggatccc
cccccatctg
aatgtcggcc
agcgetttgt
tctaccgcectce
tggtacccca
accacaggca
agccctctga
atgtatttga
atgaccccag
ctgatggcta
atgttcggcece
gtgccactct
tttttgeectt
cccctcagec
accaggaccc
agaacccaga
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gcaggggctc
tcagccccag
tgcccactat
cctctectac
catcaactgc
agccagccct
gggggtggte
gcggagactg
caaccaggcg
atctggcgcet
aattccagtg
cttagacgaa
catctgcctg
agaccatgtc
gcagattgcc
cgctcggaac
tcggctgcectg
gtggatggcg
ttatggtgtg
agcccgggag
caccattgat
aagattccgg
ggtcatccag
actgctggag
gcagggcttc
ccgcagctca
agaggaggcc
tggtgacctg
ccctctacag
cgttgccccee
ccagccccect
ggaaaggccc
tgggggtgcc
ccaccctecct
accagagcgg
gtacctgggt

cccagggagt
aatggctcag
aaggaccctc
atgcccatct
acccactect
ctgacgtcca
tttgggatcc
ctgcaggaaa
cagatgecgga
tttggcacag
gccatcaaag
gcatacgtga
acatccacgg
cgggaaaacc
aaggggatga
gtgctggtca
gacattgacg
ctggagtcca
actgtgtggg
atccctgacc
gtctacatga
gagttggtgt
aatgaggact
gacgatgaca
ttctgtccag
tctaccagga
cccaggtctce
ggaatggggg
cggtacagtg
ctgacctgca
tcgececccgag
aagactctct
gtggagaacc
cctgecttca
ggggctccac
ctggacgtgc

atgtgaatgc
tgacctgttt
ccttctgegt
ggaagtttcc
gtgtggacct
tcatctctge
tcatcaagcg
cggagctggt
tcctgaaaga
tctacaaggg
tgttgaggga
tggctggtgt
tgcagctggt
gcggacgcect
gctacctgga
agagtcccaa
agacagagta
ttctcecgeecg
agctgatgac
tgctggaaaa
tcatggtcaa
ctgaattctc
tgggcccagce
tgggggacct
accctgcccce
gtggcggtgg
cactggcacc
cagccaaggg
aggaccccac
gccecccagcece
agggccctcet
ccccagggaa
ccgagtactt
gcccagcectt
ccagcacctt
cagtgtga

caggcactgt
tggaccggag
ggcccgctge
agatgaggag
ggatgacaag
ggtggttggc
acggcagcag
ggagccgctg
gacggagctg
catctggatc
aaacacatcc
gggctcccca
gacacagctt
gggctcccag
ggatgtgcgg
ccatgtcaaa
ccatgcagat
gcggttcacc
ttttggggcc
gggggagcgg
atgttggatg
ccgcatggcc
cagtceccttg
ggtggatgct
gggcgctggg
ggacctgaca
ctccgaaggg
gctgcaaagc
agtacccctg
tgaatatgtg
gcctgcectgece
gaatggggtc
gacaccccag
cgacaacctc
caaagggaca

<210> 2
<211> 1255
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Met
i 2
Pro
Leu
Leu
Leu
65
Gln
Gln
Ala

val

Glu
Pro
Arg
Tyr
50

Pro
Gly
Arg

Leu

Thr
130

Leu
Gly
Leu
35

Gln
Thr
Tyr
Leu
Ala

115
Gly

Ala
Ala
20

Pro
Gly
Asn
val
Arg
100
val

Ala

Ala
Ala
Ala
Cys
Ala
Leu
85

Ile

Leu

Ser

Leu
Ser
Ser
Gln
Ser
70

Ile
val

Asp

Pro

Cys
Thr
Pro
val
55

Leu
Ala
Arg

Asn

Gly
135

Arg
Gln
Glu
40

val
Ser
His
Gly
Gly

120
Gly

Trp
val
25

Thr
Gln
Phe
Asn
Thr
105
Asp

Leu

42

Gly
10

Cys
His
Gly
Leu
Gln
90

Gln

Pro

Arg

Leu
Thr
Leu
Asn
Gln
75

vVal
Leu

Leu

Glu

Leu
Gly
Asp
Leu
60

Asp
Arg
Phe

Asn

Leu
140

Leu
Thr
Met
45

Glu
Ile
Gln
Glu
Asn

125
Gln

Ala
Asp
30

Leu
Leu
Gln
vVal
Asp
110
Thr

Leu

Leu
15

Met
Arg
Thr
Glu
Pro
95

Asn

Thr

Arg

Leu
Lys
His
Tyr
val
80

Leu
Tyr

Pro

Ser

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3768



Leu
145
Leu
Asn
His
Ser
Ala
225
Ala
His
Thr
Tyr
Ser
305
Glu
Pro
val
Lys
Pro
385
Glu
Asp
Gly
Gly
Leu
465
Pro
Ala
Gln
val
Arg
545
Leu
Phe
Pro

Ser

Pro

Thr
Cys
Gln
Pro
Glu
210
Arg
Ala
Phe
Tyr
Thr
290
Thr
val
Cys
Arg
Ile
370
Ala
Thr
Ser

Arg

Ile

450

Ala
Trp
Asn
Leu
Asn
530
val
Pro
Gly

Pro

TYr
610
Cys

Glu
Tyr
Leu
Cys
195
Asp
Cys
Gly
Asn
Asn
275
Phe
Asp
Thr
Ala
Ala
355
Phe
Ser
Leu
Leu
Ile
435
Ser
Leu
Asp
Arg
Cys
515
Cys
Leu
Cys
Pro
Phe
595

Met

Pro

Ile
Gln
Ala
180
Ser
Cys
Lys
Cys
His
260
Thr
Gly
Val
Ala
Arg
340
Val
Gly
Asn
Glu
Pro
420
Leu
Trp
Ile
Gln
Pro
500
Ala
Ser
Gln
His
Glu
580
Cys

Pro

Ile

Leu
Asp
165
Leu
Pro
Gln
Gly
Thr
245
Ser
Asp
Ala
Gly
Glu
325
val
Thr
Ser
Thr
Glu
405
Asp
His
Leu
His
Leu
485
Glu
Arg
Gln
Gly
Pro
565
Ala
vVal
Ile

Asn
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Lys
150
Thr
Thr
Met
Ser
Pro
230
Gly
Gly
Thr
Ser
Ser
310
Asp
Cys
Ser
Leu
Ala
390
Ile
Leu
Asn
Gly
His
470
Phe
Asp
Gly
Phe
Leu
550
Glu
Asp
Ala

Trp

Cys

Gly
Ile
Leu
Cys
Leu
215
Leu
Pro
Ile
Phe
Cys
295
Cys
Gly
Tyr
Ala
Ala
375
Pro
Thr
Ser
Gly
Leu
455
Asn
Arg
Glu
His
Leu
535
Pro
Cys
Gln
Arg
Lys

615
Thr

Gly
Leu
Ile
Lys
200
Thr
Pro
Lys
Cys
Glu
280
Val
Thr
Thr
Gly
Asn
360
Phe
Leu
Gly
val
Ala
440
Arg
Thr
Asn
Cys
Cys
520
Arg
Arg
Gln
Cys
Cys
600
Phe

His

43

val
Trp
Asp
185
Gly
Arg
Thr
His
Glu
265
Ser
Thr
Leu
Gln
Leu
345
Ile
Leu
Gln
Tyr
Phe
425
Tyr
Ser
His
Pro
val
505
Trp
Gly
Glu
Pro
val
585
Pro

Pro

Ser

Leu
Lys
170
Thr
Ser
Thr
Asp
Ser
250
Leu
Met
Ala
val
Arg
330
Gly
Gln
Pro
Pro
Leu
410
Gln
Ser
Leu
Leu
His
490
Gly
Gly
Gln
Tyr
Gln
570
Ala
Ser

Asp

Cys

Ile
155
Asp
Asn
Arg
val
Cys
235
Asp
His
Pro
Cys
Cys
315
Cys
Met
Glu
Glu
Glu
395
Tyr

Asn

Leu

Cys
475
Gln
Glu
Pro
Glu
val
555
Asn
Cys
Gly
Glu

vVal

Gln
Ile
Arg
Cys
Cys
220
Cys
Cys
Cys
Asn
Pro
300
Pro
Glu
Glu
Phe
Ser
380
Gln
Ile
Leu
Thr
Glu
460
Phe
Ala
Gly
Gly
Cys
540
Asn
Gly
Ala
Val
Glu

620
Asp

Arg
Phe
Ser
Trp
205
Ala
His
Leu

Pro

Pro
285
Tyr

Leu
Lys
His
Ala
365
Phe
Leu
Ser
Gln
Leu
445
Leu
vVal
Leu
Leu
Pro
525
val
Ala
Ser
His
Lys
605
Gly

Leu

Asn
His
Arg
190
Gly
Gly
Glu
Ala
Ala
270
Glu
Asn
His
Cys
Leu
350
Gly
Asp
Gln
Ala
val
430
Gln
Gly
His
Leu
Ala
510
Thr
Glu
Arg

val

Tyr
590
Pro
Ala

Asp

Pro
Lys
175
Ala
Glu
Gly
Gln
Cys
255
Leu
Gly
Tyr
Asn
Ser
335
Arg
Cys
Gly
val

Trp
415
Ile
Gly
Ser
Thr
His
495
Cys
Gln
Glu
His
Thr
575
Lys
Asp
Cys

Asp

Gln
160
Asn
Cys
Ser
Cys
Cys
240
Leu
val
Arg
Leu
Gln
320
Lys
Glu
Lys
Asp
Phe
400
Pro
Arg
Leu
Gly
val
480
Thr
His
Cys
Cys
Cys
560
Cys
Asp
Leu

Gln

Lys



625
Gly

Ala

Ile

Ala
705
Arg
Gly
Lys
Asp
Leu
785
Met
Leu
Met
Arg
Gly
865
Gly
Arg
Trp
Arg
Pro
945
Ile
Ser
Asp
Leu
val
1025
Gly
Gly
Ser

Asp

Asp
1105

Cys
val
Leu
Leu
690
Met
Lys
Ile
val
Glu
770
Leu
Pro
Gly
Ser
Asn
850
Leu
Gly
Arg
Glu
Glu
930
Ile
Asp
Arg

Leu

Glu

1010

Pro
Met
Asp

Pro

Pro
Val
Ile
675
Leu
Pro
Val
Trp
Leu
755
Ala
Gly
TYr
Ser
Tyr
835
val
Ala
Lys
Phe
Leu
915
Ile
Cys
Ser
Met
Gly
9385
Asp
Gln
val

Leu

Leu

1075

Ala
Gly
660
Lys
Gln
Asn
Lys
Ile
740
Arg
Tyr
Ile
Gly
Gln
820
Leu
Leu
Arg
val
Thr
900
Met
Pro
Thr
Glu
Ala
980
Pro
Asp
Gln
His

Thr

1060

Glu
645
Ile
Arg
Glu
Gln
val
725
Pro
Glu
val
Cys
Cys
805
Asp
Glu
val
Leu
Pro
885
His
Thr
Asp
Ile
Cys
965
Arg
Ala
Asp

Gly

His

1045

Leu
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630
Gln

Leu
Arg
Thr
Ala
710
Leu
Asp
Asn
Met
Leu
790
Leu
Leu
Asp
Lys
Leu
870
Ile
Gln
Phe
Leu
Asp
950
Arg
Asp
Ser

Met

Phe

1030

Arg

Gly

Ala Pro Ser

Leu Gly Met Gly Ala

1090

Pro Ser Pro Leu Gln

1110

Arg
Leu
Gln
Glu
695
Gln
Gly
Gly
Thr
Ala
775
Thr
Leu
Leu
val
Ser
855
Asp
Lys
Ser
Gly
Leu
935
val
Pro
Pro
Pro
Gly
1015
Phe
His
Leu

Glu

Ala
1095

Arg Tyr Ser Glu Asp

Ala Ser

val val
665
Gln Lys
680
Leu Val

Met Arg
Ser Gly

Glu Asn
745

Ser Pro

760

Gly val

Ser Thr
Asp His

Asn Trp
825

Arg Leu

840

Pro Asn

Ile Asp
Trp Met
Asp Val
905
Ala Lys
920
Glu Lys
Tyr Met
Arg Phe
Gln Arg
985
Leu Asp
1000
Asp Leu
Cys Pro

Arg Ser

Pro
650
val
Ile
Glu
Ile
Ala
730
val
Lys
Gly
Val
val
810
Cys
val
His
Glu
Ala
890
Trp
Pro
Gly
Ile
Arg
970
Phe
Ser
val
Asp

Ser
1050

635
Leu Thr

Leu Gly
Arg Lys

Pro Leu
700

Leu Lys

715

Phe Gly

Lys Ile
Ala Asn
Ser Pro
780
Gln Leu
795
Arg Glu
Met Gln
His Arg
Val Lys
860
Thr Glu

875
Leu Glu

Ser Tyr
Tyr Asp
Glu Arg
940
Met Val
955
Glu Leu
val val
Thr Phe

Asp Ala

1020

Pro Ala
1035
Ser Thr

Glu Pro Ser Glu Glu

1065

Gly Ala Gly Ser Asp

1080

Lys Gly Leu Gln

44

1115

Ser Ile

Val Vval
670

Tyr Thr

685

Thr Pro

Glu Thr
Thr val

Pro Val
750

Lys Glu

765

Tyr Val

Val Thr
Asn Arg
Ile Ala

830
Asp Leu

845
Ile Thr

Tyr His
Ser Ile
Gly Vval
910
Gly Ile
925
Leu Pro
Lys Cys
vVal Ser
Ile Gln
990
Tyr Arg
1005
Glu Glu
Pro Gly
Arg Ser

Glu Ala

1070

Ile
655
Phe
Met
Ser
Glu
Tyr
735
Ala
Ile
Ser
Gln
Gly
815
Lys
Ala
Asp
Ala
Leu
895
Thr
Pro
Gln
Trp
Glu
975
Asn
Ser
Tyr
Ala

Gly

1055

Pro

640
Ser

Gly
Arg
Gly
Leu
720
Lys
Ile
Leu
Arg
Leu
800
Arg
Gly
Ala
Phe
Asp
880
Arg
Vval
Ala
Pro
Met
960
Phe
Glu
Leu
Leu
Gly
1040
Gly

Arg

Val Phe Asp Gly

1085

Ser Leu Pro Thr His
1100
Pro Thr Val Pro Leu

1120
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Pro

Pro

Arg

Arg

Ser

Glu

Glu

Pro

Glu Thr

Tyr Val
1140

Gly Pro

1155

Lys Thr

ES 2798 758 T3

Asp Gly Tyr
1125

Asn Gln Pro
Leu Pro Ala

Leu Ser Pro

1170
Phe Ala Phe
1185

Gly Gly Ala
Phe Asp Asn

Pro Pro Ser

Gly
Ala

Leu
1220

Thr Phe Lys Gly Thr

1175

Gly Ala Val Glu

1190

Pro Gln Pro His
1205

Tyr Tyr Trp Asp

1235

Leu Gly Leu Asp Val Pro Val
1250

<210> 3
<211> 4029
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

atgagggcga
gaggtgggca
gatgctgaga
gggaaccttg
cgagaagtga
aacctccgceg
ttgaactata
gagattctgt
attgactgga
agaagctgtc
gactgccaga
cccaacccca
acagactgct
cagcctcttg
cagtatggag
tgtgtcaggg
gagccttgtg
cagactgtgg
ctggactttc
ccagagaagc
tcctggeccge
agaagcctct
ctgggcttce
cagctctgct
cgactagaca
gacccactgt
cgaaattata
cgagaatttg
ggcactgcca
gatgggcccc
tacaagtacc
tgtaaaggac
catctgacaa
ggcacttttc

ttggaacggg
gccagaatct

acgacgctct
actctcaggc
accaatacca
agattgtgct
caggctatgt
tggtgcgagg
acaccaactc
cagggggtgt
gggacatcgt
cccectgtea
cattgaccaa
accagtgctg
ttgcctgecg
tctacaacaa
gagtttgtgt
cctgtectece
ggggactatg
actcgagcaa
tgatcaccgg
tcaatgtctt
cccacatgca
acaaccgggg
gatccctgaa
accaccactc
tcaagcataa
gctecctctgg
gccgaggagg
cccatgaggc
catgcaatgg
actgtgtgag
cagatgttca
cagagcttca
tggctttgac
tctactggcg
gtgagagcat
tcaaagagac

1255

gcaggtgctg
agtgtgtcct
gacactgtac
cacgggacac
cctcgtggece
gacccaggtc
cagccacgct
ttatattgag
gagggaccga
tgaggtttgc
gaccatctgt
ccatgatgag
gcacttcaat
gctaactttc
agccagctgt
tgacaagatg
tcccaaagcec
cattgatgga
cctcaatgga
ccggacagta
caacttcagt
cttctcattg
ggaaattagt
tttgaactgg
tcggccgecgce
gggatgctgg
tgtctgtgtg
cgaatgcttc
ctcgggctct
cagctgcccc
gaatgaatgt
agactgttta
agtgatagca
tgggcgccgg
agagcctctg
agagctaagg

val Ala Pro

1130

Asp Val Arg

1145
Ala Arg
1160
Gly

Pro
Lys Asn
Asn Pro

Pro Pro

Leu
Pro
Ala

Gly

Thr Cys Ser

Gln Pro Pro

1150

Gly Ala Thr
1165

Val vVal Lys

1180
Glu Tyr Leu
1195

Pro Ala Phe

1210

Gln
1225

Asp

1240

ggcttgecttt
gggactctga
aagctctacg
aatgccgacc
atgaatgaat
tacgatggga
ctgcgccagc
aagaacgata
gatgctgaga
aaggggcgat
gctcctcagt
tgtgccgggg
gacagtggag
cagctggaac
ccccataact
gaagtagata
tgtgagggaa
tttgtgaact
gacccctggce
cgggagatca
gttttttcca
ttgatcatga
gctgggegta
accaaggtgc
agagactgcg
ggcccaggcc
acccactgca
tcctgeccacc
gatacttgtg
catggagtcc
cggccctgcece
ggacaaacac
ggattggtag
attcagaata
gaccccagtg
aagcttaaag

45

Pro Pro Glu

Thx
Ser

Arg
1230

1245

Pro Gln
1135
Ser Pro

Leu Glu
Asp Val

Pro Gln
1200
Pro Ala
1215
Gly Ala

Pro Thr Ala Glu Asn Pro Glu Tyr

tcagcctggc
atggcctgag
agaggtgtga
tcteccttect
tctctactct
agtttgccat
tccgcttgac
agctttgtca
tagtggtgaa
gctggggtce
gtaatggtca
gctgctcagg
cctgtgtacc
ccaatcccca
ttgtggtgga
aaaatgggct
caggctctgg
gcaccaagat
acaagatccc
caggttacct
atttgacaac
agaacttgaa
tctatataag
ttcgggggcec
tggcagaggg
ctggtcagtg
actttctgaa
cggaatgcca
ctcaatgtgc
taggtgccaa
atgagaactg
tggtgctgat
tgattttcat
aaagggctat
agaaggctaa
tgcttggctce

ccggggctcce
tgtgaccggc
ggtggtgatg
gcagtggatt
accattgccc
cttcgtcatg
tcagctcacc
catggacaca
ggacaatggc
tggatcagaa
ctgctttggg
ccctcaggac
tcgctgtcca
caccaagtat
tcaaacatcc
caagatgtgt
gagccgcttce
cctgggcaac
tgccctggac
gaacatccag
cattggaggc
tgtcacatct
tgccaatagg
tacggaagag
caaagtgtgt
cttgtcctgt
tggggagcct
acccatggag
ccattttcga
gggcccaatc
cacccagggg
cggcaaaacc
gatgctgggce
gaggcgatac
caaagtcttg
gggtgtecttt

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
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ggaactgtgc
attaaagtca
ctggccattg
tcatctctgc
caacaccggg
ggaatgtact
ctactcaagt
cctgatgata
gagagtatcc
gtttgggagt
ccagacctgc
tacatggtga
ctagccaatg
gagagtgggc
gaggaagtag
aacctggcaa
ccacgtggga
aatcttgggg
ccagtctctc
gtaacaggct
agccggagcc
actcctgtta
atgccagata
ggtctcagtt
aaccggagga
ggttatgagt
tgcccactcce
gaatatatga
gcctgcccag
caggcccccce
tctgecectttg
agaacgtaa

<210> 4
<211> 1342
<212> PRT

acaaaggagt
ttgaggacaa
gcagcctgga
agcttgtcac
gggcactggg
accttgagga
cacccagtca
agcagctgct
actttgggaa
tgatgacctt
tagagaaggg
tggtcaagtg
agttcaccag
ctggaatagc
agctggagcc
ccaccacact
gccagagcct
agtcttgcca
tacacccaat
ctgaggctga
cacggccacg
ccccactctce
cacacctcaa
ctgtcctggg
gaaggcacag
acatggatgt
accctgtacc
atcggcaacg
catctgagca
atgtccatta
ataaccctga

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met
Ala
Leu
Leu
Ile
65

Arg
Leu

Gly

His

Arg
Arg
Asn
Tyr
50

val
Glu
Pro
Lys

Ala

Ala Asn

Ser
20
Leu

Gly
Gly
Lys Leu
Leu Thr

Val Thr
Pro
100
Ala

Leu

Phe
115

Leu Arg

130

Gly
145
Ile

Gly

Asp

val Tyr

Trp Arg

Asp
Glu
Ser
Tyr
Gly
Gly
85

Asn
Ile
Gln

Ile

Asp
165
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gtggatccct
gagtggacgg
ccatgcccac
tcaatatttg
gccacagctg
acatggtatg
ggttcaggtg
atacagtgag
atacacacac
cggggcagag
ggagcggttg
ttggatgatt
gatggcccga
ccctgggceca
agaactagac
gggctccgece
tttaagtcca
ggagtctgca
gccacgggga
gctccaggag
cggagatagc
cccacccggg
aggtactcce
tactgaagaa
tccacctcat
ggggtcagac
catcatgccc
agatggaggt
agggtatgaa
tgcccgecta
ttactggcat

Ala Leu

val Gly

val Thr

Glu Arg
55
His Asn
70
Tyr Val

Leu Arg

Phe Vval

Leu Arg
135
Glu Lys
150

Ile val

gagggtgaat
cagagttttc
attgtaaggc
cctctgggtt
ctgctcaact
gtgcatagaa
gcagattttg
gccaagactc
cagagtgatg
ccctatgcag
gcacagcccc
gatgagaaca
gacccaccac
gagccccatg
ctagacctag
ctcagcctac
tcatctggat
gtttctggga
tgcctggcat
aaagtgtcaa
gcctaccatt
ttagaggaag
tcctececggg
gaagatgaag
cccecctagge
ctcagtgcct
actgcaggca
ggtcctgggag
gagatgagag
aaaactctac
agcaggcttt

Gln Val Leu
10
Ser Gln
25

Asp

Asn
Gly Ala
40
Cys

Glu val

Ala Asp Leu
Ala
90

Arg

Leu Val

val val
105
Met Leu
120

Leu

Asn

Thr Gln

Asn Asp Lys
Arg

170

Arg Asp

46

caatcaagat
aagctgtgac
tgctgggact
ctctgctgga
ggggagtaca
acctggctgce
gtgtggctga
caattaagtg
tctggagcta
ggctacgatt
agatctgcac
ttcgcccaac
ggtatctggt
gtctgacaaa
acttggaagc
cagttggaac
acatgcccat
gcagtgaacg
cagagtcatc
tgtgtaggag
cccagcgcca
aggatgtcaa
aaggcaccct
atgaggagta
caagttccct
ctctgggcag
caactccaga
gtgattatgc
cttttcaggg
gtagcttaga
tcceccaaggce

Gly Leu

Ala Vval

Glu Asn

vVal Met
60
Ser Phe
75
Met Asn

Gly Thr

Tyr Asn

Leu
Cys
Gln
45

Gly
Leu
Glu
Gln

Thr

tccagtctgc
agatcatatg
atgcccaggg
tcatgtgaga
aattgccaag
ccgaaacgtg
cctgctgect
gatggccctt
tggtgtgaca
ggctgaagta
aattgatgtc
ctttaaagaa
cataaagaga
caagaagcta
agaggaggac
acttaatcgg
gaaccagggt
gtgcccecegt
agaggggcat
ccggagcagg
cagtctgctg
cggttatgtce
ttcttcagtg
tgaatacatg
tgaggagctg
cacacagagt
tgaagactat
agccatgggg
gcctggacat
ggctacagac
taatgcccag

Phe Ser Leu

15
Gly

Pro Thr

30
TYyY

Gln Thr

Asn Leu Glu

Gln Ile
80
Thr

Trp
Phe Ser
95
val Tyr
110

Asn

Asp

Ser Ser

125

Thr
140
Cys

Leu

Leu
155

Asp Ala

Glu

His

Glu

Ile Leu Ser
Thr
160

val

Met Asp

val
175

Ile

2220
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
3960
4020
4029



Lys
Arg
Ile
Gln
225
Thr
Pro
Glu
Ser
Cys
305
Glu
Gly
Asn
Asn
Asn
385
Ser
Thr
Met
Ile
His
465
Arg
Gly
Gly
Cys
His
545
Gly
Ala
Val
Glu
Glu
625
His

Met

Asp
Cys
Cys
210
Cys
Asp
Arg
Pro
Cys
290
Pro
Pro
Ser
Cys
Gly

370
Val

Trp
Ile
Lys
Ser
450
His
Leu
Lys
Pro
val
530
Glu
Thr
His
Leu
Cys
610
Leu

Leu

Met

Asn

Trp
195
Ala
Cys
Cys
Cys
Asn
275
Pro
Pro
Cys
Arg
Thr
355
Asp
Phe
Pro
Gly
Asn
435
Ala
Ser
Asp
vVal
Gly
515
Thr
Ala
Ala
Phe
Gly
595
Arg
Gln
Thr

Leu

Gly
180
Gly
Pro
His
Phe
Pro
260
Pro
His
Asp
Gly
Phe
340
Lys
Pro
Arg
Pro
Gly
420
Leu
Gly
Leu
Ile
Cys
500
Gln
His
Glu
Thr
Arg
580
Ala
Pro
Asp

Met

Gly

Arg
Pro
Gln
Asp
Ala
245
Gln
His
Asn
Lys
Gly
325
Gln
Ile
Trp
Thr
His
405
Arg
Asn
Arg
Asn
Lys
485
Asp
Cys
Cys
Cys
Cys
565
Asp
Lys
Cys
Cys
Ala

645
Gly
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Ser
Gly
Cys
Glu
230
Cys
Pro
Thr
Phe
Met
310
Leu
Thr
Leu
His
val
390
Met
Ser

val

Ile

Trp
470
His
Pro
Leu
Asn
Phe
550
Asn
Gly
Gly
His
Leu
630

Leu

Thr

Cys
Ser
Asn
215
Cys
Arg
Leu
Lys
val
295
Glu
Cys
val
Gly
Lys
375
Arg
His
Leu
Thr
Tyr
455
Thr
Asn
Leu
Ser
Phe
535
Ser
Gly
Pro
Pro
Glu
615
Gly

Thr

Phe

Pro
Glu
200
Gly
Ala
His
val

Tyr
280
val
val
Pro
Asp
Asn
360
Ile
Glu
Asn
Tyr
Ser
440
Ile
Lys
Arg
Cys
Cys
520
Leu
Cys
Ser
His
Ile
600
Asn
Gln
val

Leu

47

Pro
185
Asp
His
Gly
Phe
Tyr
265
Gln
Asp
Asp
Lys
Ser
345
Leu
Pro
Ile
Phe
Asn
425
Leu
Ser
Val
Pro
Ser
505
Arg
Asn
His
Gly
Cys
585
Tyr
Cys
Thr

Ile

Tyr

Cys
Cys
Cys
Gly
Asn

250
Asn

Tyr
Gln
Lys
Ala
330
Ser
Asp
Ala
Thr
Ser
410
Arg
Gly
Ala
Leu
Arg
490
Ser
Asn
Gly
Pro
Ser
570
val
Lys
Thr

Leu

Ala
650

Trp

Gln
Phe
Cys
235
Asp
Lys
Gly
Thr
Asn
315
Cys
Asn
Phe
Leu
Gly
395
Val
Gly
Phe
Asn
Arg
475
Arg
Gly
Tyr
Glu
Glu
555
Asp
Ser
Tyr
Gln
val
635
Gly

Arg

Glu
Thr
Gly
220
Ser
Ser
Leu
Gly
Ser
300
Gly
Glu
Ile
Leu
Asp
380
Tyr
Phe
Phe
Arg
Arg
460
Gly
Asp
Gly
Ser
Pro
540
Cys
Thr
Ser
Pro
Gly
620
Leu

Leu

Gly

val
Leu
205
Pro
Gly
Gly
Thr
val
285
Cys
Leu
Gly
Asp
Ile
365
Pro
Leu
Ser
Ser
Ser
445
Gln
Pro
Cys
Cys
Arg
525
Arg
Gln
Cys
Cys
Asp
605
Cys
Ile
val

Arg

Cys
190
Thr
Asn
Pro
Ala
Phe
270
Cys
val
Lys
Thr
Gly
350
Thr
Glu
Asn
Asn
Leu
430
Leu
Leu
Thr
val
Trp
510
Gly
Glu
Pro
Ala
Pro
590
Val
Lys
Gly
val

Arg

Lys
Lys
Pro
Gln
Cys
255
Gln
val
Arg
Met
Gly
335
Phe
Gly
Lys
Ile
Leu
415
Leu
Lys
Cys
Glu
Ala
495
Gly
Gly
Phe
Met
Gln
575
His
Gln
Gly
Lys
Ile

655
Ile

Gly
Thr
Asn
Asp
240
val
Leu
Ala
Ala
Cys
320
Ser
val
Leu
Leu
Gln
400
Thr
Ile
Glu
Tyr
Glu
480
Glu
Pro
vVal
Ala
Glu
560
Cys
Gly
Asn
Pro
Thr
640
Phe

Gln



Asn Lys

Pro Leu
690

Lys Glu

705

Gly Thr

Ile Pro
Phe Gln
Ala His
770
Leu Val
785
Gln His
Gln Ile
Arg Asn
Gln vVal
850
Gln Leu
865
Glu Ser
Tyr Gly
Ala Gly
Arg Leu
930
Val Lys
945
Leu Ala
val Ile
His Gly

Leu Asp

1010

Thr Thr
1025

Pro Arg
Met Asn
Gly Ser

Arg Gly

1090

Glu Ala
1105
Ser Arg

His Ser

Arg
675
Asp
Thr
val
val
Ala
755
Ile
Thr
Arg
Ala
Leu
835
Ala
Leu
Ile
val
Leu
915
Ala
Cys
Asn
Lys
Leu
995
Leu
Leu
Gly
Gln

Ser

1075

Cys
Glu
Ser

Leu

660
Ala

Pro
Glu
His
Cys
740
val
val
Gln
Gly
Lys
820
Ala
Asp
Tyr
His
Thr
900
Arg
Gln
Trp
Glu
Arg
980
Thr
Asp
Gly
Ser
Gly
1060
Glu
Leu
Leu

Pro

Leu
1140

Met
Ser
Leu
Lys
725
Ile
Thr
Arg
Tyr
Ala
805
Gly
Ala
Phe
Ser
Phe
885
val
Leu
Pro
Met
Phe
965
Glu
Asn
Leu
Ser
Gln
1045
Asn
Arg

Ala

Gln
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Arg
Glu
Arg
710
Gly
Lys
Asp
Leu
Leu
790
Leu
Met
Arg
Gly
Glu
870
Gly
Trp
Ala
Gln
Ile
950
Thr
Ser
Lys
Asp
Ala
1030
Ser
Leu
Cys

Ser

Glu
1110

Arg
Lys
695
Lys
val
val
His
Leu
775
Pro
Gly
Tyr
Asn
val
855
Ala
Lys
Glu
Glu
Ile
935
Asp
Arg
Gly
Lys
Leu
1015
Leu
Leu
Gly
Pro
Glu

1095
Lys

Tyr
680
Ala
Leu
Trp
Ile
Met
760
Gly
Leu
Pro
Tyr
val
840
Ala
Lys
TYYr
Leu
Val
920
Cys
Glu
Met

Pro

Leu

1000

Glu
Ser
Leu
Glu

Arg

1080

Ser

val

Arg Pro Arg Gly

1125

Thr Pro Val Thr

665
Leu

Asn
Lys
Ile
Glu
745
Leu
Leu
Gly
Gln
Leu
825
Leu
Asp
Thr
Thr
Met
905
Pro
Thr
Asn
Ala
Gly
985
Glu
Ala
Leu
Ser
Ser
1065
Pro
Ser
Ser

Asp

Pro
1145

48

Glu
Lys
val
Pro
730
Asp
Ala
Cys
Ser
Leu
810
Glu
Leu
Leu
Pro
His
890
Thr
Asp
Ile
Ile
Arg
970
Ile
Glu
Glu
Pro
Pro
1050
Cys
val
Glu

Met

Ser
1130

Arg
val
Leu
715
Glu
Lys
Ile
Pro
Leu
795
Leu
Glu
Lys
Leu
Ile
875
Gln
Phe
Leu
Asp
Arg
955
Asp
Ala
val
Glu
val
1035
Ser
Gln
Ser

Gly

Cys
1115

Gly
Leu
700
Gly
Gly
Ser
Gly
Gly
780
Leu
Leu
His
Ser
Pro
860
Lys
Ser
Gly
Leu
val
940
Pro
Pro
Pro
Glu
Asp
1020
Gly
Ser
Glu
Leu
His

1100
Arg

Glu
685
Ala
Ser
Glu
Gly
Ser
765
Ser
Asp
Asn
Gly
Pro
845
Pro
Trp
Asp

Ala

Glu
925
TYr

Thr
Pro
Gly
Leu
1005
Asn
Thr
Gly
Ser
His
1085
val

Ser

Ala Tyr His

Leu Ser Pro Pro

670
Ser Ile Glu

Arg Ile Phe

Gly Val Phe
720
Ser Ile Lys
735
Arg Gln Ser
750
Leu Asp His

Ser Leu Gln

His val Arg
800
Trp Gly Val
815
Met Val His
830
Ser Gln val

Asp Asp Lys

Met Ala Leu
880
Val Trp Ser
895
Glu Pro Tyr
910
Lys Gly Glu

Met Val Met

Phe Lys Glu
960
Arg Tyr Leu
975
Pro Glu Pro
990
Glu Pro Glu

Leu Ala Thr

Leu Asn Arg
1040
Tyr Met Pro
1055
Ala val Ser
1070
Pro Met Pro

Thr Gly Ser

Arg Ser Arg
1120
Ser Gln Arg
1135
Gly Leu Glu
1150
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Glu Glu Asp Val Asn Gly Tyr Val Met Pro Asp Thr His Leu Lys Gly
1155 1160 1165
Thr Pro Ser Ser Arg Glu Gly Thr Leu Ser Ser Val Gly Leu Ser Ser
1170 1175 1180
Val Leu Gly Thr Glu Glu Glu Asp Glu Asp Glu Glu Tyr Glu Tyr Met
1185 1190 1195 1200
Asn Arg Arg Arg Arg His Ser Pro Pro His Pro Pro Arg Pro Ser Ser
1205 1210 1215
Leu Glu Glu Leu Gly Tyr Glu Tyr Met Asp Val Gly Ser Asp Leu Ser
1220 1225 1230
Ala Ser Leu Gly Ser Thr Gln Ser Cys Pro Leu His Pro Val Pro Ile
1235 1240 1245
Met Pro Thr Ala Gly Thr Thr Pro Asp Glu Asp Tyr Glu Tyr Met Asn
1250 1255 1260
Arg Gln Arg Asp Gly Gly Gly Pro Gly Gly Asp Tyr Ala Ala Met Gly
1265 1270 1275 1280
Ala Cys Pro Ala Ser Glu Gln Gly Tyr Glu Glu Met Arg Ala Phe Gln
1285 1290 1295
Gly Pro Gly His Gln Ala Pro His Val His Tyr Ala Arg Leu Lys Thr
1300 1305 1310
Leu Arg Ser Leu Glu Ala Thr Asp Ser Ala Phe Asp Asn Pro Asp Tyr
1315 1320 1325
Trp His Ser Arg Leu Phe Pro Lys Ala Asn Ala Gln Arg Thr
1330 1335 1340

<210>5

<211> 1755

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

49



atggagctgg
gcgagcaccc
acccacctgg
gaactcacct
cagggctacg
attgtgcgag
gacccgctga
cagcttcgaa
ctctgctacce
ctcacactga
ggctceccget
gcecggtggcet
gctgcecgget
agtggcatct
tccatgccca
tacaactacc
gaggtgacag
gtgtgctatg
atccaggagt
tttgatgggg
gagactctgg
gacctcagcg
tactcgctga
ctgggcagtg
ccctgggacce
gaggacgagt
tggggtccag
gtggaggaat
ttgcecgtgece
tgtggacctg

<210> 6
<211> 584
<212> PRT

cggccttgtg
aagtgtgcac
acatgctccg
acctgcccac
tgctcatcge
gcacccagct
acaataccac
gcctcacaga
aggacacgat
tagacaccaa
gctggggaga
gtgcccgcectg
gcacgggccce
gtgagctgca
atcccgaggg
tttctacgga
cagaggatgg
gtctgggcat
ttgctggctg
acccagccte
aagagatcac
tcttccagaa
ccctgcaagg
gactggccct
agctctttecg
gtgtgggcga
ggcccaccca
gccgagtact
accctgagtg
gatga

<213> Homo sapiens

<400> 6

ES 2798 758 T3

ccgctggggg
cggcacagac
ccacctctac
caatgccagc
tcacaaccaa
ctttgaggac
ccctgtcecaca
gatcttgaaa
tttgtggaag
ccgetetegg
gagttctgag
caaggggcca
caagcactct
ctgcccagcc
ccggtataca
cgtgggatcc
aacacagcgg
ggagcacttg
caagaagatc
caacactgcc
aggttaccta
cctgcaagta
gctgggcatc
catccaccat
gaacccgcac
gggcctggcec
gtgtgtcaac
gcaggggctc
tcagccccag

ctcctecteg
atgaagctgce
cagggctgcce
ctgtccttcc
gtgaggcagg
aactatgccc
ggggcctccce
ggaggggtct
gacatcttcc
gcctgecacc
gattgtcaga
ctgcccactg
gactgcctgg
ctggtcacct
ttcggcgcca
tgcaccctcg
tgtgagaagt
cgagaggtga
tttgggagcce
ccgctceccage
tacatctcag
atccggggac
agctggctgg
aacacccacc
caagctctgce
tgccaccagce
tgcagccagt
cccagggagt
aatggctcag

50

ccctettgee
ggctcecectge
aggtggtgca
tgcaggatat
tcccactgcea
tggccgtget
caggaggcct
tgatccagcg
acaagaacaa
cctgttctee
gcctgacgeg
actgctgcecca
cctgectcececa
acaacacaga
gctgtgtgac
tctgecececect
gcagcaagcc
gggcagttac
tggcatttct
cagagcagct
catggccgga
gaattctgca
ggctgegcetce
tctgettegt
tccacactge
tgtgcgcececeg
tccttcgggg
atgtgaatgc
tgacctgttt

ccccggagcec
cagtcccgag
gggaaacctg
ccaggaggtg
gaggctgcgg
agacaatgga
gcgggagctg
gaacccccag
ccagctggct
gatgtgtaag
cactgtctgt
tgagcagtgt
cttcaaccac
cacgtttgag
tgcectgtecce
gcacaaccaa
ctgtgcccga
cagtgccaat
gccggagage
ccaagtgttt
cagecctgecet
caatggcgcecce
actgagggaa
gcacacggtg
caaccggcca
agggcactgce
ccaggagtgc
caggcactgt
tggaccgctg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1755



Met
Pro
Leu
Leu
Leu
65

Gln
Gln
Ala
val
Leu
145
Leu
Asn
His
Ser
Ala
225
Ala
His
Thr
Tyr
Ser
305
Glu
Pro
val
Lys
Pro
385
Glu

Asp

Glu
Pro
Arg
Tyr
Pro
Gly
Arg
Leu
Thr
130
Thr
Cys
Gln
Pro
Glu
210
Arg
Ala
Phe
Tyr
Thr
290
Thr
val
Cys
Arg
Ile
370
Ala

Thr

Ser

Leu
Gly
Leu
35

Gln
Thr
Tyr
Leu
Ala
115
Gly
Glu
Tyr
Leu
Cys
195
Asp
Cys
Gly
Asn
Asn
275
Phe
Asp
Thr
Ala
Ala
355
Phe
Ser

Leu

Leu

Ala
Ala
20

Pro
Gly
Asn
val
Arg
100
val
Ala
Ile
Gln
Ala
180
Ser
Cys
Lys
Cys
His
260
Thr
Gly
val
Ala
Arg
340
val
Gly
Asn

Glu

Pro
420

Ala
Ala
Ala
Cys
Ala
Leu
85

Ile
Leu
Ser
Leu
Asp
165
Leu
Pro
Gln
Gly
Thr
245
Ser
Asp
Ala
Gly
Glu
325
val
Thr
Ser
Thr
Glu

405
Asp

ES 2798 758 T3

Leu
Ser
Ser
Gln
Ser
70

Ile
val
Asp
Pro
Lys
150
Thr
Thr
Met
Ser
Pro
230
Gly
Gly
Thr
Ser
Ser
310
Asp
Cys
Ser
Leu
Ala
390
Ile

Leu

Cys
Thr
Pro
val
55

Leu
Ala
Arg
Asn
Gly
135
Gly
Ile
Leu
Cys
Leu
215
Leu
Pro
Ile
Phe
Cys
295
Cys
Gly
Tyr
Ala
Ala
375
Pro

Thr

Ser

Gln
Glu
40

val
Ser
His
Gly
Gly
120
Gly
Gly
Leu
Ile
Lys
200
Thr
Pro
Lys
Cys
Glu
280
vVal
Thr
Thr
Gly
Asn
360
Phe
Leu

Gly

val

51

Trp
vVal
25

Thr
Gln
Phe
Asn
Thr
105
Asp
Leu
val
Trp
Asp
185
Gly
Arg
Thr
His
Glu
265
Ser
Thr
Leu
Gln
Leu
345
Ile
Leu
Gln

Tyr

Phe
425

Gly
10

Cys
His
Gly
Leu
Gln
90

Gln
Pro
Arg
Leu
Lys
170
Thr
Ser
Thr
Asp
Ser
250
Leu
Met
Ala
Val
Arg
330
Gly
Gln
Pro
Pro
Leu

410
Gln

Leu
Thr
Leu
Asn
Gln
75

val
Leu
Leu
Glu
Ile
155
Asp
Asn
Arg
val
Cys
235
Asp
His
Pro
Cys
Cys
315
Cys
Met
Glu
Glu
Glu
395
Tyr

Asn

Leu
Gly
Asp
Leu
60

Asp
Arg
Phe
Asn
Leu
140
Gln
Ile
Arg
Cys
Cys
220
Cys
Cys
Cys
Asn
Pro
300
Pro
Glu
Glu
Phe
Ser
380
Gln
Ile

Leu

Leu
Thr
Met
45

Glu
Ile
Gln
Glu
Asn
125
Gln
Arg
Phe
Ser
Trp
205
Ala
His
Leu
Pro
Pro
285
Tyr
Leu
Lys
His
Ala
365
Phe
Leu

Ser

Gln

Ala
Asp
30

Leu
Leu
Gln
val
Asp
110
Thr
Leu
Asn
His
Arg
190
Gly
Gly
Glu
Ala
Ala
270
Glu
Asn
His
Cys
Leu
350
Gly
Asp
Gln

Ala

val
430

Leu
15

Met
Arg
Thr
Glu
Pro
95

Asn
Thr
Arg
Pro
Lys
175
Ala
Glu
Gly
Gln
Cys
255
Leu
Gly
Tyr
Asn
Ser
335
Arg
Cys
Gly
val
Trp

415
Ile

Leu
Lys
His
Tyr
val
80

Leu
Tyr
Pro
Ser
Gln
160
Asn
Cys
Ser
Cys
Cys
240
Leu
val
Arg
Leu
Gln
320
Lys
Glu
Lys
Asp
Phe
400

Pro

Arg



10
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Gly
Gly
Leu
465
Pro
Ala
Gln
val
Arg
545

Leu

Phe

Arg
Ile
450
Ala
Trp
Asn
Leu
Asn
530
val

Pro

Gly

Ile
435
Ser
Leu
Asp
Arg
Cys
515
Cys
Leu

Cys

Pro

Leu
Trp
Ile
Gln
Pro
500
Ala
Ser
Gln
His

Leu

Leu
His
Leu
485
Glu
Arg
Gln
Gly
Pro

565
Cys

ES 2798 758 T3

Asn
Gly
His
470
Phe
Asp
Gly
Phe
Leu
550
Glu

Gly

Gly
Leu
455
Asn

Arg

Glu

Leu
535
Pro
Cys

Pro

Ala
440
Arg
Thr
Asn
Cys
Cys
520
Arg
Arg
Gln

Gly

Tyr
Ser
His
Pro
val
505
Trp
Gly
Glu

Pro

Ser
Leu
Leu
His
4390
Gly
Gly
Gln
Tyr

Gln
570

Leu
Arg
Cys
475
Gln
Glu
Pro
Glu
Val

555
Asn

Thr
Glu
460
Phe
Ala
Gly
Gly
Cys
540

Asn

Gly

Leu
445
Leu
val
Leu
Leu
Pro
525
val
Ala

Ser

Gln
Gly
His
Leu
Ala
510
Thr
Glu

Arg

val

Gly
Ser
Thr
His
495
Cys
Gln
Glu
His

Thr
575

<210>7
<211> 1626
<212> ADN

580

<213> Homo sapiens

<400>7

atgagggcga
gaggtgggca
gatgctgaga
gggaaccttg
cgagaagtga
aacctccgcg
ttgaactata
gagattctgt
attgactgga
agaagctgtce
gactgccaga
cccaaccccea
acagactgct
cagcctcettg
cagtatggag
tgtgtcaggg
gagccttgtg
cagactgtgg
ctggactttc
ccagagaagce
tcctggecge
agaagcctct
ctgggcttcc
cagctctgct
cgactagaca
atgaggccga
gcaatggctc
gtgtga

<210>8
<211> 541
<212> PRT

acgacgctct
actctcaggce
accaatacca
agattgtgcet
caggctatgt
tggtgcgagg
acaccaactc
cagggggtgt
gggacatcgt
ccececctgtea
cattgaccaa
accagtgctg
ttgcectgeceg
tctacaacaa
gagtttgtgt
cctgtecctcece
ggggactatg
actcgagcaa
tgatcaccgg
tcaatgtctt
cccacatgca
acaaccgggg
gatccctgaa
accaccactc
tcaagcataa
atgcttctcce
gggctctgat

<213> Homo sapiens

gcaggtgctg
agtgtgtcct
gacactgtac
cacgggacac
cctcgtggcec
gacccaggtc
cagccacgct
ttatattgag
gagggaccga
tgaggtttgce
gaccatctgt
ccatgatgag
gcacttcaat
gctaactttc
agccagctgt
tgacaagatg
tcccaaagcc
cattgatgga
cctcaatgga
ccggacagta
caacttcagt
cttctcattg
ggaaattagt
tttgaactgg
tecggececgege
tgccaccecgg
acttgtgctc

ggcttgcecttt
gggactctga
aagctctacg
aatgccgacc
atgaatgaat
tacgatggga
ctgcgccagce
aagaacgata
gatgctgaga
aaggggcgat
gctcctcagt
tgtgccgggg
gacagtggag
cagctggaac
ccccataact
gaagtagata
tgtgagggaa
tttgtgaact
gacccctggce
cgggagatca
gttttttcca
ttgatcatga
gctgggcgta
accaaggtgc
agagactgcg
aatgccaacc
aatgtgccca

52

tcagcctggce
atggcctgag
agaggtgtga
tcteccttect
tctctactct
agtttgccat
tcecgettgac
agctttgtca
tagtggtgaa
gctggggtcc
gtaatggtca
gctgctcagg
cctgtgtacc
ccaatccccea
ttgtggtgga
aaaatgggct
caggctctgg
gcaccaagat
acaagatccc
caggttacct
atttgacaac
agaacttgaa
tctatataag
ttcgggggece
ggagcctcga
catggagggc
ttttcgagat

ccggggctcc
tgtgaccggce
ggtggtgatg
gcagtggatt
accattgccc
cttcgtcatg
tcagctcacce
catggacaca
ggacaatggc
tggatcagaa
ctgctttggg
ccctcaggac
tcgctgtcecca
caccaagtat
tcaaacatcc
caagatgtgt
gagccgcttc
cctgggcaac
tgccctggac
gaacatccag
cattggaggc
tgtcacatct
tgccaatagg
tacggaagag
gaatttgccc
actgccacat
gggccccact

Leu
Gly
val

480
Thr

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560-
1620
1626



<400> 8

Met
Ala
Leu
Leu
Ile
65

Leu
Gly
His
Gly
145
Ile
Lys
Arg
Ile
Gln
225
Thr
Pro
Glu
Ser
Cys
305
Glu
Gly
Asn
Asn
Asn
385
Ser
Thr
Met

Ile

His
465

Arg
Arg
Asn

TYyYX
50

val
Glu
Pro
Lys
Ala
130
Gly
Asp
Asp
Cys
Cys
210
Cys
Asp
Arg
Pro
Cys
290
Pro
Pro
Ser
Cys
Gly
370
Val
Trp
Ile
Lys
Ser

450
His

Ala
Gly
Gly
Lys
Leu
val
Leu
Phe
115
Leu
val
Trp
Asn
Trp
195
Ala
Cys
Cys
Cys
Asn
275
Pro
Pro
Cys
Arg
Thr
355
Asp
Phe
Pro
Gly
Asn
435
Ala

Ser

Asn
Ser
20

Leu
Leu
Thr
Thr
Pro
100
Ala
Arg
Tyr
Arg
Gly
180
Gly
Pro
His
Phe
Pro
260
Pro
His
Asp
Gly
Phe
340
Lys
Pro
Arg
Pro
Gly
420
Leu

Gly

Leu

Asp
Glu

Ser

Gly
Gly
Asn
Ile
Gln
Ile
Asp
165
Arg
Pro
Gln
Asp
Ala
245
Gln
His
Asn
Lys
Gly
325
Gln
Ile
Trp
Thr
His
405
Arg
Asn

Arg

Asn

ES 2798 758 T3

Ala
Val
val
Glu
His
70

Tyr
Leu
Phe
Leu
Glu
150
Ile
Ser
Gly
Cys
Glu
230
Cys
Pro
Thr
Phe
Met
310
Leu
Thr
Leu
His
val
390
Met
Ser

val

Ile

Trp
470

Leu
Gly
Thr
Arg
Asn
val
Arg
val
Arg
135
Lys
val
Cys
Ser
Asn
215
Cys
Arg
Leu
Lys
Val
295
Glu
Cys
val
Gly
Lys
375
Arg
His
Leu

Thr

Tyr
455
Thr

Gln
Asn
Gly
40

Cys
Ala
Leu
val
Met
120
Leu
Asn
Arg
Pro
Glu
200
Gly
Ala
His
val

Tyr
280
val
val
Pro
Asp
Asn
360
Ile
Glu
Asn
Tyr
Ser
440
Ile

Lys

val
Ser
25

Asp
Glu
Asp
Val
val
105
Leu
Thr
Asp
Asp
Pro
185
Asp
His
Gly
Phe
Tyr
265
Gln
Asp
Asp
Lys
Ser
345
Leu
Pro
Ile
Phe
Asn
425
Leu

Ser

val

53

Leu
10

Gln
Ala
val
Leu
Ala
90

Arg
Asn
Gln
Lys
Arg
170
Cys
Cys
Cys
Gly
Asn
250
Asn
Tyr
Gln
Lys
Ala
330
Ser
Asp
Ala
Thr
Ser
410
Arg
Gly
Ala

Leu

Gly
Ala
Glu
Val
Ser
75

Met
Gly
Tyr
Leu
Leu
155
Asp
His
Gln
Phe
Cys
235
Asp
Lys
Gly
Thr
Asn
315
Cys
Asn
Phe
Leu
Gly
395
val
Gly
Phe

Asn

Arg
475

Leu
Val
Asn
Met
60

Phe
Asn
Thr
Asn
Thr
140
Cys
Ala
Glu
Thr
Gly
220
Ser
Ser
Leu
Gly
Ser
300
Gly
Glu
Ile
Leu
Asp
380
Tyr
Phe
Phe
Arg
Arg

460
Gly

Leu
Cys
Gln
45

Gly
Leu
Glu
Gln
Thr
125
Glu
His
Glu
val
Leu
205
Pro
Gly
Gly
Thr
val
285
Cys
Leu
Gly
Asp
Ile
365
Pro
Leu
Ser
Ser
Ser
445
Gln

Pro

Phe
Pro
30

Tyr
Asn
Gln
Phe
val
310
Asn
Ile
Met
Ile
Cys
190
Thr
Asn
Pro
Ala
Phe
270
Cys
val
Lys
Thr
Gly
350
Thr
Glu
Asn
Asn
Leu
430
Leu

Leu

Thr

Ser
15

Gly
Gln
Leu
Trp

Ser
95
Tyr

Ser
Leu
Asp
Val
175
Lys
Lys
Pro
Gln
Cys
255
Gln
val
Arg
Met
Gly
335
Phe
Gly
Lys
Ile
Leu
415
Leu
Lys
Cys

Glu

Leu
Thr
Thr
Glu
Ile
80

Thr
Asp
Ser
Ser
Thr
160
Val
Gly
Thr
Asn
Asp
240
val
Leu
Ala
Ala
Cys
320
Ser
val
Leu
Leu
Gln
400
Thr
Ile
Glu

Tyr

Glu
480
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Arg Leu
Glu Asn
Asn Pro

Val Leu

Asp Ile

Pro
500
Arg

Leu

Trp
515

Asn Val

530

<210>9
<211> 1668
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9

atgagggcga
gaggtgggca
gatgctgaga
gggaaccttg
cgagaagtga
aacctccgeg
ttgaactata
gagattctgt
attgactgga
agaagctgtc
gactgccaga
cccaacccca
acagactgct
cagcctcttg
cagtatggag
tgtgtcaggg
gagccttgtg
cagactgtgg
ctggactttc
ccagagaagc
tcectggecge
agaagcctct
ctgggcttcce
cagctctgct
cgactagaca
gacccactgt
cgaaattata
atacttgtgce

<210> 10
<211> 555
<212> PRT

acgacgctct
actctcaggc
accaatacca
agattgtgct
caggctatgt
tggtgcgagg
acaccaactc
cagggggtgt
gggacatcgt
cccecctgtea
cattgaccaa
accagtgctg
ttgcctgecg
tctacaacaa
gagtttgtgt
cctgtectcece
ggggactatg
actcgagcaa
tgatcaccgg
tcaatgtctt
cccacatgca
acaaccgggg
gatccctgaa
accaccactc
tcaagcataa
gctcctctgg
gccgaggagg
tcaatgtgcc

<213> Homo sapiens

<400> 10

ES 2798 758 T3

Lys His
485

Met

Asn

Pro

Ala Leu Pro

Ile Phe

535

Pro

gcaggtgctg
agtgtgtcct
gacactgtac
cacgggacac
cctcgtggcec
gacccaggtc
cagccacgct
ttatattgag
gagggaccga
tgaggtttgc
gaccatctgt
ccatgatgag
gcacttcaat
gctaactttc
agccagctgt
tgacaagatg
tcccaaagcc
cattgatgga
cctcaatgga
ccggacagta
caacttcagt
cttctcattg
ggaaattagt
tttgaactgg
tcggccgegce
gggatgctgg
tgtctgtgtg
cattttcgag

Arg

Pro Arg Arg Asp Cys

490

Asn

505
His
520
Glu

ggcttgcecttt
gggactctga
aagctctacg
aatgccgacc
atgaatgaat
tacgatggga
ctgcgccagce
aagaacgata
gatgctgaga
aaggggcgat
gctectcagt
tgtgccgggg
gacagtggag
cagctggaac
ccccataact
gaagtagata
tgtgagggaa
tttgtgaact
gacccctggce
cgggagatca
gttttttcca
ttgatcatga
gctgggcegta
accaaggtgc
agagactgcg
ggcccaggcc
acccactgca
atgggcccca

54

Ala Ser Pro Ala Thr

Ala Met Ala Arg Ala

540

tcagcctgge
atggcctgag
agaggtgtga
tcteccttect
tctctactct
agtttgccat
tccgettgac
agctttgtca
tagtggtgaa
gctggggtce
gtaatggtca
gctgctcagg
cctgtgtacc
ccaatcccca
ttgtggtgga
aaaatgggct
caggctctgg
gcaccaagat
acaagatccc
caggttacct
atttgacaac
agaacttgaa
tctatataag
ttcgggggcce
tggcagaggg
ctggtcagtg
actttctgaa
ctgtgtga

495

510

525

Met Gly Pro Thr Vval

ccggggctcece
tgtgaccggc
ggtggtgatg
gcagtggatt
accattgccc
cttcgtcatg
tcagctcacc
catggacaca
ggacaatggc
tggatcagaa
ctgctttggg
ccctcaggac
tcgctgtcca
caccaagtat
tcaaacatcc
caagatgtgt
gagccgcttce
cctgggcaac
tgccctggac
gaacatccag
cattggaggc
tgtcacatct
tgccaatagg
tacggaagag
caaagtgtgt
cttgtcctgt
tggggctctg

Gly Ser Leu
Arg Asn Ala

Leu Ile Leu

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1668



Met
Ala
Leu
Leu
Ile

65
Arg

Arg
Arg
Asn
Tyr
50

val

Glu

Ala
Gly
Gly
35

Lys

Leu

val

Asn
Ser
20

Leu
Leu

Thr

Thr

Asp
Glu
Ser
Tyr
Gly

Gly

ES 2798 758 T3

Ala
val
val
Glu
His

70
Tyr

Leu
Gly
Thr
Arg
Asn

val

Gln Val

Asn Ser
25

Gly Asp

40

Cys Glu

Ala Asp

Leu Val

55

Leu
10

Gln
Ala
val

Leu

Ala

Gly
Ala
Glu
Val
Ser

75
Met

Leu
val
Asn
Met
60

Phe

Asn

Leu
Cys
Gln
45

Gly

Leu

Glu

Phe

Pro
30

Tyr
Asn
Gln

Phe

Ser
15

Gly
Gln
Leu

Trp

Ser

Leu
Thr
Thr
Glu
Ile

80
Thr



Leu
Gly
His
Gly
145
Ile
Lys
Arg
Ile
Gln
225
Thr
Pro
Glu
Ser
Cys
305
Glu
Gly
Asn
Asn
Asn
385
Ser
Thr
Met
Ile
His
465
Arg
Gly
Gly
Cys

Asn
545

<210> 11

Pro
Lys
Ala
130
Gly
Asp
Asp
Cys
Cys
210
Cys
Asp
Arg
Pro
Cys
290
Pro
Pro
Ser
Cys
Gly

370
val

Trp
Ile
Lys
Ser
450
His
Leu
Lys
Pro
Val

530
val

Leu
Phe
115
Leu
val
Trp

Asn

Trp
195
Ala
Cys
Cys
Cys
Asn
275
Pro
Pro
Cys
Arg
Thr
355
Asp
Phe
Pro
Gly
Asn
435
Ala
Ser
Asp
val
Gly
515
Thr

Pro

Pro
100
Ala
Arg
Tyr
Arg
Gly
180
Gly
Pro
His
Phe
Pro
260
Pro
His
Asp
Gly
Phe
340
Lys
Pro
Arg
Pro
Gly
420
Leu
Gly
Leu
Ile
Cys
500
Gln
His

Ile

85
Asn

Ile
Gln
Ile
Asp
165
Arg
Pro
Gln
Asp
Ala
245
Gln
His
Asn
Lys
Gly
325
Gln
Ile
Trp
Thr
His
405
Arg
Asn
Arg
Asn
Lys
485
Asp
Cys

Cys

Phe

ES 2798 758 T3

Leu
Phe
Leu
Glu
150
Ile
Ser
Gly
Cys
Glu
230
Cys
Pro
Thr
Phe
Met
310
Leu
Thr
Leu
His
vVal
390
Met
Ser

vVal

Ile

Trp
470
His
Pro
Leu

Asn

Glu
550

Arg
val
Arg
135
Lys
val
Cys
Ser
Asn
215
Cys
Arg
Leu
Lys
val
295
Glu
Cys
val
Gly
Lys
375
Arg
His
Leu

Thr

Tyr
455
Thr
Asn
Leu
Ser
Phe

535
Met

val
Met
120
Leu
Asn
Arg
Pro
Glu
200
Gly
Ala
His
val
Tyr
280
val
val
Pro
Asp
Asn
360
Ile
Glu
Asn
Tyr
Ser
440
Ile
Lys
Arg
Cys
Cys
520

Leu

Gly

56

Vval
105
Leu
Thr
Asp
Asp
Pro
185
Asp
His
Gly

Phe

Tyr
265
Gln
Asp
Asp
Lys
Ser
345
Leu
Pro
Ile
Phe
Asn
425
Leu
Ser
val
Pro
Ser
505
Arg

Asn

Pro

90
Arg

Asn
Gln
Lys
Arg
170
Cys
Cys
Cys
Gly
Asn

250
Asn

Tyr
Gln
Lys
Ala
330
Ser
Asp
Ala
Thr
Ser
410
Arg
Gly
Ala
Leu
Arg
490
Ser
Asn

Gly

Thr

Gly
Tyr
Leu
Leu
155
Asp
His
Gln
Phe
Cys
235
Asp
Lys
Gly
Thr
Asn
315
Cys
Asn
Phe
Leu
Gly
395
val
Gly
Phe
Asn
Arg
475
Arg
Gly
Tyr

Ala

val
555

Thr Gln

Asn Thr
125

Thr Glu

140

Cys His

Ala Glu
Glu val

Thr Leu
205

Gly Pro

220

Ser Gly

Ser Gly
Leu Thr

Gly Val
285

Ser Cys

300

Gly Leu

Glu Gly
Ile Asp

Leu Ile
365

Asp Pro

380

Tyr Leu

Phe Ser
Phe Ser

Arg Ser
445

Arg Gln

460

Gly Pro

Asp Cys
Gly Cys
Ser Arg

525

Leu Ile
540

Val
110
Asn
Ile
Met
Ile
Cys
190
Thr
Asn
Pro
Ala
Phe
270
Cys
val
Lys
Thr
Gly
350
Thr
Glu
Asn
Asn
Leu
430
Leu
Leu

Thr

val

Trp
510
Gly

Leu

95
Tyr

Ser
Leu
Asp
Val
175
Lys
Lys
Pro
Gln
Cys
255
Gln
vVal
Arg
Met
Gly
335
Phe
Gly
Lys
Ile
Leu
415
Leu
Lys
Cys
Glu
Ala
495
Gly

Gly

Val

Asp
Ser
Ser
Thr
160
val
Gly
Thr
Asn
Asp
240
val
Leu
Ala
Ala
Cys
320
Ser
val
Leu
Leu
Gln
400
Thr
Ile
Glu
Tyr
Glu
480
Glu
Pro

val

Leu



10

15
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<211>1710
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 11

atgagggcga
gaggtgggca
gatgctgaga
gggaaccttg
cgagaagtga
aacctccgcg
ttgaactata
gagattctgt
attgactgga
agaagctgtc
gactgccaga
cccaacccca
acagactgct
cagcctcttg
cagtatggag
tgtgtcaggg
gagccttgtg
cagactgtgg
ctggactttc
ccagagaagc
tcctggeege
agaagcctct
ctgggcttcce
cagctctgct
cgactagaca
gacccactgt
cgaaattata
cgagaatttg
ggcactgcca

acgacgctct
actctcaggc
accaatacca
agattgtgct
caggctatgt
tggtgcgagg
acaccaactc
cagggggtgt
gggacatcgt
ccccectgtea
cattgaccaa
accagtgctg
ttgcctgceceg
tctacaacaa
gagtttgtgt
cctgteccectece
ggggactatg
actcgagcaa
tgatcaccgg
tcaatgtctt
cccacatgca
acaaccgggg
gatccctgaa
accaccactc
tcaagcataa
gctcectetgg
gccgaggagg
cccatgaggce
catgcaatgg

gcaggtgctg
agtgtgtcct
gacactgtac
cacgggacac
cctecgtggcec
gacccaggtc
cagccacgct
ttatattgag
gagggaccga
tgaggtttgc
gaccatctgt
ccatgatgag
gcacttcaat
gctaactttc
agccagctgt
tgacaagatg
tcccaaagcc
cattgatgga
cctcaatgga
ccggacagta
caacttcagt
cttctcattg
ggaaattagt
tttgaactgg
tcggccgegce
gggatgctgg
tgtctgtgtg
cgaatgcttc
ctcggtgtaa

ggcttgcttt
gggactctga
aagctctacg
aatgccgacc
atgaatgaat
tacgatggga
ctgcgccagce
aagaacgata
gatgctgaga
aaggggcgat
gctcctcagt
tgtgccgggg
gacagtggag
cagctggaac
ccccataact
gaagtagata
tgtgagggaa
tttgtgaact
gacccctggc
cgggagatca
gttttttcca
ttgatcatga
gctgggcgta
accaaggtgc
agagactgcg
ggcccaggcc
acccactgca
tcctgeccacc

<210> 12

<211> 569

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Met
1
Ala

Arg
Arg

Leu Asn

Leu Tyr
50
Ile Vval
65
Arg Glu

Leu Pro

Gly Lys
Ala
130
Gly

His

Gly
145

Ala

Gly

20
Gly Leu
35

Lys
Leu
vVal Thr

85
Pro

100
Ala

Leu

Phe
115
Leu Arg

Val Tyr

Asn Asp
Ser Glu
Ser
Leu Tyr
Thr Gly
Gly
Asn
Ile
Gln

Ile

Ala Leu

Val Gly

Val Thr

Gln
Asn

Gly

Val Leu
10
Ser Gln
25

Asp Ala

40

Glu Arg
55
His Asn
70
Tyr Val

Leu Arg

Phe val

Cys
Ala
Leu
val

Met

Glu val

Asp Leu

Ala
90
Arg

val

val
105

Leu Asn

120

Leu Arg
135
Glu Lys

150

Leu

Asn

Thr Gln

Asp Lys

57

tcagcctggce
atggcctgag
agaggtgtga
tctccttect
tctctactct
agtttgccat
tccgettgac
agctttgtca
tagtggtgaa
gctggggtcce
gtaatggtca
gctgctcagg
cctgtgtacc
ccaatcccca
ttgtggtgga
aaaatgggct
caggctctgg
gcaccaagat
acaagatccc
caggttacct
atttgacaac
agaacttgaa
tctatataag
ttcgggggcece
tggcagaggg
ctggtcagtg
actttctgaa
cggaatgcca

Gly Leu

Ala val

Glu Asn

Val Met
60
Ser Phe
75
Met Asn

Gly Thr

Asn

Tyr

ccggggctcc
tgtgaccggc
ggtggtgatg
gcagtggatt
accattgccc
cttcgtcatg
tcagctcacc
catggacaca
ggacaatggc
tggatcagaa
ctgctttggg
ccctcaggac
tcgctgtcca
caccaagtat
tcaaacatcc
caagatgtgt
gagccgcttc
cctgggcaac
tgccectggac
gaacatccag
cattggaggc
tgtcacatct
tgccaatagg
tacggaagag
caaagtgtgt
cttgtecctgt
tggggagcct
acccatggag

Leu
Cys
Gln
45

Gly
Leu
Glu
Gln

Thr

Phe Ser Leu

15
Pro Gly Thr
30
Tyr

Gln Thr

Asn Leu Glu

Gln Ile
80
Thr

Trp
Phe Ser
95
val Tyr
110

Asn

Asp

Ser Ser

125

Thi:
140
Cys

Leu

Leu
155

Glu

His

Ile Leu Ser

Met Thr

160

Asp

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440°
1500
1560
1620
1680
1710



Ile
Lys
Arg
Ile
Gln
225
Thr
Pro
Glu
Ser
Cys
305
Glu
Gly
Asn
Asn
Asn
385
Ser
Thr
Met
Ile
His
465
Arg
Gly
Gly
Cys
His

545
Gly

<210> 13
<211> 1689
<212> ADN

Asp
Asp
Cys
Cys
210
Cys
Asp
Arg
Pro
Cys
290
Pro
Pro
Ser
Cys
Gly
370
val
Trp
Ile
Lys
Ser
450
His
Leu
Lys
Pro
val
530
Glu

Thr

Trp
Asn

Trp
195
Ala
Cys
Cys
Cys
Asn
275
Pro
Pro
Cys
Arg
Thr
355
Asp
Phe
Pro
Gly
Asn
435
Ala
Ser
Asp
val
Gly
L B
Thr

Ala

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 13

Arg
Gly
180
Gly
Pro
His
Phe
Pro
260
Pro
His
Asp
Gly
Phe
340
Lys
Pro
Arg
Pro
Gly
420
Leu
Gly
Leu
Ile
Cys
500
Gln
His
Glu

Thr

Asp
165
Arg
Pro
Gln
Asp
Ala
245
Gln
His
Asn
Lys
Gly
325
Gln
Ile
Trp
Thr
His
405
Arg
Asn
Arg
Asn
Lys
485
Asp
Cys
Cys
Cys

Cys
565

ES 2798 758 T3

Ile
Ser
Gly
Cys
Glu
230
Cys
Pro
Thr
Phe
Met
310
Leu
Thr
Leu
His
val
390
Met
Ser
val
Ile
Trp
470
His
Pro
Leu
Asn
Phe

550
Asn

val
Cys
Ser
Asn
215
Cys
Arg
Leu
Lys
val
295
Glu
Cys
val
Gly
Lys
375
Arg
His
Leu
Thr
Tyr
455
Thr
Asn
Leu
Ser
Phe
535

Ser

Gly

Arg
Pro
Glu
200
Gly
Ala
His
val
Tyr
280
val
val
Pro
Asp
Asn
360
Ile
Glu
Asn
Tyr
Ser
440
Ile
Lys
Arg
Cys
Cys
520
Leu

Cys

Ser

Asp
Pro
185
Asp
His
Gly
Phe
Tyr
265
Gln
Asp
Asp
Lys
Ser
345
Leu
Pro
Ile
Phe
Asn
425
Leu
Ser
val
Pro
Ser
505
Arg
Asn
His

val

58

Arg
170
Cys
Cys
Cys
Gly
Asn
250
Asn
Tyr
Gln
Lys
Ala
330
Ser
Asp
Ala
Thr
Ser
410
Arg
Gly
Ala
Leu
Arg
490
Ser
Asn

Gly

Pro

Asp
His
Gln
Phe
Cys
235
Asp
Lys
Gly
Thr
Asn
315
Cys
Asn
Phe
Leu
Gly
395
Val
Gly
Phe
Asn
Arg
475
Arg
Gly
Tyr

Glu

Glu
555

Ala
Glu
Thr
Gly
220
Ser
Ser
Leu
Gly
Ser
300
Gly
Glu
Ile
Leu
Asp
380
Tyr
Phe
Phe
Arg
Arg
460
Gly
Asp
Gly
Ser
Pro

540
Cys

Glu
Val
Leu
205
Pro
Gly
Gly
Thr
val
285
Cys
Leu
Gly
Asp
Ile
365
Pro
Leu
Ser
Ser
Ser
445
Gln
Pro
Cys
Cys
Arg
525

Arg

Gln

Ile
Cys
190
Thr
Asn
Pro
Ala
Phe
270
Cys
val
Lys
Thr
Gly
350
Thr
Glu
Asn
Asn
Leu
430
Leu
Leu
Thr
vVal
Trp
510
Gly
Glu

Pro

vVal
175
Lys
Lys
Pro
Gln
Cys
255
Gln
val
Arg
Met
Gly
335
Phe
Gly
Lys
Ile
Leu
415
Leu
Lys
Cys
Glu
Ala
495
Gly
Gly
Phe

Met

val
Gly
Thr
Asn
Asp
240
val
Leu
Ala
Ala
Cys
320
Ser
val
Leu
Leu
Gln
400
Thr
Ile
Glu
Tyr
Glu
480
Glu
Pro
val

Ala

Glu
560



10

atgagggcga
gaggtgggca

gatgctgaga
gggaaccttg
cgagaagtga
aacctccgceg
ttgaactata
gagattctgt
attgactgga
agaagctgtce
gactgccaga
cccaacccca
acagactgcet
cagcctcttg
cagtatggag
tgtgtcaggg
gagccttgtg
cagactgtgg
ctggactttc
ccagagaagc
tcectggecge
agaagcctct
ctgggcttece
cagctctgcet
cgactagaca
gacccactgt
cgaaattata
aaggggagcc
atacaataa

<210> 14
<211> 562
<212> PRT

acgacgctct
actctcaggc

accaatacca
agattgtgct
caggctatgt
tggtgcgagg
acaccaactc
cagggggtgt
gggacatcgt
ccececctgtea
cattgaccaa
accagtgctg
ttgcctgecg
tctacaacaa
gagtttgtgt
cetgtectee
ggggactatg
actcgagcaa
tgatcaccgg
tcaatgtctt
cccacatgca
acaaccgggg
gatccctgaa
accaccactc
tcaagcataa
gctectcectgg
gccgaggagg
agtcaaggat

<213> Homo sapiens

<400> 14

ES 2798 758 T3

gcaggtgctg
agtgtgtcct

gacactgtac
cacgggacac
cctecgtggece
gacccaggtc

cagccacgcet

ttatattgag
gagggaccga
tgaggtttgc
gaccatctgt
ccatgatgag
gcacttcaat
gctaactttc
agccagctgt
tgacaagatg
tcccaaagcc
cattgatgga
cctcaatgga
ccggacagta
caacttcagt
cttctcattg
ggaaattagt
tttgaactgg
tcggccgecgce
gggatgctgg
tgtctgtgtg
gggtgggggt

ggcttgettt
gggactctga

aagctctacg
aatgccgacc
atgaatgaat
tacgatggga
ctgcgccagce
aagaacgata
gatgctgaga
aaggggcgat
gctcctcagt
tgtgccgggg
gacagtggag
cagctggaac
ccccataact
gaagtagata
tgtgagggaa
tttgtgaact
gacccctggce
cgggagatca
gttttttcca
ttgatcatga
gctgggcgta
accaaggtgc
agagactgcg
ggcccaggcc
acccactgca
ggggccctgce

59

tcagcctgge ccggggctcc
atggcctgag tgtgaccggc

agaggtgtga.

tcteccttect
tctctactct
agtttgccat
tccgettgac
agctttgtca
tagtggtgaa
gctggggtcc
gtaatggtca
gctgctcagg
cctgtgtacc
ccaatcccca
ttgtggtgga
aaaatgggct
caggctctgg
gcaccaagat
acaagatccc
caggttacct
atttgacaac
agaacttgaa
tctatataag
ttcgggggcec
tggcagaggg
ctggtcagtg
actttctgaa
aatggaactg

ggtggtgatg
gcagtggatt
accattgccc
cttcgtcatg
tcagctcacc
catggacaca
ggacaatggc
tggatcagaa
ctgctttggg
ccctcaggac
tcgctgtcca
caccaagtat
tcaaacatcc
caagatgtgt
gagccgctte
cctgggcaac
tgcecctggac
gaacatccag
cattggaggc
tgtcacatct
tgccaatagg
tacggaagag
caaagtgtgt
cttgtcctgt
tgggtacagt
ttcaggtggc

60
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080,
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1689



Met
Ala
Leu
Leu
Ile
65

Arg
Leu
Gly
His
Gly
145
Ile
Lys

Arg

Ile

Arg
Arg
Asn
Tyr
50

val
Glu
Pro
Lys
Ala
130
Gly
Asp
Asp

Cys

Cys

Ala
Gly
Gly
35

Lys
Leu
val
Leu
Phe
115
Leu
val
Trp
Asn
Trp

195
Ala

Asn
Ser
20

Leu
Leu
Thr
Thr
Pro
100
Ala
Arg
Tyr
Arg
Gly
180
Gly

Pro

Asp
Glu
Ser
Tyr
Gly
Gly
85

Asn
Ile
Gln
Ile
Asp
165
Arg

Pro

Gln

Ala
val
Val
Glu
His
70

Tyr
Leu
Phe
Leu
Glu
150
Ile
Ser

Gly

Cys

ES 2798 758 T3

Leu
Gly
Thr
Arg
55

Asn
val
Arg
Val
Arg
135
Lys
val
Cys

Ser

Asn

Gln
Asn
Gly
40

Cys
Ala
Leu
val
Met
120
Leu
Asn
Arg
Pro
Glu

200
Gly

val
Ser
25

Asp
Glu
Asp
val
val
105
Leu
Thr
Asp
Asp
Pro
185
Asp

His

60

Leu
10

Gln
Ala
val
Leu
Ala
90

Arg
Asn
Gln
Lys
Arg
170
Cys
Cys

Cys

Gly
Ala
Glu
val
Ser
75

Met
Gly
Tyr
Leu
Leu
155
Asp
His
Gln

Phe

Leu
val
Asn
Met
60

Phe
Asn
Thr
Asn
Thr
140
Cys
Ala
Glu

Thr

Gly

Leu
Cys
Gln
45

Gly
Leu
Glu
Gln
Thr
125
Glu
His
Glu
val
Leu

205
Pro

Phe
Pro
30

Tyr
Asn
Gln
Phe
val
110
Asn
Ile
Met
Ile
Cys
190
Thr

Asn

Ser
15

Gly
Gln
Leu

Trp

Ser
95

Tyr
Ser
Leu
Asp
val
175
Lys

Lys

Pro

Leu
Thr
Thr
Glu
Ile
80

Thr
Asp
Ser
Ser
Thr
160
val
Gly

Thr

Asn



10

Gln
225
Thr
Pro
Glu
Ser
Cys
305
Glu
Gly
Asn
Asn
Asn
385
Ser
Thr
Met
Ile
His
465
Arg
Gly
Gly
Cys
Ser

545
Ile

<210> 15
<211> 261
<212> ADN

210
Cys

Asp
Arg
Pro
Cys
290
Pro
Pro
Ser
Cys
Gly
370
Val
Trp
Ile
Lys
Ser
450
His
Leu
Lys
Pro
Val
530

Arg

Gln

Cys
Cys
Cys
Asn
275
Pro

Pro

Cys

Thr
355
Asp
Phe
Pro
Gly
Asn
435
Ala
Ser
Asp
val
Gly
515
Thr

Met

<213> Homo sapiens

<400> 15

cctgggggtg
agtgtgtggc
gtgtgaaacc
gccageccttg
gaggactttc

<210> 16
<211> 893
<212> ADN

His
Phe
Pro
260
Pro
His
Asp
Gly
Phe
340
Lys
Pro
Arg
Pro
Gly
420
Leu
Gly
Leu
Ile
Cys
500
Gln
His

Gly

Asp
Ala
245
Gln
His
Asn
Lys
Gly
325
Gln
Ile
Trp
Thr
His
405
Arg
Asn
Arg
Asn
Lys
485
Asp
Cys
Cys

Gly
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Glu
230
Cys
Pro
Thr
Phe
Met
310
Leu
Thr
Leu
His
val
390
Met
Ser
val
Ile
Trp
470
His
Pro
Leu

Asn

Gly
550

215
Cys

Arg
Leu
Lys
Val
295
Glu
Cys
val
Gly
Lys
375
Arg
His
Leu
Thr
Tyr
455
Thr
Asn
Leu
Ser
Phe

535
Gly

Ala
His
val

Tyr
280
Val
val
Pro
Asp
Asn
360
Ile
Glu
Asn
TYr
Ser
440
Ile
Lys
Arg
Cys
Cys
520

Leu

Ala

Gly
Phe

Tyr
265
Gln
Asp
Asp
Lys
Ser
345
Leu
Pro
Ile
Phe
Asn
425
Leu
Ser
val
Pro
Ser
505
Arg

Asn

Leu

61

Gly
Asn

250
Asn

Tyr
Gln
Lys
Ala
330
Ser
Asp
Ala
Thr
Ser
410
Arg
Gly
Ala
Leu
Arg
490
Ser
Asn

Gly

Gln

tcagtgccag ccccccacaa atcttttcetg
ctgtgcccac tataaggacc ctcccttctg
tgacctctce tacatgccca tctggaagtt
ccccatcaac tgcacccact cgtgagtcca
ctttcagggg t

Cys
235
Asp
Lys
Gly
Thr
Asn
315
Cys
Asn
Phe
Leu
Gly
395
val
Gly
Phe
Asn
Arg
475
Arg
Gly
Tyr
TYyTr

Trp
555

220
Ser

Ser
Leu
Gly
Ser
300
Gly
Glu
Ile
Leu
Asp
380
Tyr
Phe
Phe
Arg
Arg
460
Gly
Asp
Gly
Ser
Ser

540
Asn

Gly
Gly
Thr
val
285
Cys
Leu
Gly
Asp
Ile
365
Pro
Leu
Ser
Ser
Ser
445
Gln
Pro
Cys
Cys
Arg
525
Lys

Cys

Pro
Ala
Phe
270
Cys
vVal
Lys
Thr
Gly
350
Thr
Glu
Asn
Asn
Leu
430
Leu
Leu
Thr
val
Trp
510
Gly
Gly

Ser

Gln
Cys
255
Gln
Val
Arg
Met
Gly
335
Phe
Gly
Lys
Ile
Leu
415
Leu
Lys
Cys
Glu
Ala
495
Gly
Gly

Ser

Gly

Asp
240
val
Leu
Ala
Ala
Cys
320
Ser
val
Leu
Leu
Gln
400
Thr
Ile
Glu
Tyr
Glu
480
Glu
Pro
val
Gln

Gly
560

cccccceccag gaggctgacc
cgtggcccge tgccccagceg
tccagatgag gagggcgcat
acggtctttt ctgcagaaag

60
120
180
240
261
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<213> Homo sapiens

<400> 16

cttgctggga
caaagtgtgt
cttgtcctgt
tgggtacagt
ttcaggtggc
aggtaggaga
ccecteectt
tctecctgeca
actagtagca
gaatgatatg
gatcctgaat
tcttecctgac
tcgagatggg
aatctacaag
ggggtcagtg

<210> 17
<211> 180
<212> ADN

gtcctcagac
gacccactgt
cgaaattata
aaggggagcc
atacaataaa
cctgtggttg
tattccccac
cccggaatgce
ccaggatctc
gctaaggata
gtctgggttg
cttctctctt
ccccactgtg
tacccagatg
atgggataat

<213> Homo sapiens

<400> 17

ES 2798 758 T3

tecctctecta
gctcctctgg
gccgaggagg
agtcaaggat
agtctttaga
tgagatcgga
tacagggagc
caacccatgg
caagggagac
gcacagagag
gtctttgctg
ccactcaggg
tgagcagctg
ttcagaatga
aaggagaggg

acccacccct
gggatgctgg
tgtctgtgtg
gggtgggggt
cagctttctg
gcatgaaggt
ctcgagaatt
agggcactgc
agagaagggg
gccagataat
ggaggtatgg
ctctgatact
cccceccatgga
atgtcggccc
ggtcaggtgg

tcctttecag
ggcccaggcc
acccactgca
ggggccctge
catgtgcctt
caggacttgg
tgcccatgag
cacatgcaat
caatacttgg
gctagggcct
aattgacctt
tgtgctcaat
gtcctaggtg
tgccatgaga
aagggtagga

tggcagaggg
ctggtcagtg
actttctgaa
aatggaactg
ggtgggattg
aagtgacccc
gccgaatgcect
ggctcggtat
agcatctggg
gcagatagaa
gggatctgat
gtgcccattt
Cccaagggccce
actgcaccca
gca

gccagcactt tgggaggctg agatgggaag atcacttgag cccagaatta gagataagcc
tatggaaaca tagcaagaca ctgtctctac aggggaaaaa aaaaaaagaa actgagcctt
aaagagatga aataaattaa gcagtagatc caggatgcaa aatcctccca attcctgtgce

<210> 18
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos sintéticos

<400> 18

gggcagaaaa gatttgtggg

<210> 19
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos sintéticos

<400> 19

cacactggtc agcctcctgg 20

<210> 20
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos sintéticos

<400> 20

62

20

60°
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
893

60
120
180"
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gccacacact ggtcagcectc

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtidos sintéticos

<400> 21
ctcacgagtg ggtgcagttg

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotidos sintéticos

<400> 22
gttggactca cgagtgggatg

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotidos sintéticos

<400> 23
gaccgttgga ctcacgagtg

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtidos sintéticos

<400> 24
gaccgttgga ctcacgagtg

<210> 25

<211>16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotidos sintéticos

<400> 25

cgttggactc acgagt

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotidos sintéticos

<400> 26

63
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gggtcacttc caagtcctga

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtidos sintéticos

<400> 27
gtcacttcca agtcctgacc

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotidos sintéticos

<400> 28
cacttccaag tcctgacctt

<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotidos sintéticos

<400> 29
cttccaagtc ctgaccttca

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtidos sintéticos

<400> 30
cccttactgt acccattcag

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotidos sintéticos

<400> 31
ctceccttac tgtacccatt

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotidos sintéticos

<400> 32

64
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tggctcccct tactgtacce

<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtidos sintéticos

<400> 33
ctcgaggctc cctgtagtgg

<210> 34

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotidos sintéticos

<400> 34
attctcgagg ctccctgtag

<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotidos sintéticos

<400> 35
caaattctcg aggctccctg

<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtidos sintéticos

<400> 36
ctagtatacc gagccattgc

<210> 37

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotidos sintéticos

<400> 37
gtgctactag tataccgagc

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotidos sintéticos

<400> 38

65
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caagtatcag agccctgagt 20

<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtidos sintéticos

<400> 39
ttatcccatc actgacccct 20.

<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotidos sintéticos

<400> 40
tattatccca tcactgacce 20

<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotidos sintéticos

<400> 41
atttcatctc tttaaggctc 20

<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtidos sintéticos

<400> 42
ctggatctac tgcttaattt 20

<210> 43

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotidos sintéticos

<400> 43
gctattacct taacccag 18

<210> 44

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 44

66
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cctgggggtg tcagtgccag ccccccacaa atcttttctg cccececceccag gaggctgacce
agtgtgtggc ctgtgcccac tataaggacc ctcccttctg

<210> 45

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 45

ccagatgagg agggcgcatg ccagccttgc cccatcaact gcacccactc gtgagtccaa
cggtcttttc tgcagaaagg aggactttcc tttcaggggt

<210> 46

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 46

cttgctggga gtcctcagac tcctctceccta acccacccct tecctttceccag tggcagaggg
caaagtgtgt gacccactgt gctectetgg gggatgetgy

<210> 47

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 47

aattatagcc gaggaggtgt ctgtgtgacc cactgcaact ttctgaatgg gtacagtaag
gggagccagt caaggatggg tgggggtggg gccctgcaat

<210> 48

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 48

aaggtcagga cttggaagtg acccccccct ccctttattc cccactacag ggagcctcga
gaatttgccc atgaggccga atgcttctcecc tgccacccgg

<210> 49

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 49

gccacccgga atgccaaccce atggagggca ctgccacatg caatggectcg gtatactagt
agcaccagga tctccaaggg agacagagaa ggggcaatac

<210> 50

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

67
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<400> 50

ggaattgacc ttgggatctg attcttcctg accttctctce ttccactcag ggctctgata
cttgtgctca atgtgcccat tttcgagatg ggccccactg

<210> 51

<211>100

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 51

ccagatgttc agaatgaatg tcggccctgc catgagaact gcacccaggg gtcagtgatg
ggataataag gagagggggt caggtggaag ggtaggagca

<210> 52

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (9)..(9)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> Xaa es beta-alanina

<400> 52
"Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Xaa Xaa
1 5 10
<210> 53
<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2), (8), (13)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (5), (11), (14)
<223> Xaa es beta-alanina
<400> 53

Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Xaa Xaa
1 5 10

68
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<210> 54

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2), (5), (8), (13)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (11), (14)

<223> Xaa es beta-alanina

<400> 54
Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Xaa Xaa
1 5

<210> 55

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2), (4), (6), (8), (10), (14), (17)
<223> Xaa es beta-alanina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (12), (16)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

<400> 55

Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Xaa

1 5 10

<210> 56

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2), (4), (6), (10), (12), (14)
<223> Xaa es beta-alanina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (8), (16), (17)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

69
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<400> 56

Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Xaa

1 5

<210> 57

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1), (9), (17)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (3), (5), (7), (11), (13), (15)
<223> Xaa es beta-alanina

<400> 57

Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa

1 5

<210> 58

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2), (6), (10), (14), (17)
<223> Xaa es beta-alanina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (4), (8), (12), (16)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

<400> 58

Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Xaa

1 5

<210> 59

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2), (4), (6), (8), (17)
<223> Xaa es beta-alanina

ES 2798 758 T3
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<220>

<221> MOD_RES

<222> (10), (12), (14, (16)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

<400> 59

Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Xaa
1 5 10 15

<210> 60

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2), (8), (16)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

<220>
<221> MOD_RES

<222> (4), (6), (10), (12), (14)
<223> Xaa es beta-alanina

<400> 60

Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa

1 5 10 15

<210> 61

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)... (13)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14)...(14)

<223> Xaa es beta-alanina

<400> 61
Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Xaa Xaa
1 5 10

<210> 62

<211> 14

<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)...(13)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14)...(14)

<223> Xaa es beta-alanina

<400> 62

Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Xaa Xaa

1 5

<210> 63

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (3)...(12)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (13)...(13)

<223> Xaa es beta-alanina

<400> 63

Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Xaa

1

<210> 64

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1)...(13)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (14)...(14)

<223> Xaa es beta-alanina

<400> 64

ES 2798 758 T3
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1 5

<210> 65

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)...(12)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (13)...(13)

<223> Xaa es beta-alanina

<400> 65

Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Xaa

1

<210> 66

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)...(14)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

<220>

<221> MOD_RES

<222> (15)...(15)

<223> Xaa es beta-alanina

<400> 66

Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Xaa
10

1 5

<210> 67

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético rico en arginina

<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)...(10)

<223> Xaa es acido 6-aminohexanoico

ES 2798 758 T3
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<220>

<221> MOD_RES

<222> (11)...(11)

<223> Xaa es beta-alanina

<400> 67

1

<210> 68

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 68
caccatggag ctggcggcct

<210> 69

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 69
tccaggtcca cacageggtc ¢

ES 2798 758 T3
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) aislada y soluble que consiste
en la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 6 o los aminoacidos 23-584 de la SEQ ID NO: 6.

2. La proteina de la reivindicacion 1, que se modifica mediante pegilacion.

3. Un acido nucleico aislado que codifica la proteina del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HERZ2) de acuerdo con la reivindicacion 1.

4. El acido nucleico de la reivindicacién 3, que consiste en la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 5 o los
nucledtidos 67-1755 de la SEQ ID NO: 5.

5. Uso de una proteina del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) aislada y soluble de
acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 o codificada por un acido nucleico de la reivindicacion 3 o 4 para inhibir la
proteina HER2 de longitud completa in vitro,

que comprende poner en contacto una célula que expresa la proteina HER2 de longitud completa con la proteina
HERZ2 de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2 o codificada por un acido nucleico de la reivindicacion 3 o 4.
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