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ES 2305116 T3

DESCRIPCION

Coactivacion de receptores nucleares.

Esta invencién se refiere a una nueva proteina, a un ensayo para la unién entre un receptor nuclear sensible y un
coactivador y a un método de modulacién de la actividad transcripcional promovida por un receptor nuclear sensible.

Esta invencion estd en el campo del uso de funciones de receptores nucleares en organismos. Los receptores nu-
cleares tienen un gran intervalo de funciones, pero su papel mas destacado consiste en permitir a las células responder
a hormonas, tales como estradiol, cortisol y progesterona. Mediante los receptores nucleares, las hormonas influyen
en la transcripcidn de genes en las células, mediante la cual las células pueden modificar su funcién. Ademads, se sabe
que la activacion de la transcripcién génica por receptores nucleares estd facilitada o incluso permitida por coacti-
vadores. Se conocen varios de dichos coactivadores. Por ejemplo, Nishikawa et al (Toxicol. Appl. Pharmacol. 154,
pégs. 76-83, 1999) describen métodos de exploracién para quimicos con actividades hormonales usando la interaccién
de receptores hormonales nucleares con un coactivador. Su método se basa en el descubrimiento de que la interac-
cion entre el coactivador y un receptor nuclear, que es sensible a ese coactivador en particular, puede estabilizarse
por un ligando que se une al receptor nuclear. Dichos ensayos también son importantes para desenmarafiar la accién
de hormonas y los mecanismos para el control de la transcripcién de genes en general. Con estas técnicas pueden
desarrollarse nuevas medicinas para influir especificamente en los procesos fisioldgicos relacionados con el funciona-
miento de receptores nucleares para fines terapéuticos, de diagndstico, cosméticos y anticonceptivos. Esta invencién
pone a disposicién una proteina que tiene la secuencia de aminodcidos que se proporciona en las SEC ID 7, 8, 11
6 12. Dicha proteina tiene el efecto de coactivar un receptor nuclear sensible en su funcién promotora de la trans-
cripcién de ADN. Con el descubrimiento de la funcién de dicha proteina como coactivador, esta invencién también
proporciona un nuevo método de modulacién de la actividad transcripcional promovida por un receptor nuclear sen-
sible y un coactivador en un sistema, que comprende la adicién de un agente al sistema, interfiriendo el agente con,
o potenciando, la funcién del coactivador de esta invencidn. Este método puede realizarse mediante la introduccién
del gen para el coactivador en el sistema para producir su expresion, asi como mediante la identificacién y posterior
uso de compuestos que pueden modificar el funcionamiento del coactivador y/o del complejo coactivador-receptor
nuclear. Por lo tanto, el término agente se refiere en la presente memoria, por ejemplo, a un compuesto quimico o
a un vector, comprendiendo el vector el gen que codifica la proteina de la invencién. Dicha modulacién puede usar-
se para interferir con, o potenciar, los procesos de transcripcién nuclear con fines terapéuticos, anticonceptivos, de
diagnéstico y cosméticos, y puede usarse en ensayos para la cuantificacién de la modulacién. Por lo tanto, el tér-
mino sistema se refiere a un entorno definido molecularmente y/o biolégicamente y se refiere a sistemas in vitro asi
como a sistemas in vivo en los que puede introducirse el agente modulador. Los sistemas in vitro son mezclas que
permiten la transcripcion o traduccion de ADN y/o ARN vy los sistemas in vivo son células, que pueden estar en un
cultivo de células o de tejidos o en el interior de un cuerpo humano o animal. Obviamente, la expresién modulacién
de la actividad de un receptor nuclear puede referirse a un aumento o a una disminucion en la actividad transcripcio-
nal del receptor, mientras que el término coactivacion se refiere a la potenciacién de la actividad transcripcional del
receptor.

Una secuencia, que supuestamente representa una proteina de este tipo, se ha descrito previamente con el niimero
de gen KIAA0576 en una publicacién por Nagase et al. (DNA Research vol. 5, pags. 31-39, 1998) con referencia al
nimero de acceso AB011148 para las bases de datos EMBL/GenBank/DDBJ, donde estd ligada a la id de proteina
BAA25502. El gen KIAA0576 no se ha expresado mas alld de la fase de ARN y no se le ha supuesto ninguna otra
funcién mds especifica que la direccién de dcidos nucleicos en base a una homologia muy débil (<30% de nucleétidos
idénticos) con una secuencia de ADN conocida.

Puesto que es obvio que modificaciones minoritarias en la secuencia de la proteina son igualmente titiles para el
uso descrito anteriormente, la invencidn también describe una proteina que tiene una secuencia de aminodcidos que
tiene al menos una similitud del 90%, o preferiblemente de al menos el 95%, mas preferiblemente de al menos el
99% vy, mas preferiblemente, del 100% con la secuencia de las SEC ID 7, 8, 11 6 12. El término similitud se refiere
a un grado de similitud entre proteina en vista de diferencias en aminodcidos, pero cuyos aminodcidos diferentes son
funcionalmente similares en vista de un tamafio, lipofilicidad, acidez, etc. casi iguales. Un porcentaje de similitud se
calcula mediante el alineamiento 6ptimo de las secuencias usando una matriz de puntuacién de similitud tal como la
matriz blosum62 descrita en Henikoff y Henikoff (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89; 10915-10919 (1991)). El célculo
del porcentaje de similitud y el alineamiento 6ptimo de dos secuencias, usando la matriz de similitud blosum62 y el
algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48; 443-453 (1970)), puede realizarse usando el programa GAP
del Genetics Computer Group (GCG, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) usando los pardmetros por defecto del
programa.

Un aspecto adicional de la invencién es que la funcién de coactivacién descrita anteriormente también puede
obtenerse con una protefna que tiene la secuencia de los aminodcidos nimero 1 a 234 en la SEC ID 7 u 8. Se sabe
que las proteinas truncadas pueden tener la misma o parcialmente la misma funcién que la proteina de mayor tamafio.
Se descubrié que también puede usarse esta proteina truncada y, por lo tanto, este aspecto de la invencién también
proporciona una proteina que tiene una secuencia que tiene una similitud de al menos el 90%, preferiblemente de al
menos el 95%, mas preferiblemente de al menos el 99% y, mas preferiblemente, del 100% con la secuencia de los
aminodcidos nimero 1 a234 enla SECID 7 u 8.
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Ademds, la invencién describe una proteina que es una variante de origen natural de una proteina que tiene la
secuencia como en las SEC ID 7, 8, 11 6 12. Proteinas, que tienen una similitud de al menos el 80%, preferiblemente
de al menos el 90%, mas preferiblemente de al menos el 95%, atin mds preferiblemente de al menos el 99% y, mas
preferiblemente, una similitud del 100% con la proteina definida en las SEC ID 7, 8, 11 6 12 y que procede de tejidos
humanos o de tejidos de especies no humanas, pueden usarse igualmente para la coactivacion de un receptor nuclear
sensible. Una proteina de origen natural, que pertenece a la clase definida por cosas en comun en la estructura y
funcion indicadas de la proteina que se define por las SEC ID 7, 8, 11 6 12, se denominard mediante la secuencia de
letras arbitraria de proteinas COASTER. En documentos anteriores, al menos en documentos que han circulado por
nuestro organismo de investigacion, la secuencia de letras arbitraria MFC se ha usado para proporcionar un nombre
para las proteinas de acuerdo con esta invencién. Por lo tanto, MFC y COASTER son sinénimos. Otros fragmentos
COASTER también aparecen en tejidos bioldgicos. Dichos fragmentos estdn codificados por variantes de corte y
empalme.

Ademads, habiendo descrito la estructura de la proteina y la funcién de una proteina COASTER, la invencién
también describe una proteina que es un equivalente funcional homélogo de la proteina como se ha definido anterior-
mente. Un equivalente funcional homélogo es una proteina que no cumple completamente las caracteristicas definidas
anteriormente porque tiene una similitud inferior a uno de los porcentajes indicados anteriormente, o porque no es
el fragmento que se ha definido anteriormente, o porque no es de origen natural, pero que todavia tiene una fun-
cidén caracteristica en comtn con las proteinas de la invencion definidas anteriormente. Por ejemplo, un fragmento
de una proteina COASTER no sélo puede usarse en solitario para la coactivacién del receptor nuclear sensible, sino
que también puede fusionarse con otras secuencias proteicas conocidas de otras proteinas para beneficiarse del efecto
activador del receptor nuclear. Dichos fragmentos no necesitan tener una identidad del 100% con las secuencias de
los fragmentos de proteinas COASTER intactas. Ademads, pueden generarse artificialmente proteinas funcionalmente
equivalentes a proteinas COASTER y variantes de corte y empalme de las mismas mediante mutaciones, inserciones
o deleciones deliberadas en la secuencia polinucleotidica codificante. Un alto grado de similitud de una proteina con
una proteina especificamente caracterizada en esta descripciéon hace a una proteina funcionalmente equivalente a una
proteina COASTER.

En vista de la utilidad de las proteinas, un aspecto de la invencién es proporcionar el uso de un polinucleétido
que codifica la proteina de esta invencién produciendo la expresion del polinucledtido en un sistema que también
comprenda un receptor nuclear sensible. El polinucleétido puede ser ADN o ARN puesto que tanto una secuencia
de nucledtidos de ADN como una secuencia de ARN servird con el fin de codificar las proteinas de la invencion.
Son ADN preferidos para usar en esta invencion las secuencias que se proporcionan en las SEC ID 1, 2, 3, 4, 5, 6,
9 6 10. Puede obtenerse la expresion incorporando artificialmente el polinucledtido en células eucariotas, bacterias,
plasmidos o vectores y permitiendo la transcripcion del gen por métodos generalmente conocidos en la técnica. El
sistema, que puede ser una mezcla con componentes para la transcripcion y/o traduccién de ADN o ARN o una célula
intacta, posiblemente parte de un organismo completo, también deberia contener o generar el receptor nuclear sensible
para ser capaz de usar la interaccion entre la proteina de la invencion y el receptor nuclear. Una fuente practica de
informacidn sobre estas técnicas puede encontrarse en Sambrook et al., Molecular Cloning: a Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 1989.

En el contexto de nucledtidos también se puede hacer referencia a grados de similitud, en los que tripletes de
nucledtidos que codifican el mismo aminodcido pueden reemplazar a tripletes en las secuencias anteriores. Es mas
habitual referirse a secuencias de nucleétidos homélogas:

La homologia de un polinucleétido se define como:

, Niuimero de restos idénticos entre dos secuencias
Homologia (%) =

Longitud de secuencias alineadas — Longitud de todos los huecos

después del alineamiento 6ptimo de las secuencias. Puede realizarse un alineamiento 6ptimo usando el algoritmo de
Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48; 443-453 (1970)) que maximiza el nimero de emparejamientos y minimiza
el nimero de huecos. De hecho, puede definirse un intervalo mas reducido de proteinas mediante el reemplazo del
término similitud por homologia, que tiene la definicién andloga a la de homologia de un polinucleétido. Dicho uso
del término homologia para una proteina de la invencién se basa en el porcentaje de identidad de restos aminoacidicos
en la proteina. Como alternativa, la expresion grado de homologia de una proteina, definida de esta forma, también
puede reemplazarse por la expresion grado de identidad de una proteina.

Para adaptar la variabilidad de codones, la invencién también incluye secuencias polinucleotidicas que codifican
para las mismas secuencias de aminodcidos que las secuencias descritas en la presente memoria. La informacion de
secuencias, como se proporciona en la presente memoria, no deberia interpretarse tan limitadamente como para que
sea necesaria la exclusion de bases identificadas erréneamente. La secuencia especifica descrita en la presente memoria
puede usarse facilmente para aislar los genes completos de varias otras especies o variantes alélicas. Por ejemplo, la
secuencia puede usarse para preparar sondas o como una fuente para preparar oligonucleétidos sintéticos para usarlos
como cebadores en reacciones de amplificacién de ADN que permiten el aislamiento y la identificacién de los genes
variantes completos. La secuencia genética completa puede usarse en la preparaciéon de moléculas de vector para la
expresion de la proteina en células hospedadoras adecuadas.
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La presente invencidn se refiere ademads a polinucleétidos que tienen ligeras variaciones o que tienen sitios poli-
morficos. Los polinucledtidos que tienen ligeras variaciones pueden codificar polipéptidos variantes que conserven la
misma funcién o actividad biolégica que la proteina madura natural. Los sitios polimérficos son ttiles con fines de
diagnéstico. En otro aspecto, la invencién proporciona un método para aislar un polinucleétido que comprende las
etapas de: a) hibridar un ADN de acuerdo con la presente invencion en condiciones rigurosas frente a dcidos nucleicos
que sean ARN, ADN (genémico) o ADNc aislados preferiblemente a partir de tejidos que expresen un nivel elevado
del polinucleétido de interés; y b) aislar dichos dcidos nucleicos por métodos conocidos por un especialista en la téc-
nica. Los tejidos son preferiblemente de origen humano. Preferiblemente, se aislan 4cidos ribonucleicos de oocitos,
ovarios o testiculos. Las condiciones de hibridacién son preferiblemente muy rigurosas. De acuerdo con la presente
invencién, el término “rigurosa” se refiere a condiciones de lavado de SSC 1x, SDS al 0,1% a una temperatura de
65°C; las condiciones muy rigurosas se refieren a una reduccién de SSC hasta SSC 0,3x, mds preferiblemente hasta
SSC 0,1x. Preferiblemente, los dos primeros lavados se llevan a cabo posteriormente dos veces, cada una durante 15-
30 minutos. Si existe la necesidad de lavar en condiciones muy rigurosas se realiza un lavado adicional con SSC 0,1x
una vez durante 15 minutos. La hibridacién puede realizarse, por ejemplo, durante una noche en tampén fosfato 0,5
M a pH 7,5/SDS al 7% a 65°C. Como una alternativa el método para aislar el gen puede comprender metodologia de
amplificacién de genes usando cebadores obtenidos a partir del 4cido nucleico de acuerdo con la invencién. También
pueden obtenerse ADNc completos mediante la combinacién de clones obtenidos, por ejemplo, por hibridacién con
clones de ADNc de RACE, por ejemplo.

Para usar la modulacién de la transcripcion el sistema también deberia comprender genes para receptores nucleares
sensibles y elementos promotores sensibles para estos receptores nucleares. El polinucledtido que codifica una proteina
de esta invencion puede usarse para la produccion de una proteina COASTER recombinante para servir, junto con una
proteina receptora nuclear recombinante, en un ensayo para la unién de la proteina con el receptor nuclear sensible.

La expresion receptor nuclear sensible se usa en esta descripcion para referirse a cualquier receptor nuclear que
puede activarse por una proteina COASTER. Preferiblemente, el receptor nuclear en el sistema del ensayo es un
receptor de esteroides o, mas preferiblemente, un receptor de progestagenos, un receptor de estrégenos o un receptor
de glucocorticoides. Un método de modulacién de la actividad transcripcional promovida por un receptor nuclear
sensible y un coactivador de acuerdo con esta invencion puede ser un ensayo in vitro para la determinacién del grado
de modulacién, y comprende cuantificar el grado de modulacién. Las condiciones para la cuantificacién del grado
de modulacién o de unién pueden comprender un ensayo de doble hibrido en levaduras, como se describe en la
presente memoria, o un ensayo de doble hibrido andlogo en un sistema de células de mamiferos. Como alternativa,
la eficacia de unién puede medirse usando proteinas recombinantes aisladas de COASTER vy el receptor nuclear que
estén convenientemente marcados para permitir la deteccion de la eficacia de unién. El marcaje de las proteinas
puede implicar moléculas radiactivas o fluorescentes o moléculas con propiedades enzimdticas que estén directa o
indirectamente unidas a las proteinas recombinantes. Como alternativa, la eficacia de unién puede medirse mediante
un sistema biodetector basado en afinidad tal como el BIACORE. Como alternativa, la eficacia de unién puede medirse
mediante ensayos de complementacion in vivo o in vitro que usan la interaccién de la proteina COASTER y del
receptor nuclear para dirigir la complementacién de una proteina funcional, tal como S-galactosidasa o dihidrofolato
reductasa, mediante la cual la funcién de la proteina complementada se usa como una medida para la eficacia de unién.

El método de modulacién de la actividad transcripcional promovida por un receptor nuclear sensible y un coacti-
vador de acuerdo con esta invencién también puede ser un tratamiento del cuerpo humano o animal que comprenda
la administracién del agente al ser humano o animal. Dicho agente puede ser un vector que inserte el gen para el
coactivador en células del organismo, permitiendo de este modo la produccién de mds coactivador para la activacién
del receptor nuclear, o puede ser un vector que inserte un gen para un coactivador defectuoso en células del organismo,
permitiendo de este modo la produccién de una proteina de acuerdo con la invencién que interfiera con la accién de la
proteina COASTER endégena, dando como resultado una accién disminuida del receptor nuclear. El agente también
puede ser un compuesto quimico que influya en la interaccion entre el coactivador y el receptor nuclear sensible. Dicho
compuesto puede obtenerse mediante una exploracién de rutina en un ensayo para la unién entre el coactivador y el
receptor nuclear sensible, o en un ensayo para la cuantificacién de la modulacién de la accién del receptor nuclear sen-
sible. Por lo tanto, un aspecto adicional de la invencion es que el ensayo o método de acuerdo con la invencién puede
usarse para seleccionar compuestos que modulen la unién entre una proteina COASTER y un receptor nuclear sensible,
o que modulen la actividad de un complejo receptor nuclear-COASTER. En dicho ensayo, se ensayan compuestos para
determinar su capacidad para inducir o alterar una interaccién entre COASTER y un receptor nuclear sensible o, como
alternativa, sobre su capacidad para modular la transcripciéon mediante un receptor nuclear sensible y en presencia de
COASTER y de un ADN indicador. Un ADN indicador consiste en un promotor que es sensible al receptor nuclear
bajo estudio y un gen indicador cuya actividad transcripcional puede controlarse. El promotor puede ser un promotor
natural aislado de un gen respuesta de un receptor nuclear o un casete sintético de (multiples copias de) un elemento
de respuesta de un receptor nuclear consenso fusionado a un promotor de niicleo basal (por ejemplo, una caja TATA).
Los genes indicadores adecuados incluyen genes que codifican enzimas cuya actividad puede controlarse median-
te un ensayo enzimatico (por ejemplo, luciferasa o 5-galactosidasa), genes que codifican proteinas con propiedades
fluorescentes (por ejemplo, proteina verde fluorescente) o genes cuyos niveles de transcritos pueden controlarse.

El dltimo ensayo es particularmente ventajoso porque COASTER potencia la accién de un promotor que contiene
un elemento de respuesta del receptor de estrégenos (ERE) en presencia del receptor de estrégenos alfa y de un agonista
parcial, permitiendo de este modo la identificacion de nuevos agonistas parciales. Conocidos ensayos basados en ERE
no son capaces de reconocer todos los agonistas parciales (por ejemplo, raloxifeno).
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La invencién también proporciona una composicién farmacéutica como una medicina para el método menciona-
do de modulacién de la actividad transcripcional promovida por un receptor nuclear sensible y un coactivador en un
sistema, que comprende la administracién de un agente a un cuerpo humano o animal, interfiriendo el agente con,
o potenciando, la funcién del coactivador de esta invencidn. Esta invencién también proporciona una composicién
farmacéutica para usar en lo mencionado, comprendiendo la composicién farmacéutica el agente que interfiere con,
0 que potencia, la funcién del coactivador. Como se ha explicado anteriormente, un compuesto identificado con los
ensayos proporcionados por la invencién puede interferir con, o potenciar, la funcién como coactivador de la pro-
teina de la invencién. Como alternativa, puede formularse para uso medicinal un vector que comprenda el gen para
una proteina de acuerdo con la invencién. Es bien conocido en la técnica un método de preparacién de una medicina
por mezcla del agente con uno o mas coadyuvantes farmacéuticamente aceptables, tales como los que se describen
en la bibliografia de referencia Gennaro et al., Remmington’s Pharmaceutical Sciences, (18" ed., Mack publishing
Company, 1990, véase especialmente la Parte 8: Pharmaceutical Preparations and Their Manufacture). Se describen
coadyuvantes adecuados, por ejemplo, en Handbook of Pharmaceutical Excipients (2* Edicion, Editores A. Wade y P.
J. Weller; American Pharmaceutical Association; Washington; The Pharmaceutical Press; Londres, 1994). La mezcla
del agente y del coadyuvante farmacéuticamente aceptable puede comprimirse en unidades de dosificacion sélidas,
tales como pildoras y comprimidos, o procesarse en capsulas o supositorios. Por medio de liquidos farmacéutica-
mente adecuados, el agente también puede aplicarse como una preparacion para inyeccién en forma de una solucién,
suspension, emulsién o como una pulverizacion, por ejemplo, una pulverizacién nasal. Para preparar unidades de do-
sificacidn, por ejemplo, comprimidos, se contempla el uso de aditivos convencionales tales como cargas, colorantes,
aglutinantes poliméricos y similares. Dichas composiciones farmacéuticas pueden usarse en un tratamiento relaciona-
do con un receptor nuclear activado por COASTER, més especificamente, contra el desarrollo de tumores estimulados
por hormonas, para la anticoncepcién masculina o femenina, para el tratamiento de dolencias menopdusicas y tras-
tornos postmenopausicos en mujeres, para el tratamiento con farmaco anabolizantes, para enfermedades cardiacas y
para el tratamiento del envejecimiento debido a una actividad hormonal reducida. Puesto que la proteina COASTER
presenta un perfil de expresion especifico de tejido, dichas medicinas pueden contribuir a tratamientos especificos de
tejido. Ademds, la presencia o la modulacién de COASTER pueden alterar la farmacologia de ligandos de receptores
nucleares. Por ejemplo, habitualmente el raloxifeno es un antagonista, pero cuando se expresa claramente COASTER
en la célula, el raloxifeno presenta propiedades agonistas. También se ponen a disposicion por esta invencioén polinu-
cleétidos marcados adecuadamente que tienen una secuencia que codifica protefnas para la invencién o fragmentos
de las mismas. Estos pueden usarse en métodos de diagndstico mediante hibridacién cuantitativa rigurosa de ARN
para identificar enfermedades relacionadas con una expresiéon anormal de ARN de COASTER en un organismo. Es-
tos métodos pueden implicar, ventajosamente, el uso de dichos polinucledtidos marcados, que tienen una longitud
de al menos 500 nucledtidos, para realizar una identificacidn precisa del ARN con hibridacién. Sin embargo, tam-
bién puede preferirse una longitud de entre 20 y 50 nucledtidos, siendo mds préctica y todavia eficaz para este fin.
Con fines de diagndstico, también puede detectarse la expresion de ARNm de COASTER mediante una reaccion en
cadena de nucledtidos, tal como una reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa (RT-PCR). Para
este fin, se sintetiza ADNc a partir de ARN aislado de un espécimen de muestra usando una enzima transcriptasa
inversa. E1 ADNCc se usa posteriormente como un molde en una reaccién en cadena de la polimerasa en presencia
de un cebador oligonucleotidico directo e inverso de COASTER. La cantidad de producto de PCR amplificado, que
puede determinarse mediante marcaje isotépico o no isotdpico junto con métodos de deteccién apropiados o me-
diante métodos espectrofotométricos o colorimétricos directos, refleja el nivel de expresion relativo del ARNm de
COASTER.

El marcaje puede realizarse de diversas formas. En el caso de marcaje radiactivo, la hibridacién de polinucleoti-
dos puede medirse mediante la cuantificacion del niimero de desintegraciones por segundo del hibrido radiomarcado.
Como alternativa, los fragmentos radiomarcados hibridados pueden visualizarse mediante autorradiografia o métodos
similares. Los métodos de marcaje no isotopicos con frecuencia hacen uso de nucleétidos biotinilados que se incorpo-
ran durante el marcaje del fragmento. Posteriormente, el fragmento hibridado con éxito puede detectarse en virtud de
la biotina incorporada. El resto de biotina puede detectarse usando una molécula de avidina conjugada con una molé-
cula con propiedades fluorescentes o enzimaticas. La cantidad de actividad fluorescente o enzimadtica se usa como una
medida para la eficacia de hibridacién. El método de diagndstico serd particularmente til para enfermedades que im-
plican desarrollo tumoral. Es sorprendente que el gen de COASTER estd muy expresado en lineas celulares tumorales.
El método de diagnéstico puede realizarse mediante exploracién o toma de biopsias del organismo que se va a diag-
nosticar, pero el método puede limitarse estrictamente a un método que no se practique en el cuerpo humano o anima.
En esa situacion, el método comprende el ensayo in vitro del material biolégico disponible para hibridacién. En vista
de la sensibilidad de los receptores nucleares para COASTER, el método se usa preferiblemente cuando la enfermedad
que se sospecha esta relacionada con un mal funcionamiento de un receptor de esteroides o, mas preferiblemente, con
un receptor de progestdgenos, un receptor de estrégenos o un receptor de glucocorticoides.

Las proteinas para la invencion también pueden usarse para producir anticuerpos dirigidos contra estas proteinas,
pudiendo usarse los anticuerpos en métodos de diagndstico de trastornos que implican cambios en el proceso de coac-
tivacién descrito en esta invencién. Pueden encontrarse métodos para la produccién de anticuerpos monoclonales y
policlonales en un manual de laboratorio habitual tal como Current Protocols in Molecular Biology (F. M. Ausubel,
R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, J. G. Seidman, J. A. Smith, K. Struhl eds., John Wiley y Sons Inc.). Puede
llevarse a cabo la inmunizacion usando preparaciones en bruto o purificadas de proteina COASTER o mediante vacu-
nacién de ADN usando un vector de expresion de mamiferos para COASTER que se usa directamente para inmunizar
el organismo donante de anticuerpos.
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Pueden obtenerse polinucledtidos que codifican COASTER incorporados artificialmente en células eucariotas, bac-
terias, plasmidos o vectores y proteina COASTER por amplificacién mediante una reaccion en cadena de la polimerasa
sobre un molde de ADNc que se haya obtenido mediante la transcripcién inversa de ARN de testiculo humano. La
reaccion en cadena de la polimerasa deberia hacer uso de un cebador directo que comprende el codén de inicio del
ADNCc de COASTER (por ejemplo, ATGGGAGACCCGGGGTCGGA; SEC ID 13) y un cebador inverso que com-
prende el codén de terminacién del ADNc de COASTER (por ejemplo, TTACATTTCCTCAAGACTTC; SEC ID 14).
La clonacién del ADNc obtenido de este modo en un vector de expresién adecuado permitird la produccién de la pro-
teina COASTER. Mediante deleciones e inserciones de nucleétidos parcialmente idénticos pueden obtenerse proteinas
COASTER artificiales con métodos bien conocidos por los especialistas, por ejemplo, como se describe en Sambrook
(en la obra citada).

La proteina COASTER puede introducirse en un organismo mediante la transfeccién de un vector de expresion que
contiene el ADNc de COASTER. El vector deberia contener un promotor que sea capaz de dirigir la expresion génica
en el organismo transfectado, y el ADNc de COASTER cadena abajo de este promotor. Ademas, el vector deberia
contener sefiales para un inicio y una terminacion adecuadas de la transcripcién y de la traduccidn, y sefiales para un
procesamiento adecuado del transcrito. Para la introducciéon de COASTER en células de mamifero son adecuados pro-
motores virales tales como el Virus de los Simios 40, de la repeticién terminal larga del Sarcoma de Rous o los promo-
tores tempranos inmediatos de Citomegalovirus, para dirigir la transcripciéon del ADNc de COASTER. Los ejemplos
de vectores plasmidicos que contienen promotores virales incluyen pCDNA3.1, pRSV y pNGV1. Ademds de la intro-
duccion de COASTER en células de mamifero con la ayuda de plasmidos, COASTER puede introducirse en células de
mamifero mediante transduccién usando vehiculos virales para el suministro y expresién de COASTER. Los virus ade-
cuados incluyen retrovirus, adenovirus y baculovirus. Para la introduccién de COASTER en células bacterianas, son
adecuados vectores que contienen promotores bacterianos tales como el promotor de T7. Los ejemplos de vectores de
expresion bacterianos incluyen pRSET y pET. Para la introduccién de COASTER en levaduras, los vectores adecuados
incluyen pYES para la introduccién en Saccharomyces cerevisiae y pPIC para la introduccién en Pichia pastoris.

Esta disponible un método sencillo para seleccionar un receptor nuclear sensible para el ensayo. Por ejemplo, puede
ensayarse si un receptor nuclear se coactiva mediante una protefna COASTER en un ensayo de transfeccién transitoria.
Cuando existe coactivacion, el receptor nuclear es sensible. La accién de un receptor nuclear es la induccién de la trans-
cripcién de un gen unido cadena abajo a un promotor. Con un ensayo de doble hibrido, por ejemplo, puede ensayarse si
el receptor nuclear interacciona con la proteina COASTER. Asimismo, puede ensayarse de forma rutinaria la equiva-
lencia funcional con la proteina COASTER de una proteina artificial en un ensayo como se describe en los ejemplos.

La siguiente descripcion de variantes y uso de la invencidn pretende posibilitar adicionalmente la invencién y el
uso de la misma.

La coactivacion del ERa unido a un ligando modulador selectivo del receptor de estrogenos (SERM) depende de la
region AF1

La Figura 4 muestra que COASTER es un coactivador para el ERe unido a ligando de 4OH-tamoxifeno pero
no para el ERS unido a ligando de 4OH-tamoxifeno. Estos resultados estdin muy en concordancia con observaciones
anteriores de que el SERM 40OH-tamoxifeno produce una sefial mediante la funcién AF1 del ERe. La funcién AF1
reside en el dominio AB del ERa y no estd ni estructuralmente ni funcionalmente conservada en ERB (Mclnerney et al.,
1998, Endocrinology 139, 4513-4522). Para confirmar esta idea, se ensay6 el potencial de coactivacién de COASTER
sobre dos receptores quimera. La quimera ERS/a contiene el dominio AB de ERp fusionado con los dominios CDEF
de ERa, como se ha descrito anteriormente (Mclnerney et al., 1998, Endocrinology 139, 4513-4522). En experimentos
de transfeccion, el receptor ERS/a permite la coactivaciéon mediante COASTER en presencia de 178-estradiol pero
no en presencia de los SERM 40OH-tamoxifeno y raloxifeno (Figura 8). Esta observacién indica que la coactivacion
mediante COASTER del receptor unido a un ligando SERM es distinta de la coactivacion del receptor unido a ligando
de 17B-estradiol. Conforme a la observacion anterior de que la sefializacién mediante 4OH-tamoxifeno requiere el AF1
de ERq, los resultados demuestran que el 4OH-tamoxifeno no presenta agonismo sobre la quimera ERSB/a. Ademais,
los datos demuestran que el aumento de los niveles de COASTER en la célula no pueden superar este bloqueo en la
actividad, indicando que la coactivacién del receptor unido a un ligando SERM requiere la AF1 de ERa. La situacién
en la quimera ERa/f3, que contiene la AF1 de ERa fusionada con los dominios CDEF de ERp, es mds compleja. Se ha
demostrado anteriormente que la quimera ERa/f muestra agonismo de 4OH-tamoxifeno y una actividad en presencia
de 17B-estradiol que estd reducida en comparacién con los receptores ERa o ERS de tipo silvestre (McInerney et al.,
1998, Endocrinology 139, 4513-4522). Los datos confirman y amplian estos resultados y demuestran que, ademads
del 40H-tamoxifeno y del 178-estradiol, el raloxifeno también es capaz de producir una sefial a través de la quimera
ERa/B. Sin embargo, la quimera ERa/f3 es insensible a la coactivaciéon por COASTER. Los resultados combinados
indican que la quimera ERa@/f adopta una conformacién tnica y sugieren que la coactivacion, como se observa en el
ERB de tipo silvestre unido a ligando de 178-estradiol, depende tanto de la funcién de AF2 como de las secuencias en
el extremo N-terminal de ERS.

COASTER identifica nuevos SERM

Los resultados que se presentan en la Figura 4 y 5 muestran que en ausencia de COASTER, el 40OH-tamoxifeno
puede funcionar como un agonista sobre ERa, mientras que el raloxifeno no puede hacerlo. La elevacién de los niveles
de COASTER en la célula permite la identificacién de raloxifeno como un ligando con potencial agonista. Se planted
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si COASTER podria permitir la identificacién de nuevos SERM potenciales en una combinacidn de compuestos que se
hubieran identificado previamente como antiestrogenos. Para este fin, se ensayo la actividad de los compuestos ORG
43143, ORG 39660 y ORG 39669, que se identificaron como nuevos antiestrogenos en un ensayo de exploraciéon de
alto rendimiento (Method in Dechering et al., 2000, Current Medicinal Chemistry 7, 561-576). La Figura 9 muestra
que estos compuestos se comportan todos como antiestrogenos. En particular, el compuesto ORG 39669 muestra una
actividad parcial en el ensayo de antiestrogenos. Cuando se ensayaba en un ensayo de coactivacion de COASTER, este
grupo de antiestrogenos se clasificaba en tres clases funcionales diferentes (Figura 10). La primera clase comprende
40H-tamoxifeno y ORG 39669 y representa un grupo de compuestos que muestran cierto agonismo sobre ERe y un
agonismo potenciado en presencia de COASTER. La segunda clase es un grupo de antiestrégenos que estan silentes
en la trascripcién mediada por ERa de un indicador de ERE en ausencia de COASTER. Sin embargo, cuando los
niveles de COASTER estan elevados, estos compuestos se vuelven agonistas. Los compuestos raloxifeno y el nuevo
antiestrégeno ORG 43143 son representativos de esta segunda clase. La ultima clase de antiestrogenos incluye ICI
164.384 y ORG 39660 y representa un grupo de compuestos que no muestran agonismo sobre un indicador de ERE y
permanecen silentes en presencia de COASTER.

Distribucion tisular de COASTER

La distribucioén tisular de ARNm de COASTER se investigé mediante andlisis de transferencia de Northern y RT-
PCR. Se hibridaron transferencias de Northern de multiples tejidos humanos con un fragmento de ADNc de COAS-
TER de 794 pb. Casi todos los tejidos examinados muestran hibridacién con una especie de ARNm de aproxima-
damente 5 kb de tamafio, con mayor nivel de sefial en testiculo, ovario, corazén, placenta y musculo esquelético y
sefiales de inferiores a nulas en los otros tejidos (Figura 6). Ademads, se observa una sefial de hibridacién muy inten-
sa con un transcrito de 4 kb que sélo estd presente en el testiculo. El tamafio del transcrito de 5 kb estd en buena
concordancia con el tamafio del ADNc que se ha aislado. El transcrito de 4 kb puede representar una variante de
corte y empalme. El patrén de expresion especifico del testiculo de este transcrito es sorprendente y sugiere un papel
funcional en la fisiologia testicular. También se investigd la expresion de ARNm de COASTER mediante andlisis
de RT-PCR en diferentes lineas celulares humanas procedentes de tumores y en muestras de ARN de tejidos hu-
manos y de Macaca fasciculata (mono Cynomolgus). Los resultados semicuantitativos de la RT-PCR se muestran
en las Figuras 7 y 11. Los resultados muestran una elevada expresion en las lineas celulares de carcinoma epitelial
de mama MCF-7 y T-47 y en la linea de células epiteliales vaginales SW954. Se observd una expresiéon modera-
da en las lineas celulares de osteosarcoma U-2 OS y HOS, en la linea celular de carcinoma epitelial endometrial
Ishikawa, en la linea de células endoteliales vasculares VE103ERa y en la linea celular endotelial HS760T. No se
detect6 expresion en la linea celular de osteosarcoma MG63 ni en la linea celular de carcinoma epitelial endometrial
ECC-1. Se ha descrito que las lineas celulares que muestran una elevada expresiéon de COASTER (MCF-7, T-47D y
SW954) contienen elevados niveles de ERa (Dechering et al., Curr. Med. Chem. 7, 561-576), sugiriendo que COAS-
TER puede contribuir al desarrollo de células tumorales mediado por ERa. Los resultados de RT-PCR sobre ARN
procedente de tejidos se presentan en la Figura 11. El método de RT-PCR confirma la elevada expresion en testiculo
que reveld la transferencia de Northern (Figura 6). Ademds, se observa una elevada expresion en tejido 6seo. Esto
indica que los ligandos que permiten la interaccién receptor nuclear-COASTER podrian influir en el metabolismo del
hueso.

Los ejemplos y figuras adicionales sirven para ilustrar y clarificar o especificar la invencion. La descripcién se
ilustra con las siguientes figuras:

Figura 1. Ejemplo de una secuencia de nucledtidos y de aminodcidos de COASTER. Esta secuencia de ADNc
de COASTER tiene una longitud de 4999 pares de bases con una fase de lectura abierta de 3039 pares de bases
(1013 aminoécidos). Una secuencia previamente publicada del ADNc que codifica KIAA0576 (nimero de acceso
ABO011148) con una homologia casi total (99%) muestra una insercién de 144 nucleétidos en la posiciéon 2832 que
da como resultado una fase de lectura abierta de 1061 aminodcidos. Se muestran en negrita los motivos de dedos de
cinc y se subraya un motivo LXXLL. La secuencia de aminodcidos de una sefial de localizacién nuclear consenso se
muestra en cursiva y subrayada. El codén de inicio ATG y los codones de terminacion de la traduccién en la fase de
lectura abierta se muestran en negrita y cursiva.

Figura 2. La secuencia de ADNc de COASTER codifica una proteina de aproximadamente 115 kiloDaltons. El
molde pCDNA3.1HISC.COASTER que contiene la fase de lectura abierta completa de COASTER se transcribi6 y
se tradujo in vitro en presencia de [**S]-metionina. Como control, se transcribi6é y se tradujo pBK-SRC-1 (Onate
et al., Science 270, 1354-1357) en paralelo. Se analizaron las proteinas marcadas mediante SDS-PAGE. La Figura
muestra una autorradiografia del patrén de electroforesis. Carril 1: producto de traduccién de pBK-SRC-1. Carril
2: producto de traduccién de pPCDNA3.1HISC.COASTER. La posicién de la proteina COASTER se indica con una
flecha.

Figura 3. Interaccién dependiente de hormonas entre ERG y COASTER. Se realizé un ensayo de doble hibrido
en levaduras en la cepa hospedadora de levaduras AH109, que se transformé con plasmido pGBT9.ERS y con un
pldsmido que codifica una fusién entre un dominio de activaciéon GAL4 y los aminoacidos 1 a 234 de COASTER.
La Figura muestra la actividad §-galactosidasa de las células de levadura transformadas en respuesta a 178-estradiol
107 M (barra sombreada) y raloxifeno 10~ M (barra negra). La actividad 8-galactosidasa de fondo de las células de
levadura transformadas se indica con una barra blanca.
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Figura 4. Coactivacién diferencial de ERa y ERS en presencia de 4OH-tamoxifeno y raloxifeno. Se transfectaron
de forma transitoria células U-2 OS con p4ERE-TATA-LUC y pNGV1.ERa o pPNGV1ERS como se indica. Cuando se
indica, las células se cotransfectaron con las construcciones de expresion de COASTER pCDNA3.1HISA.COASTERA
o pCDNA3.1HISC.COASTER, o con la construccién de expresion pCDNA3.1HISC.GRIPI. La figura muestra la
actividad luciferasa (a. 1.) después de la incubacién de las células sin hormona (barras blancas), con raloxifeno 1077
M (barras sombreadas) o con 4OH-tamoxifeno 107 M (barras negras). Las barras de error indican las desviaciones
tipicas en un experimento triplicado.

Figura 5. Activacién dependiente de la dosis de un elemento de respuesta a estrégenos en presencia de ERa@ o ERSB
junto con COASTER. Se transfectaron de forma transitoria células U-2 OS con p4ERE-TATA-LUC y pNGV1.ERe.
Los experimentos de transfeccién indicados con marcadores negros se suplementaron con la construccion de expresion
de COASTER pCDNA3.1HISC.COASTER. La figura muestra la actividad luciferasa (a. 1.) después de la incubacién
de las células con una concentracion creciente de raloxifeno (indicada con cuadrados) o 40OH-tamoxifeno (indicada
con tridngulos). Las barras de error indican las desviaciones tipicas en un experimento triplicado.

Figura 6. Distribucién tisular de transcritos de COASTER. Se hibridaron transferencias de Northern de multiples
tejidos humanos con una sonda de ADNc de COASTER marcada con [*?P]. La figura muestra una autorradiografia de
las transferencias. La sonda de COASTER hibrida con dos especies de ARNm de aproximadamente 5 kb y 4 kb de
tamafio, sefialadas con flechas. Los tejidos que se representan en las transferencias incluyen bazo (a), timo (b), prostata
(c), testiculo (d), ovario (e), intestino delgado (f), colon (g), leucocitos de sangre periférica (h), corazén (i), cerebro
(§), placenta (k), pulmén (1), higado (m), musculo esquelético (n), rifién (0) y pancreas (p). El patrén de migracién de
un patrén de tamafios se indica en el lado izquierdo de la figura (tamafio en kilobases).

Figura 7. Expresion de COASTER en lineas celulares tumorales. Los niveles de expresion relativos de COASTER
se determinaron mediante RT-PCR. La figura muestra la intensidad relativa de los productos de PCR medidos mediante
exploracion de imégenes de electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR. Las lineas celulares que se
representan incluyen: MCF-7 (a), T-47D (b), U-2 OS (c), MG63 (d), HOS (e), ECC-1 (f), Ishikawa (g), VE103 (h),
HS760T (i) y SW 954 (j).

Figura 8. Expresion de luciferasa cuantificada con recuentos de luz por segundo (cps) en células transfectadas
con un receptor quimérico ERS/@ y COASTER en respuesta a la adicién de estradiol (E2), raloxifeno o 4-hidroxi-
tamoxifeno (4OHT).

Figura 9. Porcentaje de actividad estrogénica en respuesta a la adicién de una dosis patrén de estradiol en presencia
de diversas concentraciones, expresadas como logaritmo de la concentracion, de raloxifeno, 4-hidroxi-tamoxifeno
(40HT), ICI 164.384, ORG 43143, ORG 39660 y ORG 39669, respectivamente.

Figura 10. Efecto de compuestos en un ensayo de coactivaciéon de COASTER.

Figura 11. Expresiéon de COASTER en tejidos humanos y de M. fasciculata. Los niveles de expresion relativa
de COASTER se determinaron mediante RT-PCR. La figura muestra la intensidad relativa de los productos de PCR
medidos mediante un método de PCR cuantitativa a tiempo real Tagman. Los tejidos que sirvieron como la fuente para
el material de ARN se indican en la parte inferior de la figura. Todos los tejidos eran de origen humano, excepto por
el tejido 6seo que procedia de M. fasciculata.

Ejemplos
Identificacion de un nuevo coactivador para receptores de esteroides
Resultados y discusion

Exploracion de doble hibrido en levaduras

Para la identificacién de COASTER como proteina que interacciona con ERS de una forma dependiente de hor-
monas, se realiz6 una exploracion de doble hibrido en levaduras usando ERS como cebo. El sistema de doble hibrido
consistia en una cepa de levaduras (AH109) que expresaba los genes indicadores HIS3, MELI, ADE2 y lacZ de un pro-
motor sensible a GAL. ERf se expresaba en esta cepa en una fusién con un dominio de unién al ADN de GAL4. En este
sistema, ERS solo no es capaz de activar los genes indicadores en presencia de 178-estradiol (no se muestran los resul-
tados). La cepa hospedadora que expresaba ERp se transformé con una genoteca de ADNc de osteosarcoma humano.
Esta genoteca expresa ADNc como una fusién traduccional con un dominio transactivador GAL4. La interaccién entre
ERgB y una proteina codificada por una genoteca permite la activacion de los genes indicadores y el crecimiento en
medios que carecen de histidina y/o adenina. Se exploraron un total de 3,5 x 10° colonias. Las células de levadura trans-
formadas se seleccionaron por su crecimiento en medios que carecian de histidina y en presencia de 17-8 estradiol.
Se seleccionaron 560 colonias HIS* y se exploraron mediante réplica en placa sobre su fenotipo ADE" en ausencia o
presencia de 17-8 estradiol. Se seleccionaron 27 transformantes de levaduras que mostraban un fenotipo HIS* y ADE*
dependiente de hormonas. E1 ADN plasmidico procedente de 1a genoteca se aislé de estos 27 clones y se reintrodujo en
la cepa de levadura hospedadora AH109.pGBT9.ERS para verificar que los fenotipos observados eran dependientes del
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ADN transformado. En un ensayo de transactivacién de 8-galactosidasa (lacZ) en levaduras, 21 de los 27 positivos que
se volvieron a ensayar mostraron un fenotipo lacZ* inducible por hormonas. El andlisis de la secuencia de estos posi-
tivos identificé dos coactivadores bien conocidos para receptores de esteroides, UBC9 (enzima de conjugacién de ubi-
quitina) y SUG1. Ademds, se identificé una secuencia de ADNc que se predijo que codificaba una proteina nuclear con
varios motivos de dedos de cinc y con un dominio LXXLL, que aparentemente estaban implicados en la interaccion en-
tre receptores de esteroides y coactivadores. Este ADNc se selecciond para un estudio adicional y se demostré que co-
dificaba un coactivador funcional para receptores de esteroides. Por lo tanto, se ha denominado COASTER a este nuevo
coactivador.

COASTER: un nuevo coactivador para receptores de esteroides
Estructura primaria de COASTER

Se secuencid el inserto del plasmido pACT2.COASTERA que se aisl6 en la exploracién de doble hibrido y esta
secuencia se comparé con las bases de datos Incyte Lifeseq Gold y Genbank usando el algoritmo BLAST. Se identi-
ficaron un total de 270 secuencias de EST Incyte. Se obtuvo el clon 2905757, que contenia el extremo 3’ del ADNc
de COASTER, de Incyte Genomics (Palo Alto, Estados Unidos) y se secuenci6 en su totalidad. Ademds, la busqueda
en la base de datos Genbank reveld que la secuencia de COASTER comparte una homologia casi total (99%) con el
gen que codifica KIAA0576, una supuesta proteina de funcién desconocida (Nagase ef al., DNA Res. 5, 31-39). La
secuencia de KIAA0576 representa una variante de corte y empalme de COASTER y contiene una insercién en la
fase de lectura abierta de 144 pares de bases. Se empleé RACE PCR para identificar el extremo 5’ de la secuencia
de ADNc de COASTER. Se identificaron dos fragmentos diferentes que se diferenciaban en sus regiones 5’ no tra-
ducidas. La Figura 1 muestra una visiéon de conjunto de la secuencia completa de ADNc de COASTER. El ADNc
que se corresponde con el fragmento de RACE mas largo tiene una longitud de 4099 nucledtidos y contiene una fase
de lectura abierta de 3039 nucleétidos (1013 aminoacidos). E1 KIAA0576 muestra una insercion de 144 nucleétidos
en la posicién 2832 que da como resultado una fase de lectura abierta de 1061 aminodcidos. Tanto para COASTER
como para KIAA0576, la secuencia de aminodcidos deducida a partir del ADNc predice una proteina que contiene 9
dominios de dedos de cinc (de tipo C,H,), un sitio de localizacién nuclear y un motivo de interaccidn con receptores
nucleares LXXLL.

El ADNc de COASTER codifica una proteina

Para ensayar si el ADNc de COASTER codificaba de hecho una proteina, se transcribid y se tradujo in vitro el
plasmido pCDNA3.1HISC.COASTER que contiene la fase de lectura abierta completa de COASTER (aminodcidos
1-1013). La Figura 2 muestra que una proteina de aproximadamente 115 kiloDaltons esta codificada por el ADNc de
COASTER. El tamafio observado de la proteina esta en perfecta concordancia con la longitud de la secuencia de ADNc
que se presenta en la Figura 1. Los resultados muestran ademas que el ADNc de COASTER codifica una proteina,
que es diferente de la proteina codificada por pBK-SRC-1, y que contiene la fase de lectura abierta para el coactivador
SRC-1 conocido.

COASTER interacciona con ERB en levaduras

El plasmido pACT2.COASTERA se aisl6 originariamente en la exploracion de doble hibrido en levaduras. Para
verificar que la proteina codificada por este pldsmido interacciona de hecho con ERS en levaduras, se reintrodujo el
plasmido pACT2.COASTERA en la cepa receptora AH109.pGBT9.ERg. La Figura 3 muestra los resultados de un en-
sayo de doble hibrido posterior. Los resultados muestran que la adicién de 175-estradiol al medio de cultivo da como
resultado una induccién dependiente de la dosis de la actividad indicadora de -galactosidasa. Por el contrario, el anti-
estrégeno raloxifeno no es capaz de inducir la actividad del indicador. Esta incapacidad puede estar relacionada con la
resistencia de células de levaduras a antiestrogenos, como se ha publicado anteriormente (Lyttle et al., J Steroid Bio-
chem. Biol. 42, 677-685; IH, resultados no publicados). Como alternativa, puede indicar que la conformacién inducida
por antiestrégenos de ERB no permite una interaccién con COASTER. La transformacién de la cepa de levadura con
el plasmido de expresion de ERB o con el plasmido de expresiéon de COASTER en solitario no dio como resultado un
fenotipo lacZ* inducible por 178-estradiol (no se muestran los datos). En su conjunto, los resultados indican que ERf
y COASTER interaccion de una forma dependiente de 178-estradiol en levaduras. La interaccion es independiente del
motivo LXXLL de COASTER, puesto que este motivo no esta codificado por el plasmido pACT2.COASTERA que se
uso en el ensayo de doble hibrido en levaduras.

COASTER es un coactivador funcional en células de mamiferos

Para ensayar el papel funcional de COASTER en un entorno de mamiferos, se clon6 el ADNc de longitud com-
pleta de COASTER (aminoécidos 1-1013) en un vector de expresioén de células de mamiferos. El papel funcional de
COASTER se analiz6 mediante la cotransfeccién de células U-2 OS con el plasmido de expresiéon de COASTER junto
con un pldsmido que expresaba un receptor de esteroides y un pldsmido que contenia un gen indicador de luciferasa
bajo el control de un elemento de respuesta a hormonas. Después de la transfeccidn, las células se estimularon con la
hormona apropiada para el receptor bajo estudio. Los resultados se presentan en la Tabla 1.
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TABLA 1
Células de Sin 17B-estradiol iICl 164.384
ensayo hormona |10°M 10°Mm
1 ERB 150 + 14 500 + 109 134 £28
ERpB + COASTER | 133+ 16 8200 + 819 101 +6
2 ERa 180 + 22 9505 + 2122 174 £ 18
ERa + COASTER | 134+ 18 15400 + 1179 275+ 55
Org 2058 10°M
3 PR 62+ 22 822 +112
PR+ COASTER [81+48 3229 + 683
Dexametasona
10°M
4 GR 44+3 1232+ 82
GR+# COASTER [103+33 35245 + 8679

Leyenda de la Tabla 1: COASTER es un coactivador para receptores de esteroides. Se transfectaron de forma tran-
sitoria células U-2 OS con pNGV1.ERBy p4ERE-TATA-LUC (1), pNGV1.ERa y p4AERE-TATA-LUC (2), pKCRE.PR
y pMMTV-LUC (3) o pNGV1.GR y pMMTV-LUC (4). Donde se indica, se afiadi6 la construccion de expresion de
COASTER pCDNA3.1HISC.COASTER a la mezcla de transfeccion. Después de la transfeccion, las células se incu-
baron con las hormonas que se indican en la fila superior. La tabla muestra actividades de luciferasa + desviaciones
tipicas a partir de un experimento triplicado. Org 2058 = 16a-etil-21-hidroxi-19-norpregn-4-eno-3,20-diona.

Como puede observarse en la Tabla 1, COASTER es un coactivador para el receptor de progesterona (PR), para
el receptor de glucocorticoides (GR) y para los receptores de estrogenos @ y 8 (ERa y ERB). En todos los casos, la
actividad del receptor unido a ligando con un agonista se potencia adicionalmente por la coexpresiéon de COASTER.
Cuando ERa o ERp estdn unidos a ligando con el antagonista ICI1164.384, la coexpresiéon de COASTER no potencia
la actividad transcripcional, indicando que el antagonista induce una conformacién que no permite a COASTER fun-
cionar como un coactivador. La actividad del gen indicador no se indujo cuando COASTER se transfectd en ausencia
de un receptor de esteroides (no se muestran los datos), indicando que tanto el receptor de esteroides como COASTER
son necesarios para la actividad potenciada.

COASTER identifica agonistas parciales para el receptor de estrogenos a

El potencial coactivador de COASTER sobre ERa y ERp se estudié adicionalmente en presencia de los antiestré-
genos raloxifeno y 4OH-tamoxifeno. Para una comparacion, se analizé en paralelo la actividad del coactivador GRIP1,
que es un ort6logo de ratén de TIF2/SRC-2 humano. Los experimentos de transfeccién mostraron que en células U-
2 OS, el 40H-tamoxifeno actia como un agonista sobre la actividad transcripcional de ERa, pero no de ERB, cuando
se usa un indicador de ERE como lectura (Figura 4). La cotransfecciéon de COASTER o GRIP1 da como resultado
una actividad potenciada del ERa unido a ligando de 40OH-tamoxifeno. Curiosamente, COASTER es capaz de acti-
var la transcripcién en presencia de raloxifeno, compuesto que de otro modo no es un agonista en este sistema. Este
fenémeno se observé en la transcripcién mediada por ERe, pero no cuando estaba presente ERB como el receptor
de estrégenos. Ademds, el coactivador GRIP1 no es capaz de activar la expresion del gen indicador en presencia de
raloxifeno y ERa. Los datos muestran que la actividad de la forma truncada de COASTER, COASTERA, es idéntica
a la de COASTER de longitud completa. Este indica que los aminoécidos 1 a 234 son suficientes para el potencial
coactivador de COASTER sobre el ERa unido a ligando de raloxifeno o 40OH-tamoxifeno. Los efectos de COASTER
sobre la transcripcién mediada por ERa se estudiaron adicionalmente haciendo curvas de dosis-respuesta para los
ligandos raloxifeno y 40OH-tamoxifeno en presencia y ausencia de COASTER. Los datos que se presentan en la Figura
5 confirman la observacién de que el raloxifeno actia como un agonista en la transcripcién génica dirigida por ERE
en presencia de ERa y COASTER. Cuando se omite COASTER, el raloxifeno no es capaz de activar el gen indicador,
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incluso a concentraciones elevadas del ligando. El antiestrégeno 4OH-tamoxifeno es un agonista en este sistema. Sin
embargo, la expresion de COASTER aumenta la magnitud de la respuesta transcripcional. Para ambos compuestos,
la actividad del indicador en presencia de ERa y COASTER es dependiente de la concentracién usada en el ensa-
yo. Los resultados que se presentan en la presente memoria muestran que COASTER puede influir en el equilibrio
agonista/antagonista de antiestrégenos de perfil mixto tales como raloxifeno y 4OH-tamoxifeno. Las publicaciones
anteriores han demostrado que el raloxifeno puede actuar como un agonista a través de rutas no clasicas (no ERE)
sobre ERB (Zou et al., Mol Endrocrinol. 13, 418-430; Paech et al., Science 277, 1508-1510). Hasta donde sabemos,
estos datos proporcionan las primeras observaciones de agonismo de raloxifeno sobre la ruta clasica del elemento de
respuesta a estrégenos (ERE). Ademads, éstas son las primeras indicaciones de que el raloxifeno puede actuar como un
agonista sobre ERa. Estas observaciones son importantes para el entendimiento de los mecanismos de accién de los
antiestrégenos. La propiedad de COASTER de activar el ERa unido a ligando de raloxifeno diferencia a COASTER
de los coactivadores, tales como GRIP1, descritos hasta la fecha. Ademas, el ensayo que se describe en la presente
memoria puede usarse con una ventaja particular para la exploracién farmacolégica de nuevos ligandos de receptores
de estrégenos, puesto que COASTER es capaz de identificar propiedades agonistas parciales de compuestos.

Distribucion tisular de COASTER

Se investig6 la distribucién tisular del ARNm de COASTER mediante andlisis de transferencia de Northern y RT-
PCR. Se hibridaron transferencias de Northern de multiples tejidos humanos con un fragmento de ADNc de COAS-
TER de 794 pb. Casi todos los tejidos examinados muestran hibridacién con una especie de ARNm de aproxima-
damente 5 kb de tamaifio, con mayor nivel de sefial en testiculo, ovario, corazén, placenta y misculo esquelético, y
sefiales de inferiores a inexistentes en los otros tejidos (Figura 6). Ademds, se observé una sefial de hibridacién muy
intensa con un transcrito de 4 kb que sélo esta presente en el testiculo. El tamafio del transcrito de 5 kb estd en buena
concordancia con el tamafio del ADNc que se habia aislado. El transcrito de 4 kb puede representar una variante de
corte y empalme de la que aun se desconoce la estructura detallada. Sin embargo, el patrén de expresion especifico de
testiculo de este transcrito es sorprendente y sugiere un papel funcional en la fisiologia testicular. También se investigd
la expresiéon de ARNm de COASTER mediante andlisis de RT-PCR en diferentes lineas celulares humanas proceden-
tes de tumores. Los resultados semicuantitativos de la RT-PCR se muestran en la Figura 7. Los resultados muestran
una elevada expresién en las lineas celulares de carcinoma epitelial de mama MCF-7 y T-47 y en la linea de células
epiteliales vaginales SW954. Se observé una expresion moderada en las lineas celulares de osteosarcoma U-2 OS y
HOS, en la linea celular de carcinoma epitelial endometrial Ishikawa, en la linea de células endoteliales vasculares
VE103ERa y en la linea celular endotelial HS760T. No se detect6 expresion en la linea celular de osteosarcoma MG63
ni en la linea celular de carcinoma epitelial endometrial ECC-1. Se ha descrito que las lineas celulares que muestran
una elevada expresion de COASTER (MCF-7, T-47D y SW954) contienen elevados niveles de ERa (Dechering et
al. Curr. Med. Chem. 7, 561-576), indicando que COASTER puede contribuir al crecimiento mediando por ERa de
células tumorales.

Materiales y métodos
Exploracion de doble hibrido en levaduras
Medio de levaduras

Se cultivaron cepas hospedadoras de levaduras y transformantes en medio completo (YPD) o en medio Synthetic
Dropout (SD) minimo. El medio completo es una mezcla de peptona, extracto de levadura y dextrosa en proporciones
Optimas para el cultivo de cepas de levaduras (véanse los protocolos de levaduras del manual de Clontech, Palo Alto,
Estados Unidos, protocolo PT3024-1). El medio SD minimo contiene dextrosa al 2%, bases nitrogenadas de levaduras
al 0,67% y una mezcla especifica de aminodcidos y nucleésidos (por ejemplo, SD-His-Leu-Trp es un medio que carece
de histidina, leucina y tript6fano). Todos estos medios se adquirieron de BIO101 (Berverly, Estados Unidos).

Exploracion de doble hibrido

Se obtuvo la cepa AH109 de Saccharomyces cerevisiae (MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A,
gal80A, LYS2::GAL1yas-GALlxra-HIS3, GAL2yps-GAL24ra-ADE2, URA3::MEL1ps1a-lacZ) de Clontech, Palo
Alto Estados Unidos. Para expresar la proteina ERS como un cebo en la cepa de levaduras AH109, se usé plasmido
pGBT9.ERp (por cortesia de W. Kruijer, Rijksuniversiteit Groningen, Holanda). Este pldsmido contiene la secuen-
cia codificante de ERS (aminodacidos 1 a 530) fusionada a una secuencia que codifica un dominio de unién al ADN
de GAL4 y contiene el gen TRPI como un marcador de seleccion. La cepa de levadura AH109 se transformé con
pGBT9.ERS usando un método de acetato de litio convencional siguiendo el manual de instrucciones de Clontech
(Palo Alto, Estados Unidos, protocolo N° PT3247-1) y se seleccionaron transformantes en placas de SD-triptéfano
(SD-Trp). De esta placa se seleccionaron colonias individuales y se guardaron como clones parentales. Posteriormen-
te, la expresién de fondo de HIS3 de estos clones se determind mediante siembra en las placas de seleccion apropiadas.
Se descartaron los clones que crecieron en medios deficientes en histidina en presencia de 178-estradiol. Posteriormen-
te, los clones con baja expresién de fondo de HIS3 se transformaron con un control positivo pGRIP1 (por cortesia de
M. Stallcup, Universidad del Sur de California, Estados Unidos), un pldsmido que codifica el coactivador GRIP1 que
se ha demostrado que interacciona con el receptor de estrégenos en levaduras (Hong et al., Mol. Cell. Biol. 17, 2735-
2744). Posteriormente, se selecciono el clon parenteral (AH109.ERp), que mostraba una elevada expresion de HIS3 en
presencia de pGRIP1 y 178 estradiol, como el clon receptor para la exploracion de la genoteca. Se obtuvo de Clontech
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(Clontech, Palo Alto, Estados Unidos, n° de cat.: HL4026AH) una genoteca de ADNc Matchmaker de osteosarcoma
humano. Esta genoteca se construy6 en vector pACT2, que contiene un gen LEU2 como marcador de seleccién y que
expresa los insertos clonados en fusién con un dominio de activacién GAL4 (AD). El clon receptor AH109.ERS se
transformé con 100 ug de ADN plasmidico de la genoteca de ADNc de osteosarcoma. Se seleccionaron transforman-
tes en placas SD-Trp-Leu-His que contenian 178-estradiol 10~ M y se identificaron colonias HIS*. Las colonias HIS*
se volvieron a explorar mediante réplica en placa en medios SD-Trp-Leu-His-Ade en ausencia y presencia de 178-
estradiol 10~® M. Los transformantes de levadura que mostraron un fenotipo HIS*/ADE* dependiente de hormonas se
seleccionaron para los estudios posteriores. A partir de estos transformantes, se aislé el ADN siguiendo un protocolo
para aislamiento de minipreparaciones en bruto (véanse los protocolos basicos Y1.4). Las minipreparaciones en bruto
se usaron para transformar E. coli KC8 mediante electroporacién y se seleccionaron los transformantes que contenian
el plasmido procedente de la genoteca en medio deficiente en leucina. Los insertos de la genoteca se secuenciaron
en un secuenciador ABI de Perkin Elmer (Norwalk, Estados Unidos). Se realizaron buisquedas de similitud de Blast
contra la base de datos Incyte.

Ensayo de gen indicador quimioluminiscente para 3-galactosidasa en levaduras

Se cultivé una colonia individual en medio liquido SD-Trp-Leu durante una noche a 30°C. Estos cultivos de una
noche se diluyeron hasta una DOgy de 0,1 en 90 ul de medio SD-Trp-Leu en una placa de cultivo de 96 pocillos. Se
afiadieron 10 ul de una solucién madre de hormonas concentrada 10 veces y las placas se incubaron durante 5 horas
a 30°C y bajo agitacién vigorosa a 200 rpm. Posteriormente, se midi6 la actividad S-galactosidasa usando el tampdn
One-Step Yeast Lysis y el sistema de deteccién quimioluminiscente Galacton Plus de Tropix (Tropix, Inc., Avenue,
Bedford, Estados Unidos). Se controld la emision de luz usando un Victor Instrument (Perkin Elmer, Norwalk, Estados
Unidos).

RACE 5 (Amplificacién rapida de extremos de ADNc) de COASTER: para aislar el extremo 5’ del ADNc
de COASTER, se realizaron experimentos de 5° RACE-PCR usando ADNc Marathon-Ready de testiculo humano
(Clontech, Palo Alto, Estados Unidos, N° Cat. 7414-1). Se realizé una RACE PCR usando un kit de amplificacién
de ADNc Marathon (Clontech, Palo Alto, Estados Unidos) junto con un cebador especifico de gen CCAGACACC
CACGTGTGGCC, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se obtuvieron dos fragmentos diferentes (de ~650 pb y
~ 800 pb). Los fragmentos se aislaron a partir de un gel de agarosa, se purificaron usando una columna de centrifuga-
cién Quaquick (Qiagen, Valencia, Estados Unidos) y se clonaron usando el kit pCR2.1TOPO (Invitrogen, Carlsbad,
Estados Unidos). Las colonias que contenian insertos se identificaron mediante PCR de colonias usando los cebadores
especificos de gen CCAGACACCCACGTGTGGCC y AAGCCACCATGGACAGCAGGAGCAGTGGTG. Se realizé
el andlisis de secuencia de los clones positivos en un secuenciador ABI (Perkin Elmer, Norwalk, Estados Unidos).

Pldsmidos recombinantes

Inicialmente, se aislé un plasmido que codificaba una forma truncada de COASTER (pACT2.COASTERA, ami-
nodcidos 1-234) en la exploracién de doble hibrido en levaduras. El inserto de este pldsmido se cloné en el vector
de expresion de células de mamiferos pPCDNA3.1HISA (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos) para dar el pldsmido
pCDNA3.1HISA.COASTERA. Se obtuvo un pldsmido que contenia el extremo 3’ del ADNc de COASTER de Incyte
Genomics (Palo Alto, Estados Unidos). Este plasmido (Incyte clon ID 2905757) se digirié con Sacl/Notl. El extremo 5’
del COASTER (aminoécidos 1 a 332) se amplificé por PCR sobre ADNc Marathon Ready de testiculo humano (Clon-
tech, Palo Alto, Estados Unidos, n° cat. 7414-1) usando los cebadores CTAGGTACCGGACAGCAGGAGCAGTGGT
GC (SECID 15) y GGCAGTGAGCTCCATGTGGG (SEC ID 16) (los sitios de restriccion estdn subrayados). El pro-
ducto de PCR resultante se digirié con Kpnl y Sacl y se ligd junto con el fragmento de restriccidon Sacl-Notl en el
vector pCDNA3.1HISC digerido con KpnI-NotlI (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos). El dltimo pldsmido se deno-
miné pCDNA3.1HIS.COASTER. Para los estudios de transfeccion, las regiones codificantes de proteina de los ADNc
para los receptores de estrogenos @ y S humanos y para el receptor de glucocorticoides se insertaron en el vector
de expresion de mamiferos pNGV1 (ntimero de acceso X99274). La region codificante de proteina del receptor de
progesterona se insert6 en el vector de expresién de mamiferos pKCRE (Stam et al., Eur. J. Pharmacol. 227, 153). El
plasmido indicador pMMTV-LUC se construy6 por modificacion del vector pManMneoLLUC (Clontech, Palo Alto,
Estados Unidos). El casete de neomicina se eliminé por digestién con endonucleasas de restricciéon HindlIl/BamHI,
seguido de generacidn de extremos romos con polimerasa Klenow y ligacién mediante ADN ligasa T4. El vector in-
dicador 4ERE.TATALuc contiene un gen de luciferasa bajo el control de cuatro elementos de respuesta a estrégenos
(ERE) y se obtuvo por cortesia de P. v. d. Saag (Nederlands Instituut voor Ontwikkelingsbiologie, Utrecht, Holanda).
Se construy6 un plasmido de expresiéon de mamiferos para GRIP1 mediante digestién de restriccién de pGRIP1 (por
cortesia de M. Stallcup, Universidad del Sur de California, Estados Unidos) con EcoRI y BamHI. El fragmento resul-
tante se ligé en el vector pPCDNA3.1HISC digerido con EcoRIl/BamHI para dar el plasmido pCDNA3.1HIS.GRIP1.

Cultivo celular y transfeccion transitoria

Se obtuvieron células U-2 OS de ATTC (HTB-96) y se mantuvieron a 37°C en una atmésfera humidificada (CO,
al 5%) como un cultivo en monocapa en medio M505 sin rojo fenol. El tltimo medio consiste en una mezcla de medio
de Eagle modificado por Dulbecco (1:1) (DMEM, Gibco BRL, Breda, Holanda) y medio de nutrientes F12 (F12 de
Ham, Gibco BRL, Breda, Holanda) suplementados con carbonato sédico 2,5 mg/ml, piruvato sédico 55 ug/ml, S-
mercaptoetanol 2,3 ug/ml, etanolamina 1,2 ug/ml, L-glutamina 360 ug/ml, selenito sédico 0,45 ug/ml, estreptomicina
62,5 ug/ml y suero de ternero bovino tratado con carbén vegetal al 5% (Hyclone). Se sembraron 1-10° células en
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placas de cultivo de tejidos de 24 pocillos y se introdujo ADN mediante el uso de lipofectina (Gibco BRL, Breda,
Holanda). Con este fin, se mezclaron ADN plasmidicos en 62,5 ul de Optimen (Gibco BRL, Breda, Holanda) con un
volumen igual de reactivo de lipofectina diluido (1,75 ul de lipofectina en 62,5 ul de Optimem) y se dejaron reposar
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después de lavar las células una vez con medio M505 sin suero, se
afiadieron 250 ul de Optimem junto con la mezcla de ADN-lipofectina a las células. Después de la incubacién durante
un periodo de 5 horas a 37°C (CO, al 5%) las células se lavaron una vez con medio M505 suplementado con suero de
ternero bovino tratado con carbén vegetal al 5% y se afiadieron hormonas al medio. Las células se incubaron durante
una noche a 37°C. Al dia siguiente, las células se lavaron una vez con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y
se prepararon extractos celulares por adicién de 75 ul de tamp6n de lisis (tamp6n fosfato 0,1 M a pH 7,8, Triton X-
100 al 0,2%). Después de la incubacién durante 5 min a temperatura ambiente, se afiadi6 una alicuota de 30 ul a 50 pd
de reactivo de ensayo luciferasa (Promega; Wisconsin, Estados Unidos). Se midi6 la emisioén de luz usando un Victor
Instrument (Perkin Elmer, Norwalk, Estados Unidos).

Andlisis de transferencia de Northern

Se digiri6 el plasmido pCDNA3.1HISA.COASTERA con EcoRI y Xbal para generar una sonda (nucleétidos 183-
928). El fragmento de ADN se marcé con [@**P]dCTP con perlas de marcaje de ADN Ready-To Go siguiendo las ins-
trucciones del fabricante (Pharmacia). Se hibridaron transferencias de Northern de multiples tejidos humanos (Clon-
tech, Palo Alto, Estados Unidos, n° cat. 7760-1 y 7759-1) con el fragmento de ADN marcado con a*?PdCTP (véanse
los protocolos basicos R1.5). Las transferencias de Northern se lavaron usando las siguientes condiciones de lavado:
SSC 2X/SDS al 0,1% a 65°C dos veces durante 30 min y SSC 1x/SDS al 0,1% a 65°C una vez durante 15 min.

Andlisis de RT-PCR de la expresion de COASTER en lineas celulares

Se prepar6 ADNc usando 2 ug del ARN total aislado a partir de varias lineas celulares humanas usando RNAzol B
(Cinna/Biotecx), usando el kit Superscriptll (BRL). Se usé una porcién de ADNc para la amplificacién especifica por
PCR de COASTER (cebadores directo TGAGGCATCTGAGTCAACA e inverso CGAGCCAGAGTTAAAGCA). Se
tomaron muestras después de 20, 25, 30 y 35 ciclos de PCR. Las muestras de PCR se analizaron en geles de agarosa
al 1,5%. Las imédgenes en gel se cuantificaron con Imagequant 5.0 (Molecular dynamics).

Traduccion in vitro

Se usé un TnT Coupled Reticulocyte Lysate Systems (Promega, Madison, Estados Unidos, n° cat. L5020) para la
transcripcion y traduccion in vitro de COASTER a partir de un molde de pCDNA3.1HISC.COASTER en presencia
de [*S]-metionina, siguiendo las instrucciones que se proporcionan con el lisado. Se analiz6 un fragmento de SRC-1
codificado por el plasmido pPBK-SRC-1 (Onate et al., Science 270, 1354-1357) en paralelo como control. Se separaron
las proteinas marcadas mediante SDS-PAGE y se visualizaron mediante autorradiografia.
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina caracterizada porque la proteina se selecciona del grupo constituido por:

a) una proteina que consiste en una secuencia de aminoécidos como en las SECID 7, 8, 11 6 12 o la secuencia de
los aminodacidos nimero 1 a 234 de la SECID 7u 8;y

b) una proteina que consiste en una secuencia de aminodcidos que tiene una similitud de al menos el 90% con
la secuencia de los aminodcidos 1 a 234 de la SEC ID 7 u 8, calculada usando la matriz de similitud blosum62 y el
algoritmo de Needleman y Wunsch.

2. Uso de un polinucleétido que codifica una proteina seleccionada del grupo constituido por:

a) una proteina que tiene una secuencia de aminodcidos como en las SEC ID 7, 8, 11 6 12 o la secuencia de los
aminodcidos numero 1 a234 dela SECID 7u §;

b) una proteina que tiene una secuencia de aminodcidos que tiene una similitud de al menos el 90% con la secuencia
delas SECID 7,8, 116 125y

¢) una proteina que tiene una secuencia de aminodcidos que tiene una similitud de al menos el 90% con la secuencia
de los aminoacidos nimero 1 a234 dela SECID 7u §;

produciendo la expresion del polinucledtido en un sistema que también comprende un receptor nuclear sensible.

3. El uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en un ensayo para la unién de la proteina con el receptor nuclear
sensible.

4. El uso de acuerdo con la reivindicacién 2 6 3, caracterizado porque el receptor nuclear sensible es un receptor
de progestdgenos, un receptor de estrégenos o un receptor de glucocorticoides.

5. Un sistema, que no sea humano, en el que se introduce un polinucledtido y puede producirse su expresion y
que ademds comprende un receptor nuclear sensible, caracterizado porque el polinucleétido codifica una proteina
selecciona del grupo constituido por:

a) una proteina que tiene una secuencia de aminoécidos como en las SEC ID 7, 8, 11 6 12 o la secuencia de los
aminodcidos nimero 1 a 234 de la SECID 7 u &;

b) una proteina que tiene una secuencia de aminodcidos que tiene una similitud de al menos el 90% con la secuencia
delas SECID 7,8,116 12;y

¢) una proteina que tiene una secuencia de aminodcidos que tiene una similitud de al menos el 90% con la secuencia
de los aminoécidos nimero 1 a 234 en la SEC ID 7 u 8.

6. Un método in vitro para determinar el grado de modulacién de la actividad transcripcional promovida por un
receptor nuclear sensible y un coactivador seleccionado del grupo constituido por:

a) una proteina que tiene una secuencia de aminoécidos como en las SEC ID 7, 8, 11 6 12 o la secuencia de los
aminoacidos nimero 1 a 234 enla SECID 7 u 8;

b) una protefna que tiene una secuencia de aminodcidos que tiene una similitud de al menos el 90% con la secuencia
delas SECID 7,8,116 125y

¢) una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene una similitud de al menos el 90% con la secuencia
de los aminoacidos nimero 1 a234 delaSECID 7u §;

en un sistema de acuerdo con la reivindicacién 5, que comprende:
a) la adicién de un agente al sistema;
b) cuantificar el grado de modulacién.

7. El método de acuerdo con la reivindicacién 6, caracterizado porque el receptor nuclear sensible es un receptor
de progestdgenos, un receptor de estrégenos o un receptor de glucocorticoides.

8. Un método para la exploracion in vitro de agentes para influir en la unién entre un receptor nuclear sensible y
un coactivador seleccionado del grupo constituido por:
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a) una proteina que tiene una secuencia de aminoécidos como en las SEC ID 7, 8, 11 6 12 o la secuencia de los
aminoacidos nimero 1 a 234 enla SECID 7 u 8;

b) una protefna que tiene una secuencia de aminodcidos que tiene una similitud de al menos el 90% con la secuencia
enlasSECID 7,8,116 125y

¢) una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene una similitud de al menos el 90% con la secuencia
de los aminoacidos nimero 1 a234enla SECID 7u §;

que comprende comparar la unién entre el receptor nuclear sensible y el coactivador en presencia y en ausencia del
agente.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado porque el receptor nuclear sensible es un receptor
de progestdgenos, un receptor de estrégenos o un receptor de glucocorticoides.

10. Un método in vitro para el diagndstico de enfermedades relacionadas con receptores nucleares sensibles que
comprende realizar un ensayo para determinar la hibridacién cuantitativa con ARN con un polinucleétido marcado o
con fragmentos del mismo, caracterizado porque el polinucleétido tiene una secuencia que tiene una similitud de al
menos el 90% con una o més de las secuencias de la lista que consiste en las SECID 1, 2,3,4,5,6,9y 10, yen la
que el porcentaje de homologia se define, después del alineamiento 6ptimo de las secuencias usando el algoritmo de
Needleman y Wunsch, como el niimero de restos idénticos entre las dos secuencias dividido por la resta de la longitud
de secuencia alineada menos la longitud de todos los huecos.
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Figural

->Fragmento de RACE 1

GGAAGCCCGGGAGTGAGAGAAAGCGGCT COGGGGRCATAGCGGGCCAGTAAGGGCCGCTC

CTCCTT PEAAGAGGTT T TGCGTCT CT T TCCGCCGGTGGCGTCOGCGCTCACGCAGSGGGLS
-> Fragmento de RACE 2
121 GGTCCOGGTAGCGCCAGGOGGETGCAGGGCEGEAAGEGGATM T CCTGGCCACGGCGCCEGCA
181 AGGGACAGCAGGAGCAGTGGTGCTGTCAGCGCGGCCETCGGAGACATGGGAGACCCGGEE
1 M G D P G
241 TCGGAGATAATAGAATCTGTCCCTCCAGCTGGCCCTGAGGCATCTGAGTCAACAACGGAT
6 8 £ I I © S ¥ P P AGPEASTET GSTTOD
301 GAAAATGAAGACGACATTCAGT TTGTCAGTGAAGGACCATTACGACCTGTTCTTGAATAC
26 R N E D DI QUP?” V S G PLURUPV LEY
361 ATIGATCTGGTCAGCAGTGATGATGAAGAGCCTAGCACCTCTTATACTGATGAGAATATT
46 1 DLV 8 S DDETEBZPSTT S Y TODEWMNNII
21 AAACGTAAAGACCATATTGATTATCAGARGGATAAGTTGCTTTAACT CTGGCTCGTCTA
66 K R X D HIDVYQQIXDIKV VA ALTULA ATRILEL
4681 GOCCGCCATGTTGAAGTGGAGAAACAGCAGAAGAAGAGAAGAATAGAGCATTCAGAGAA
86 AR HY B VYV E XK Q QKTETZEIEKMNZRATFPEFTRE
S41 AAAATTGATTTTCAGCATGCTCATGGGT TACANGAATTGGAATTTATTCGAGGACATTCT
106 K" D r QH ARG LQET LTETFPTIRGH S
601 GATACAGAAGCAGCAAGACTGTGTGTGGACCAGTGGCTAARAATGCCAGGACTCARARCA
126 DT E A AMRILCVYVY DQOQWULEKMN®NMWNZPG L KT
661 GGCACAATTAATTGTGGAACAAAAAGTTCATTCCGARGAGGAGGCCACACGTGGGTGTCT
146 6 T I N CGTTX B8 ST RRGGH ET®T N UV 8
721 GGGAAACCAACTITATGTCCTATARTGCACTGTAACAAGGAGTTTGACAATGGGCACCTT
166 6 K P T LCUPIMBCMEKTEU P®YODMWNOGTHL
781 CTCTTASGACATTTGAARAGGTTCGATCACTCTCCATGTGATCCAACAARTTACACTACAT
186 L L G E L X RF DH S P CDPTITILA
0841 GGACCTTTCTTCAGCTCCTT TGCTTGTGTAGTATGTTATAAMAAATTTGTTACTCANCAA
206 G P F P S S PACVVCYXIKTEFUVTOQOAQQ
901 CAATATAGAGATCACCTTTTTGATAAGGAAGCCACAGATGATGGACATAACARCAACCTT
226 Q YR DHTUELUJFYDIXZ RBRATYTDODGRNIUNNDNL
961 CTTCCTCAGATTATTCAGTGT T T TGCATGTCCAARTTGCTTCCTTCTITTTAGCAGAAAG
246 L P QI 1 QCP? ACPXNTCT?ZILLYSOZRK
1021 GAGGAGTGTTCAAAGCATATGTCTGGARAGAATCATTTCCATCAGAGTTTCAARCTGGGT
266 T E C 83 K X M 8 ¢ X WN HF HQ ST KL G
1083 GATAACAMAGGAATTGCACATCCAATATCTTTCCCATCTTTTGCAAAGARAACTTTTGATC
286 P "N K G I AHPTI SPF¥ P S F A KIKTLULTI
1141 TCTCYGTGCAARGATGTTCCCTTTCAAGTTARGTGTGTGGCCTGCCACAAGACACTGCGT
306 $ L C K DV P P Q VEKCVYVY ACHEEKTIL R
1201 TCCCACATGGAGCTCACTGCCCAT T TCAGAGTTCATTGTCGAAAT GCTGGACCTGTAGCT
326 8 R M 2B L T A R P RV HCRMNAG P VA
1261 GTAGCTGAGAAGAGCATTACCCAGGT TGCAGAGAAATTCATATTARGAGGTTATTGTCCA
346 V AE K S I TOQVAEZI KT FTILURGT YO GCTU®P
1321 GATTGCARTCAAGTCTTTGTGGATGAAACCAGCACCCAAAAT CATAAGCAGAARTTCAGGA
366 D C®N Q VP VDE TS TOQMNIEZXZIKQMNS G
1381 CACAARAGTCCGAGT CATTAACTCAGTGGARGAATCAGTCTTACTCTATTGCCACAGCAGC
386 R K VR V I N S§ VE®EESUVTILYTCUBTGSES 8
1441 GAAGGGAACARGGATCCT TCTTCTGACTTGCATTTATTGY TGGATCARTCARAATTTTCA
406 E GN K DP S 8 DL S8 L LLDGGSKTF S
1501 TCACTTARARGAACCATGTCTAT TARAGAATCTAGCTCACTGGAGTGCATTGCCATTCCA
426 S L KR T M 5 I KES S S LECTIOATI._ P
1561 AARAAGAAGATGAATTTAAARGATAAARGCCATGAAGGTGTTGCTTGTGTCCAGRANGAA
446 K K X M N L X P K SHEGVW ACV QKE
1621 ARATCAGTAGT TAAAARCCTGGTTCTGTGAAT GCAATCAGCGATTCCCAAGTGAAGATGCA
466 K 8 VV KT WWNF CPECNAOQREUP S E DA
1681 GTAGARRAGCATGTTTTCT CRGCARACACAATGGGTTATARATGTGTGGT CTGTGGAAAG
486 VEKHV F 3 ANTMGYI XKCVY YV CG K
1741 GTATGTGATGATTCAGGGGTCATTCGTTTACACATGAGCCGGAT TCACGGAGGGGCACAT
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Figura 1 continuacion

506
1801
526
1861
546
1921
566
1981
$86
2041
606
2101
626
2161
646
2221
666
2281
686
2341
706
2401
1726
2461
746
2521
166
2581
786
2641
806
2701
826
2761
846

866

vV ¢ DD S @V I R YL EMSUBRTIUETGT G GAH R
TTAAATAACTTICTT T PCTGGTGTCGGACATGCAAAAAGGAGTTAACAAGGAARGATACT
%Lt N N F L FV¥ CRTTCKDXTZEZ2LTRIXUDSTY
ATCATGGCACATGTGACTGAATTTCATAATGGACACAGATATITTTATGAGATGGATGAG
I M AR V TR P R NG ER YT Y ENODTE
GTAGAAGGTGAAACTTTGCCATCATCCTCTACAACAT TGGATAATTTGACTGCTARCAAG
VEGETULUPS S 8 T T L DNILTTADNK
CCTTCATCAGCTATTACTGTTATTGATCATTCCCCGGCAAATAGTTCTCCGAGGGGTANA
P S S A1 TV IDHSPANSIZSTZERGHK
TGGCARTGCCGGATTTGCTGAAGATATGT TTGATT CCCAGGAATATGTAARACAGCACTGC
¥ 0 CRI CEDNTVPFDSQEZYVEKOQHSHRSTSC
ATGTCTTTGGCAAGCCACANG TTTCATAGATACAGCTGTGCTCACTGCAGAAAGCCTITT
M S L A S E KT HR Y S CAERCPRIEKTZ?PTY
CATAAGATAGAARCATTGTACCGACATTGCCAAGATGAGCATGACAAT GAGAT ARAGATTY
" X I X T L Y REOCGQGDOR I XD DNRZETIHKTI
ARRTACTTCTGTGGGCTTTGTGATCTTATCTTTAATGTGGAAGAAGCAT T CTGAGTCAT
K Y F ¢ GLCDIUILTOUYPY SRV ESRS AT7TILSODHE
TATGACGAGCACCACAGCATAGATTATGTATT TGTGTCAGAAAAAACTGAAACTY CAATT
¥y * 2 ¥ H 81 DYV ?IEVY STIKTTZ RTS I
AARACCGAAGATGATTTYCCAGTAATAGAGACCAGTARCCAGTTAACTIGTGGTTGCCGT
X T 8 DD PFP VI ET S NQLTTCGTCHR
GAGAGTTACATCTGTARAGTCAACAGAAAAGAAGATTATAGCAGATGTCTCCANNT CATG
E S Y I C XV NR KEUDY SR CIL Q I M
CTGGATAARAGGAAAACTGTGGTT TCGCT GCAGTTTATGTTCGGCARCAGCACAGAATTTA
L D X G XL WTTRTU CSULOCSBA AT ARG QHNIL
ACOGACATGAACACT CATATCCATCAAGTGCACAAAGAARAGAGTGATGAGGAGGAGCAG
T DM NTHTIBOQVHKEZTKSTDTETUZETEQ Q
CAGTATGTAATCAAGTGTGGCACCTGCACCARAGCATTTCATGATCCTGAGAGTGCACAG
Q Y VI KCSTC®TEXAY HED PEX S8 A Q
CAGCATTTCCATAGAARACAT TGCTTCTTACAGARRCCCAGTGTGGCTCATTTTGGATCT
Q B ¥ BE R X ECF L Q K P SV AHTFG S
GAAAAATCARACCTGTACAAGTTTACT GCTAGTGCCTCACATACAGAGAGAARACTGAAR
E K S N L YKT FTAGSASHTUERIEKTLHK
CAGGCARTARACTATTCAAAAAGT TTAGACATGGAGAARGGAGTTGAGAATGACCTAAGC
Q A I N Y 3$ X S L DMEISKTGVYOZ<®Y.UZXNDTLS
TATCAGAATAT...

Y Q@ N I.

variante de corte y empalme: insercion de 144 pares de bases {numero de acceso ABRO011148)

2832
870
2881
886
2941
906
3001
926
3061
46
3121
966
3181
986
3241
1006

- AGAGGAAGAAAT TGTTGAGCTTCCAGATTTGGATTACCTGCGAACCATGACTCATATAGT
X £ B I VB L P DL DY LRTMNTUHTIZV
CTTTGTAGATT T TGATAACTGGTCAAACTTTTTIGGTCATCTACCAGGGCATCTAAACCA

P VD F DN W B8 N T F G H L P GRULNDZQ
AGGAACATTTATTTGGGGCTTTCA..
G T r 1 w G F Q.
~AGGAGGAAACACCAATTGGARGCCTCOGCTCARCTGTAAGATTTATARC
£ G N T N W K P P L ¥ €C K I ¥ N

TACCTGAACAGGATTGGATGCTTCT TCCTTCATCCTCGCTGTAGTARRAGAAAAGATGCT
Y L N R I GCF F L BHRBRPRCS KRKDA

GCTGATTTTGCCATATGTATGCATGCTGGCCGTCTAGATGAACARCTACCCAAGCARNTT
A D FA I CMHAAGH RTILDTEAOQTULU®PI KU QI

CCTTTCACCATCCT CTCAGGAGATCAAGGT TTTCTGGAGCTAGAGAATCARTTTAAGAAG
P FTJI LS GDOQGT FULETULZENWNWAGQTKK

ACTCAGAGGCCAGCTCATATACTAARCCCTCACCACTTAGAGGGAGATATGATGTGTGCE
T Q R P A H I L N P HBEBEULUZRGDMMTECNA

TTGTTAAATAGCATATCTGATACCACCAAAGAATGTGACAGTGATGATAACATGGGTGCC
L L N S X 8 bpT T KEU CUD S D DINMMGARA

AARAATACTTCAATAGGAGARGAATT TATATCCACAGARGATGTGGAATTAGAAGANGCT
X N T 8 1 6 8B E F I 8 TZEDVUETLTZEZTENM
ATTAGAAGAAGT CTTGAGGRAAATGTAAT TARAGATATTACCACACARCATCAAGTGGCCT
I R R S L E E M

17



ES 2305116 T3

Figura 1 continuacion

3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3728
37181
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
444
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981

TGAAGAGACTGAGATARCGAATT CTTGAGTTTGTTTTCTAAAGGAGACCAGAARTCCACT
ATTACAARTGTATTTGAAAACATGTTT TTGCTTTCATATGTTCARAATTTGATCTTIGET
TTGTATTTTTGTGCTAATGTGCAAACATGTACAGARGARATAGAATACATGTTCATGCAN
ATATAARTTATGTATTCTAATATAGGCTGTAACAGTTTCOCAGTTAACTTTGANT TTATAT
ATTTAGATTTARAGGATTAAAAAAARAGGAAAGCTCTYGACAGT TGTTTCCCARATAGCAT
TAGTTICTTTAAT TTTATTIGTACTGTACARATGATGCTAGT TTATTTTTTTAGCAGTGAR
AATGAATATARAARAGGTGACATAGGTCARGTITTCCATAAATTICTACTITCTCATGTGGC
ACTATTATATAATACCTTTGAGATCTITGTTTATGTTTATTAGAAGAGGGTARTGGARAC
TGATCATGGARACATTTAAPATTTTATCAGCAATGTTCTTTGTGGGTGCCATGCATATGT
ARATTATTGCT TTAATTAGAGCAGCACATTGCTAARATAARAAATACACCTTARTTITIA
AGAAATAATTTAAATGAAACAATTTCCATTCCTTTTACCTGCTTAGACTTTTATGTGACT
TGTATGETCTCCTGGTTAAAGGGAATGGTGTCAGRATATTTGCATAAARTTATTTTTCAT
AACAGTCCTTTITTITATATATTGGTGTAAACATAATATTCTTCAAGARATAATGTTGAANG
CCTACTCAGGRATAATCTTCCTTAACTCTTTAARTTTTTATITCATGTGAAGTGTTTTCA
GTTTAGTTATTICACTGAATTGTCAGTTTCCTTCATT TGGTATTACATATTTAATTCTTAA
ATATTGAGGCCCCAT TGTGAGTAATAAAARATACGACATAAGTAGARGACTARGARGGGC
TTGTCATATTATCI T TGTGTATATGCT TCATGTTATTTAACCAGARATGTCTTATCTCTA
AAAATTTTTAGTAGTAATTATTTACCARACTTARMACATTTCTATARATATAAAGCTTT
TCTTTATAT TTAAGACAAAATATAAAGGCTAGAATTTGGTTCCTTCTCTGTARCACTRAR
TATTTTAGTCTGAAATTGAATTTY T TATTACPATAGTCTTTTCAATCTATAAT TTGTGT
TTTTAATTTCTTGATATGTCACTTCTGTTCCTCCCTGCTTGCATTTTTTAAMAARCTAGAC
ATTGTGGCTTGAGAATTTATCAATCATCTITTCCGAAATGACCACATTGTGCTTT TAGTTT
GTATGTTTAAGTGGTCAAGCAAGGCTCTAGGAGGTAGTCACTGAGCTGGACCTTARRCRC
ATCTGCAGGAGCTCACARARTGGGAGCARAAGAGGCATTCCAGAARGAAGAGTAGTTARG
CAGATGTGGGGGCAGOGCANGAGGAGACAGCACCTTGTTGCCAGAGATTCTACACAARGG
TGTGATGGACACTGATGCTCTATTARGAAGCTTT TG TGGTGTGTGTGGTAGAGAATAATT
AACGCTTCTGATAAGACAGGAAAGGGATATT TCATCATGACTGTTRAGARAAGGTAACTG
GGTTGTTTAATGTTTTAATIGATAATTGTCACTGATCGTATTICTACTTGTTAARTAATT
AAARATCATCTTAARATTC
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 9
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Figura 10
s
v Mg ARMOINGH
20 v Mg }COASTERARG Y5000
estimulacion s DRa/ORGINN
en veces s

& TR a+COASTERORG 29600
o DRafRIOW

8 ERg+COASTEORO4MU

[ -2 -1 -10 4 L ) -

log de conc.

27



ES 2305116 T3

Figura 11
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<210>1
<211> 4999
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

ggaagcceccgg
ctcctttgaa
ggtcccggta
agggacagca
tcggagataa
gaaaatgaaqg
attgatctgg
aaacgtaaag
geccegeeatg
Aaaaattgatt
gatacagaagq
ggcacaatta
gggaaaccaa
ctcttaggac
ggacctttct
caatatagag
cttcctcaga
gaggagtgtt
-gataacaaag
tctctgtgea
tcccacatgg

gagtgagaga
gaggttttgc
gcgecaggeg
ggagcagtgg
tagaatctgt
acgacattca
tcagcagtga
accatattga
ttgaagtgga
ttcagcatgc
cagcaagact
attgtggaac
ttttatgtcc
atttgaaaag
tcagcteett
atcacctttt
ttattcagtg
caaagcatat
gaattgcaca
aagatgttcc
agctcactgc

aagcggctcce
gtctectttcce
gtgcagggcg
tgctgtcage
cccteccaget
gtttgtcagt
tgatgaagag
ttatcagaag
gaaacagcag
tcatgggtta
gtgtgtggac
aaaaagttca
tataatgcac
gttcgatcac
tgcttgtgta
tgataaggaa
ttttgcatgt
gtctggaaag
tccaatatct
ctttcaagtt
ccatttcaga

gggggcatag
gceggtggeg
ggaaggggat
geggecgteg
ggccctgagg
gaaggaccat
cctagcacct
gataaagttg
aaagaagaga
caagaattgg
cagtggctaa
ttcecgaagag
tgtaacaagg
tctccatgtg
gtatgttata
gccacagatg
ccaaattgct
aatcatttcc
ttccecatctt
aagtgtgtgg
gttcattgtc

cgggccagta
tcggcegcetea
tcgtggcegac
gagacatggg
catctgagtc
tacgacctgt
cttatactga
ctttaactct
agaatagagc
aatttattcg
aaatgccagg
gaggccacac
agtttgacaa
atccaacaat
aaaaatttgt
atggacataa
tccttctttt
atcagagttt
ttgcaaagaa
cctgccacaa
gaaatgctgg

agggccgcetce
cgcaggggcyg
ggcggceggea
agacccgggq
aacaacggat
tcttgaatac
tgagaatatt
ggctcgtcta
attcagagaa
aggacattct
actcaaaaca
gtgggtgtct
tgggcacctt
tacactacat
tactcaacaa
caacaacctt
tagcagaaaq
caaactgggt
acttttgatc
gacactgcgt
acctgtagcet

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
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1260
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gtagctgaga
gattgcaatc
cacaaagtce
gaagggaaca
tcacttaaaa
aaaaagaaga
aaatcagtag
gtagaaaagc
gtatgtgatg
ttaaataact
atcatggcac
gtagaaggtyg
ccttcatcag
tggcaatgcc
atgtctttgg
cataagatag
aaatacttct
tatgaggagc
aaaaccgaag
gagagttaca
ctggataaaqg
accgacatga
cagtatgtaa
cagcatttce
gaaaaatcaa
caggcaataa
tatcagaata
tacctgaaca
gctgattttg
cctttcacca
actcagagge
ttgttaaata
aaaaatactt
attagaagaa
tgaagagact
attacaaatg
ttgtattttt
atataaatta
atttagattt
tagttcttta
aatgaatata
actattatat
tgatcatgga
aaattattgce
agaaataatt
tgtatggtct
aacagtecctt
cctactcagy

agagcattac
aagtctttgt
gagtcattaa
aggatcettce
gaaccatgtc
tgaaﬁttaaa
ttaaaacctg
atgttttctce
attcaggggt
ttettttctg
atgtgactga
aaactttgcce
ctattactgt
ggatttgtga
caagccacaa
aaacattgta
gtgggctetg
accacagcat
atgattttce
tctgtaaagt
gaaaactgtg
acactcatat
tcaagtgtgg
atagaaaaca
acctgtacaa
actattcaaa
taggaggaaa
ggattggatg
ccatatgtat
tcctcectcagg
cagctcatat
gcatatctga
caataggaga
gtcttgagga
gagataaéga
tatttgaaaa
gtgctaatgt
tgtattctaa
aaaggattaa
attttatrtg
aaaaaggtga
aatacctttg
aacatttaaa
tttaattaga
taaatgaaac
cctggttaaa
ttttatatat
aataatcttc
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ccaggttgca
ggatgaaacc
ctcagtggaa
ttctgacttg
tattaaagaa
agataaaagc
gttctgtgaa
agcaaacaca
cattcgttta
gtgtcggaca
atttcataat
atcatcctet
tattgatcat
agatatgttt
gtttcataga
ccgacattgc
tgatcttate
agattatgta
agtaatagag
caacagaaaa
gtttcgctgce
ccatcaagtg
cacctgcace
ttgcttctta
gtttactgct
aagtttagac
caccaattgg
cttcttectt
gcatgctggc
agatcaaggt
actaaaccct
taccaccaaa
agaatttata
aatgtaatta
attcttgagt
catgtttttg
gcaaacatgt
tataggtgta
aaaaaaggaa
tactgtacaa
cataggtcaa
agatctttgt
attttatcag
gcagcacatt
aatttccatt
gggaatggtg
tggtgtaaac
cttaactctt

gagaaattca
agcacccaaa
gaatcagtct
catttattgt
tctagctcac
catgaaggtg
tgcaatcage
atgggttata
cacatgagcc
tgcaaaaaqgqg
ggacacagat
acaacattgg
tccceggcaa
gattcccagg
tacagctgtg
caagatgagc
tttaatgtgg
tttgtgtcag
accagtaacc
gaagattata
agtttatgtt
cacaaagaas
aaagcatttc
cagaaaccca
agtgcctcac
atggagaaag
aagcctceege
catccteget
cgtctagatg
tttctggage
caccacttag
gaatgtgaca
tccacagaag
aagatattac
ttgttttcta
ctttcatatg
acagaagaaa
acagtttecc
agctcttgac
atgatgctag
gttttecata
ttatgtttat
caatgttcett
gctaaaataa
ccttttacct
tcagaatatt
ataatattct
taaattttta

tattaagagg
atcataagca
tactctattg
tggatcaatc
tggagtgcat
ttgcttgtgt
gattcccaag
aatgtgtggt
ggattcacgyg
agttaacaag
atttttatga
ataatttgac
atagttctece
aatatgtaaa
ctcactgcag
atgacaatga
aagaagcatt
aaaaaactga
agttaacttg
gcagatgtct
cggcaacagc
agagtgatga
atgatcctga
gtgtggctca
atacagagag
gagttgagaa
tcaactgtaa
gtagtaaaag
aacaactacc
tagagaatca
agggagatat
gtgatgataa
atgtggaatt
cacacaacat
aaggagacca
ttcaaaattt
tagaatacat
agttaacttt
agttgtttcc
tttatttttt
aattctactt
tagaagaggg
tgtgggtgcee
aaaatacacc
gcttagactt
tgcataaaat
tcaagaaata
tttcatgtga

ttattgtcca
gaattcagga
ccacagcage
aaaattttca
tgccattcca
ccagaaagaa
tgaagatgca
ctgtggaaag
aggggcacat
gaaagatact
gatggatgag
tgctaacaag
gaggggtaaa
acagcactge
aaagcctttt
gataaagatt
tetgagtcat
aacttcaatt
tggttgecgt
ccaaatcatg
acagaattta
d9aggagcag
gagtgcacag
ttttggatct
aaaactgaaa
tgacctaagce
gatttataac
aaaagatgct
caagcaaatt
atttaagaag
gatgtgtgec
catgggtgec
agaagaagct
caagtggcct
gaaatccact
gatctttgtt
gttcatgcaa
gaatttatat
caaatagcat
tagcagtgaa
ctcatgtgge
taatggaaac
atgcatatgt
ttaattttta
ttatgtgact
tatttttcat
atgttgaaag
agtgttttca

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
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3840
3900
3960
4020
4080
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gtttagttat
atattgeaggc
ttgtcatatt
aaaattttta
tectttatatt
tattttagtg
ttttaatttc
attgtggett
gtatgtttaa
atctgcagga
cagatgtggg
tgtgatggac
aaggcttctg
ggttgtttaa

aaaaatcatc

<210>2
<211> 4999
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

ggaagcccgg
ctcctttgaa
ggtcccggta
agggacagca
tcggagataa
gaaaatgaag
attgatctgg
aaacgtaaag
gcececgcecatg
aaaattgatt
gatacagaagq
ggcacaatta
gggaaaccaa
ctcttaggac
ggacctttct
caatatagag
cttectcaga
gaggagtgtt
gataacaaag
tckctgtgea
tcccacatgg
gtagctgaga
gattgcaatc
cacaaagtcc
gaagggaaca

tcactgaatt
cccattgtga
atctttgtgt
gtagtaatta
taagacaaaa
tgaaattgaa
ttgatatgtc
gagaatttat
gtggtcaagc
gctcacaaaa
ggcagggcaa
actgatgctc
ataagacagg
tgttttaatt
ttaaaattc

gagtgagaga
gaggttttgce
gcgccaggeg
ggagcagtgg
tagaatctgt
acgacattca
tcagcagtga
accatattga
ttgaagtgga
ttcagecatgce
cagcaagact
attgtggaac
ctttatgtcc
atttgaaaag
tcagctcectt
atcacctttt
ttattcagtg
caaagcatat
gaattgcaca
aagatgttce
agctcactgce
agagcattac
aagtctttgt
gagtcattaa
aggatcecttce
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gtcagtttcc
gtaataaaaa

‘atatgcttea

tttaccaaac
tataaaggct
tttttttatt
acttctgttc
caatcatctt
aaggctctag
tgggagcaaa
gaggagacag
tattaagaag
aaagggatat
gataattgtc

aagcggctce
gtctctttee
gtgcagggceg
tgctgtcagce
cccectecaget
gtttgtcagt
tgatgaagag
ttatcagaag
gaaacagcag
tcatgggtta
gtgtgtggac
aaaaagttca
tataatgcac
gttcgatcac
tgcttgtgta
tgataaggaa
ttttgcatgt
gtctggaaag
tccaatatct
ctttcaagtt
ccatttcaga
ccaggttgca
ggatgaaacc
ctcagtggaa
ttctgacttg

tteatttggt
atacgacata
tgttatttaa
ttaaaaacat
agaatttggt
actatagtct
cteectgett
tccgaaatga
gaggtagtca
agaggcattc
caccttgttg
cttttgtggt
ttcatcatga
actgatcgta

gggggcatag
gcecggtggeg
ggaaggggat
gcggccgtcg
ggccectgagg
gaaggaccat
cctagcacct
gataaagttg
aaagaagaga
caagaattgg
cagtggctaa
ttccgaagag
tgtaacaagg
tctccatgtg
gtatgttata
gccacagatg
ccaaattgct
aatcatttcc
ttccecatett
aagtgtgtgg
gttcattgtce
gagaaattca
agcacccaaa
gaatcagtct
catttattgt

attacatatt
agtagaagac
ccagaaatgt
ttctataaat
teccttetetg
tttcaatcta
gcatttttta
ccacattgtg
ctgagctgga
cagaaagaag
ccagagattc
gtgtgtggta
ctgttaagaa
tttctacttg

cgggcecagta
tcggegetca
tcgtggegac
gagacatggg
catctgagtc
tacgacctgt
cttatactga
ctttaactct
agaatagagc
aatttattcg
aaatgccagyg
gaggccacac
agtttgacaa
atccaacaat
aaaaatttgt
atggacataa
tccttctttt
atcagagttt
ttgcaaagaa
cctgecacaa
gaaatgctgg
tattaagaqg
atcataagca
tactctattg
tggatcaatc

taattcttaa
taagaagggc
cttatctcta
ataaagcttt
taacactaaa
taatttgtgt
aaaactagac
cttttagttt
ccttaaacac
agtagttaag
tacacaaagg
gagaataatt
aaggtaactg
ttaaataatt

agggccgcte
cgcaggggcyg
ggcggcggea

agacccgggg
aacaacggat

tcttgaatac
tgagaatatt
ggctcgtcta
attcagagaa
aggacattct
actcaaaaca
gtgggtgtet
tgggcacctt
tacactacat
tactcaacaa
caacaacctt
tagcagaaag
caaactgggt
acttttgatc
gacactgcgt
acctgtagct
ttattgtccea
gaattcagga
ccacageage
aaaattttca

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
4999

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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720
780
840
900
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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tcacttaaaa
aaaaagaaga
aaatcagtag
gtagaaaagc
gtatgtgatg
ttaaataact
atcatggcac
gtagaaggtg
ccttecatcag
tggcaatgce
atgtctttgg
cataagatag
aaatacttct
tatgaggagc
aaaaccgaaq
gagagttaca
ctggataaag
accgacatga
cagtatgtaa
cagcatttcc
gaaaaatcaa
caggcaataa
tatcagaata
tacctgaaca
gctgattttg
cctttcacca
actcagaggc
ttgttaaata
aaaaatactt
attagaagaa
tgaagagact
attacaaatg
ttgtattttt
atataaatta
atttagattt
tagttcttta
aatgaatata
actattatat
tgatcatgga
aaattattgce
agaaataatt
tgtatggtct
aacagtcctt
cctactcagg
gtttagttat
atattgaggc
ttgtcatatt
aaaattttta

gaaccatgtc
tgaatttaaa
ttaaaacctg
atgttttcte
attcaggggt
ttettttctg
atgtgactga
aaactttgcce
ctattactgt
ggatttgtga
caagccacaa
aaacattgta
gtgggctttg
accacagcat
atgattttcc
tctgtaaagt
gaaaactgtg
acactcatat
tcaagtgtgg
atagaaaaca
acctgtacaa
actattcaaa
taggaggaaa
ggattggatg
ccatatgtat
tcctctcagg
cagctcatat
gcatatctga
caataggaga
gtcttgagga
gagataacga
tatttgaaaa
gtgctaatgt
tgtattctaa
aaaggattaa
attttatttg
aaaaaggtga
aatacctttg
aacatttaaa
tttaattaga
taaatgaaac
cctggttaaa
ttttatatat
aataatctte
tcactgaatt
ccecattgtga
atctttgtgt
gtagtaatta
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tattaaagaa
agataaaagc
gttctgtgaa
agcaaacaca
cattcgttta
gtgtcggaca
atttcataat
atcatcctct
tattgatcat
agatatgttt
gtttcataga
ccgacattge
tgatcttatc
agattatgta
agtaatagagq
caacagaaaa
gtttcgctge
ccatcaagtg
cacctgcace
ttgcttetta
gtttactget
aagtttagac
caccaattqgg
cttcttectt
gcatgctgge
agatcaaggt
actaaaccct
taccaccaaa

agaatttata

aatgtaatta
attcttgagt
catgtttttg
gcaaacatgt
tataggtgta
aaaaaaggaa
tactgtacaa
cataggtcaa
agatctttgt
attttatcag
gcagcacatt
aatttccatt
gggaatggtg
tggtgtaaac
cttaactctt
gtcagtrtce
gtaataaaaa
atatgettca
tttaccaaac

tctagctcac
catgaaggtg
tgcaatcagc
atgggttata
cacatgagcc
tgcaaaaagqg
ggacacagat
acaacattgg
trcececggceaa
gattceccagg
tacagctgtg
caagatgagc
tttaatgtgg
tttgtgtcag
accagtaacc
gaagattata
agtttatgtt
cacaaagaaa
aaagcatttc
cagaaaccca
agtgcectcac
atggagaaag
aagcctcecge
catccteget
cgtctagatg
tttctggagc
caccacttag
gaatgtgaca
tccacagaag
aagatattac
ttgttttcta
ctttcatatg
acagaagaaa
acagtttccc
agctcttgac
atgatgctag
gtttteccata
ttatgtttat
caatgttctt
gctaaaataa
ccttttacct
tcagaatatt
ataatattct
taaattttta
ttcatttggt
atacgacata
tgttatttaa
ttaaaaacat

tggagtgcat
ttgcttgtgt
gattcccaag
aatgtgtggt
ggattcacgg
agttaacaag
atttttatga
ataatttgac
atagttetce
aatatgtaaa
ctcactgcag
atgacaatga
aagaagcatt
aaaaaactga
agttaacttyg
gcagatgtct
cggcaacagc
agagtgatga
atgatcctga
gtgtggctca
atacagagag
gagttgagaa
tcaactgtaa
gtagtaaaag
aacaactace
tagagaatca
agggagatat
gtgatgataa
atgtggaatt
cacacaacat
aaggagacca
ttcazaattt
tagaatacat
agttaacttt
agttgtttcc
trtattttet
aattctactt
tagaagaggg
tgtgggtgee
aaaatacacc
gcttagactt
tgcataaaat
tcaagaaata
tttcatgtga
attacatatt
agtagaagac
ccagaaatgt
ttctataaat

tgccattcca
ccagaaagaa
tgaagatgca
ctgtggaaag
aggggcacat
gaaagatact
gatggatgag
tgctaacaag
gaggggqtaaa
acagcactge
aaagectttt
gataaagatt
tctgagtcat
aacttcaatt
tggttgcegt
ccaaatcatg
acagaattta
ggaggagcag
gagtgcacag
ttttggatct
aaaactgaaa
tgacctaagc
gatttataac
aaaagatgct
caagcaaatt
atttaagaag
gatgtgtgce
catgggtgece
agaagaagct
caagtggcct
gaaatccact
gatctttgtt
gttcatgcaa
gaatttatat
caaatagcat
tagecaqtgaa
ctcatgtggce
taatggaaac
atgcatatgt
ttaattttta
ttatgtgact
tattttteat
atgttgaaag
agtgtttteca
taattcttaa
taagaaggge
cttatctcta
ataaagcttt

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
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3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
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tctttatatt
tattttagtyg
ttttaattte
attgtggctt
gtatgtttaa
atctgcagga
cagatgtggg
tgtgatggac
aaggcttctyg

ggttgtttaa
aasaatcatc

taagacaaaa
tgaaattgaa
ttgatatgtc
gagaatttat
gtggtcaage
gctcacaaaa
ggcagggcaa
actgatgctc
ataagacagg
tgttttaatt
ttaaaattc
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tataaaggct
tttttttatt
acttctgttce
caatcatctt
aaggctctag
tgggagcaaa
gaggagacag
tattaagaag
aaagggatat
gataattgtc

agaatttggt
actatagtct
ctcectgett
tccgaaatga
gaggtagtca
agaggecattce
caccttgttg
cttttgtggt
ttcatcatga
actgatcgta

tcettetetg
tttcaatcta
gcatttttta
ccacattgtg
ctgagctaga
cagaaagaag
ccagagattc
gtgtgtggta
ctgttaagaa
tttctacttg

taacactaaa
taatttgtgt
adaaactagac
cttttagttt
ccttaaacac
agtagttaag
tacacaaaqgg
gagaataatt
aaggtaactg
ttaaataatt

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
4999

<210>3
<211> 5144
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

ggaagccegg
ctcctttgaa
ggtceccggta
agggacagca
tcggagataa
gaaaatgaag
attgatctgg
aaacgtaaag
gcccgecatyg
aaaattgatt
gatacagaag
ggcacaatta
gggaaaccaa
ctcttaggac
ggacctttcet
caatatagag
cttectcaga
gaggagtgtt
gataacaaag
tectetgtgea
tcccacatgg
gtagctgaga
gattgcaatc
cacaaagtcc
gaagggaaca
tcacttaaaa
aaaaagaaga
aaatcagtag
gtagaaaagc

gagtgagaga
gaggttttge
gcgccaggeg
ggagcagtgyg
tagaatctgt
acgacattca
tcagcagtga
accatattga
ttgaagtgga
ttcagcatgce
cagcaagact
attgtggaac
ttttatgtce
atttgaaaaqg
tcagctcctt
atcacctttt
ttattcagtg
caaagcatat
gaattgcaca
aagatgttcc
agctcactgce
agagcattac
aagtctttgt
gagtcattaa
aggatectte
gaaccatgtc
tgaatttaaa
ttaaaacctg
atgttttcte

aagcggctcc
gtctcetttce
gtgcagggeg
tgctgtcage
ccectceecaget
gtttgtcagt
tgatgaagag
ttatcagaag
gaaacagcag
tcatgggtta
gtgtgtggac
aaaaagttca
tataatgcac
gttcgatcac
tgcttgtgta
tgataaggaa
ttttgcatgt
gtctggaaag
tccaatatct
ctttcaagtt
ccatttcaga
ccaggttgca
ggatgaaacc
ctcagtggaa
ttctgacttg
tattaaagaa
agataaaagc
gttctgtgaa
agcaaacaca

gggggcatag
gccggtggeg
ggaaggggat
gcggccegteg
ggccctgagg
gaaggaccat
cctagcacct
gataaagttg
aaagaagaga
caagaattgg
cagtggctaa
ttecgaagag
tgtaacaagg
tctecatgtg
gtatgttata
gccacagatg
ccaaattgct
aatcatttcc
ttcccatctt
aagtgtgtgg
gttcattgtc
gagaaattca
agcacccaaa
gaatcagtct
catttattgt
tctagctcac
catgaaggtg
tgcaatcage
atgggttata

cgggccagta
tcggegetca
tcgtggegac
gagacatggg
catctgagtc
tacgacctgt
cttatactga
ctttaactct
agaatagagc
aatttattcg
aaatgccagg
gagqgccacac
agtttgacaa
atccaacaat
aaaaatttgt
atggacataa
tecttcotttt
atcagagttt
ttgcaaagaa
cctgccacaa
gaaatgctgg
tattaagagg
atcataagca
tactctattg
tggatcaatce
tggagtgcat
ttgcttgtgt
gattcceaag
aatgtgtggt

agggcegcetce
cgcaggggcg
ggcggcggca
agacccgggyg
aacaacggat
tcttgaatac
tgagaatatt
ggctcgtcta
attcagagaa
aggacattct
actcaaaaca
gtgggtgtct
tgggcacctt
tacactacat
tactcaacaa
caacaacctt
tagcagaaag
caaactgggt
acttttgatc
gacactgcgt
acctgtagcet
ttattgtcca
gaattcagga
ccacagcagc
aaaattttca
tgccattcea
ccagaaagaa
tgaagatgca
ctgtggaaag.
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1200
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gtatgtgatg
ttaaataact
atcatggcac
gtagaaggtyg
ccttcatcag
tggcaatgcc
atgtctttgg
cataagatag
aaatacttcet
tatgaggagc
aaaaccgaag
gagagttaca
ctggataaag
accgacatga

‘cagtatgtaa

cagcattice
gaaaaatcaa
caggcaataa
tatcagaata
actcatatag
catctaaacc
tcegetcaac
tcecgctgtagt
agatgaacaa
ggagctagag
cttagaggga
tgacagtgat
agaagatgtg
attaccacac
ttctaaagga
atatgttcaa
agaaatagaa
ttcccagtta
ttgacagttg
gctagtttat
ccataaatic
tttattagaa
ttetttgtgg
aataaaaaat
tacctgetta
atatttgecat
attcttcaag
ttttatttca
ttggtattac
acataagtag
tttaaccaga
aacatttcta
ttggtteett

attcaggggt
ttcttttctg
atgtgactga
aaactttgcee
ctattactgt
ggatttgtga
caagccacaa
aaacattgta
gtgggctttg
accacagcat
atgattttce
tcetgtaaagt
gaaaactgtg
acactcatat
tcaagtgtgg
atagaaaaca
acctgtacaa
actattcaaa
tagaggaaga
tetttgtaga
aaggaacatt
tgtaagatctt
aaaagaaaaqg
ctacccaagc
aatcaattta
gatatgatgt

gataacatgg

gaattagaag
asacat.caagt
gaccagaaat
aatttgatct
tacatgtteca
actttgaatt
tttcoccaaat
ttttttages
tacttctcat
gagggtaatg
gtgocatgea
acaccttaat
gacttttatg
aaaattattt
aaataatgtt
tgtgaagtgt
atatttaatt
aagactaaga
aatgtcttat
taaatataaa
ctetgtaaca
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cattcgttta
gtgtcggaca
atttcataat
atcatectet
tattgatcat
agatatgttt
gtttcataga
ccgacattge
tgatcttate
agattatgta
agtaatagag
caacagaaaa
gtttcgotge
ccatcaagtg
cacctgcacc
ttgcettetta
gtttactget
aagtttagac
aattgttgag
ttttgataac
tatttggggc
ataactacct
atgctgcetga
aaattcettt
agaagactca
gtgccttgtt
gtgccaaaaa
aagctattag
ggccttgaag
ccactattac
ttgttttgta
tgcaaatata
tatatattta
agcattagtt
gtgaaaatga
gtggcactat
gaaactgatc
tatgtaaatt
ttttaagaaa
tgacttgtat
ttecataacag
gaaagectac
tttcagttta
cttaaatatt
agggctigte
ctctaaaaat
gecttttettt
ctaaatattt

cacatgagce
tgcaaaaagg
ggacacagat
acaacattgg
tececggcecaa
gattcceagg
tacagctgtg
caagatgagce
tttaatgtgg
tttgtgtcag
accagtaace
gaagattata
agtttatgtt
cacaaagaaa
aaagcatttc
cagaaaccca
agtgcctcac
atggagaaag
cttccagatt
tggtcaaact
tttcaaagga
gaacaggatt
ttttgecata
caccatcctc
gaqggccagcet
aaatagcata
tacttcaata
aagaagtett
agactgagat
aaatgtattt
tttttgtget
aattatgtat
gatttaaagg
ctttaatttit
atataaaaaa
tatataatac
atggaaacat
attgctttaa
taatttaaat
ggtctoctgg
tectttttta
tcaggaataa
gttattcact
gaggeccecat
atattatctt
ttttagtagt
atatttaaga
tagtgtgaaa

ggattcacgyg
agttaacaag
atttttatga
ataatttgac
atagttctee
aatatgtaaa
ctcactgecag
atgacaatga
aagaagcatt
aaaaaactga
agttaacttqg
gcagatgtet
cggeaacage
agagtgatga
atgatcctga
gtgtggctca
atacagagag
gagtigagaa
tggattacct
tttttggtea
ggaaacacca
ggatgotict
tgtatgcatg
tcaggagatc
catatactaa
tcoctbtgatacca
ggagaagaat
gaggaaatgt
aacgaattct
gaaaacatgt
aatqgtgcaaa
tctaatatag
attaaaaaaa
atttgtactg
ggtgacatag
ctttgagatc
ttaaaatttt
ttagagecage
gaaacaattt
ttaaagggaa
tatattggtg
tcttecttaa
gaattgtcag
tgtgagtaat
tgtgtatatg
aattatttac
caaaatataa
ttgaattttt

aggggcacat
gaaagatact
gatggatgag
tgctaacaag
gaggggtaaa
acagcactgc
aaagectttt
gataaagatt
tctgagtcat
aacttcaatt
tggttgeegt
ccaaatcatyg
acagaattta
ggaggagcayg
gagtgcacag
ttttggatct
aaaactgaaa
tgacctaage
gcgaaccatyg
tetaccaggg
attggaagce
toctteatee
ctggeegtet
aaggttttct
acecteacca
ccaaagaatyg
ttatatccac
aattaaagat
tgagtttgtt
ttttgottte
catgtacaga
gtgtaacagt
aggaaaqgcetce
tacaaatgat
qtcaagtttt
tttgtttatg
atcagcaatg
acattgctaa
ccattcecttt
tggtgtcaga
taaacataat
ctctttaaat
tttecctteat
aaaaaatacyg
cttcatgtta
caaacttaaa
aggctagaat
ttattactat

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
23490
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
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
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agtcttttea
tgettgeatt
aatgaccaca
agtcactgag
cattccagaa
tgttgccaga
gtggtgtgtg
catgactgtt
tegtatttet

atctataatt
ttttaaaaac
ttgtgetttt
ctggacetta
agaagagtag
gattctacac
tggtagagaa
aagaaaaggt
acttgttaaa
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tgtgttttta
tagacattgt
agtttgtatg
aacacatctg
ttaagcagat
aaaggtgtga
taattaaggce

aactgggttyg
taattaaaaa

atttcttgat
ggcttgagaa
tttaagtggt
caggagctca
gtgggggcaq
tggacactga
ttetgataag
tttaatgttt
tcatcttaaa

atgtecactte
tttatecaatc
caagcaaggc
caaaatggga
ggcaagagga
tgctctatta
acaggaaagg
taattgataa
atte

tgttcctece
atctttccga
tctaggaggt
gcaaaagagg
gacagcacct
agaagcetttt
gatatttcat
ttgtcactga

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5144

<210> 4
<211> 5144
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

ggaagcccgg
ctcecetttgaa
ggtcceggta
agggacagca
teggagataa
gaaaatgaag
attgatctgg
aaacgtaaag
gcccgecatg
aaaattgatt
gatacagaaqg
ggcacaatta
gggaaaccaa
ctcttaggac
ggacctttct
caatatagag
cttectcaga
gaggagtgtt
gataacaaag
tetctgtgea
tcccacatgg
gtagcetgaga
gattgcaatc
cacaaagtce
gaagggaaca
tcacttaaaa
aaaaagaaga
aaatcagtag
gtagaaaagc
gtatgtgatg
ttaaataact

gagtgagaga
gaggttttge
gegceaggeg
ggagceagtagg
tagaatctgt
acgacattca
tcagcagtga
accatattga
ttgaagtgga
ttcagcatge
cagcaagact
attgtggaac
ctttatgtce
atttgaaaag
tcagctectt
atcacctttt
ttattcagtg
caaagcatat
gaattgcaca
aagatgttcc
aéctcactgc
agagcattac
aagtctttgt
gagtcattaa
aggatcctte
gaaccatgtc
tgaatttaaa
ttaaaaccty
atgttttete
attcaggggt
ttetittetyg

aagcggctcec
gtctctttcce
gtgcagggcy
tgctgtcage
ccctecaget
gtttgtcagt
tgatgaagag
ttatcagaaqg
gaaacagcag
tcatgggtta
gtgtgtggac
aaaaagtteca
tataatgcac
gttcgatcac
tgecttgtgta
tgataaggaa
ttttgecatgt
gtctggaaag
teccaatatet
ctttcaagtt
ccatttcaga
ccaggttgca
ggatgaaacc
crecagtggaa
ttctgacttg
tattaaagaa
agataaaagc
gttctgtgaa
agcaaacaca
cattogttta
gtgteggaca

gggggcatag
gccggtggcyg
ggaaggggat
gcggeegteg
ggccctgagyg
gaaggaccat
cctagecacct
gataaagttg
aaagaagaga
caagaattgg
cagtggctaa
ttecgaagag
tgtaacaagg
tctccatgtg
gtatgttata
gccacagatg
ccaaattgcet
aatcatttcc
ttccecatett
aagtgtgtgg
gttcattgtc
gagaaattca
agcacccaaa,
gaatcagtcet
catttattgt
tctagctecac
catgaaggtyg
tgcaatcage
atgggttata
cacatgagcce
tgcaaaaagqg

cgggecagta
tcggegectca
tcgtggegac
gagacatggqg
catctgagtce
tacgacctgt
cttatactga
ctttaactct
agaatagagce
aatttattcg
aaatgccagg
gaggoecacac
agtttgacaa
atccaacaat
aaaaattigt
atggacataa
tecttetttt
atcagagttt
ttgcaaagaa
cctgecacaa
gaaatgctgg
tattaagagg
atcataagca
tactctattg
tggatcaatc
tggagtgcat
ttgcttgtgt
gattcccaaqg
aatgtgtggt
ggattcacgg
agttaacaad

agggeccgcete
cgcaggggcy
ggcggcggea
agacccggygyd
aacaacggat
tcttgaatac
tgagaatatt
ggctcgtcta
attcagagaa
aggacattct
actcaaaaca
gtgggtgtct
tgggcacctt
tacactacat
tactcaacaa
caacaacctt
tagcagaaag
caaactgggt
acttttgatc
gacactgegt
acctgtaget
ttattgtcea
gaattcagga
ccacageage
agaattttca
tgecattcoea
ccagaaagaa
tgaagatgca
ctgtggaaagq
aggggcacat

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

gaaagatact 1860
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atcatggecac
gtagaaggtg
ccttcatcag
tggcaatgee
atgtctttgg
cataagatag
aaatacttct
tatgaggagc
aaaaccgaayg
gagagttaca
ctggataaag
accgacatga
cagtatgtaa
cagcatttce
gaaaaatcaa
caggcaataa
tatcagaata
actcatatag
catctaaace
tecget.caac
tegetgtagt
agatgaacaa
ggagctagag
cttagaggga
tgacaqgtgat
agaagatgtg
attaccacac
ttctaaagga
atatgticaa
agaaatagaa
ttcecagtta
ttgacagttg
getagtttat
ccataaattc
tttattagaa
ttotttgtogg
aataaaaaat
tacctgctta
atatttgcat
attcttcaaqg
ttttatttca
ttggtattac
acataagtag
tttaaccaga
aacatttcta
ttggttectt

. agrettttca

tgcttgeatt

atgtgactga
aaactttgcc
ctattactgt
ggatttgtga
caagccacaa
aaacattgta
gtgggetttg
accacageat
atgatttice
tctgtaaagt
gaaaactgtg
acactcatat
tcaagtgtgg
atagaaaaca
acctgtacaa
actattcaaa
tagaggaaga
tetttgtaga
aaggaacatt
tgtaagattt
aaaagaaaaq
ctacecaage
aatcaattta
gatatgatgt
gataacatgg
gaattagaag
aacatcCaagt
gaccagaaat
aatttgatct
tacatgttca
actttgaatt
tttcecaaat
ttttttagea
tacttctecat
gagggtaatg
gtgccatgca
acaccttaat
gacttttatg
aaaattattt
aaataatgtt
tgtgaagtgt
atatttaatt
aagactaaga
aatgtcttat
taaatataaa
ctctgtaaca

atctataatt

ttttaaaaac
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atttcataat
atcatcctct
tattgatcat
agatatgttt
gtttcataga
ccgacattge
tgatcttatc
agattatgta
agtaatagag
caacagaaaa
gtttegetge
ccatcaagtyg
cacctgcacc
ttgettetta
gtttactget
aagtttagac
aattgttgag
ttttgataac
tatttgggge
ataactacct
atgctgetga
aaattcettt
agaagactca
gtgcettgtt
gtgccaaaaa
aagctattag
gygccttgaaqg
ccactattac
ttgttttgta
tgcaaatata
tatatattta
agcattagtt
gtgaaaatga
gtggcactat
gaaactgatce
tatgtaaatt
ttittaagaaa
tgacttgtat
ttcataacag
gaaagcctac
tttcagttta
cttaaatatt
agggcttgtc
ctctaaaaat
gettttettt
ctaaatattt
tgtgttteta
tagacattgt

ggacacagat
acaacattgg
tceecggeaa
gattcccagqg
tacagctgtg
caagatgagc
tttaatgtgg
tttgtgtcag
accagtaace
gaagattata
agtttatgtt
cacaaagaaa
aaagcattte
cagaaaccca
agtgecteac
atggagaaaq
cttccagatt
tggtcaaact
tttcaaagga
gaacaggatt
ttttgecata
caccatccte
gaggecaget
aaatagcata
tacttcaata
aagaagtctt
agactgagat
aaatgtattt
tttttgtget
aattatgtat
gatttaaagg
ctttaatttt
atataaaaaa
tatataatac
atggaaacat
attgctitaa
taatttaaat
ggtctectgg
tectttttta
tcaggaataa
gttattcact
gaggccccat
atattatcett
ttttagtagt
atatttaaga
tagtgtgaaa
atttcttgat
ggcttgagaa

atttttatga
ataatttgac
atagttctec
aatatgtaaa
ctcactgcag
atgacaatga
aagaagcatt
aaaaaactga
agttaacttyg
gcagatgtct
cggcaacade
agagtgatga
atgatectga
gtgtggctca
atacagagag
gagttgagaa
tggattacct
tttttggtea
ggaaacacca
ggatgctict
tgtatgeatyg
tcaggagatce
catatactaa
tetgatacea
ggaﬁaagaat
gaggaaatgt
aacgaattet
gaaaacatgt
aatgtgcaaa
tctaatatag
attaaaaaaa
atttgtactg
ggtgacatag
ctttgagate
ttaaaatttt
ttagagcagce
gaaacaattt
ttaaagggaa
tatattggtg
tocttcoctiaa
gaattgteag
tgtgagtaat
tgtgtatatg
aattatttac
caaaatataa
ttgaattitt
atgtcactte
tttatcaate

gatggatgag
tgctaacaag
gaggggtaaa
acagcactge
aaagcctttt
gataaagatt
tctgagtcat
aacttcaatt
tggttgeegt
ccaaatcatg
acagaattta
ggaggagcag
gagtgcacag
ttttggatcet
aaaactgaaa
tgacctaage
gcgaaccatg
tetaccaggy
attggaagee
tectteatee
ctggecgtet
aaggttttict
accctcacca
ccaaagaatg
ttatatcecac
aattaaagat
tgagtttgtt
ttttgctite
catgtacaga
gtgtaacagt
aggaaagcte
tacaaatgat
gtcaagteer
tttgtttatg
atcagcaatg
acattgctaa
ccattoottt
tggtgteaga
taaacataat
ctettitaaat
tttcocottcat
aaaaaatacyg
cttcatgtta
caaacttaaa
aggctagaat
ttattactat
tgttecteee
atctttccga

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
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4360
4440
4500
4560
4620
4680
4740
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aatgaccaca
agtcactgagqg
cattccagaa
tgttgccaga
gtggtgtgty
catgactgtt
tcgtattict

<210>5
<211> 3042
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

atgggagacc
gagtcaacaa
cctgttettg
actgatgaga
actctyggete
agagcattca
attcgaggac
ccaggactca
cacacgtggyg
gacaatgggc
acaattacac
tttgttacte
cataacaaca
ctttttageca
agtttcaaac
aagaaacttt
cacaagacac
gctggacctg
agaggttatt
aagcagaatt
tattgccaca
caatcaaaat
tgcattgececa
tgtgtccaga
ccaagtgaag
gtggtctgtyg
cacggagygy
acaaggaaag
tatgagatgg
ttgactgcta
tctccgaggg
gtaaaacagc
tgcagaaadgc

ttgtgetttt
ctggacctta
agaagagtag
gattctacac
tggtagagaa
aagaaaaggt
acttgttaaa

cggggtegga
cggatgaaaa
aatacattga
atattaaacg
gtetageceg
gagaaaaaat
attctgatac
aaacaggcac
tgtctgggaa
accttctett
tacatggacc
aacaacaata
accttcttce
gaaaggagga
tgggtgataa
tgatctctct
tgegttecca
tagctgtagce
gtccagatty
caggacacaa
gcagcgaagyg
tttcatcact
ttccaaaaaa
aagaaaaatc
atgcagtaga
gaaaggtatg
cacatttaaa
atactatcat
atgaggtaga
acaagccttce
gtaaatggca
actgcatgtc
cttttcataa
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agtttgtatg
aacacatcty
ttaagcagat
aaaggtgtga
taattaaggc

aactgggttg
taattaaaaa

gataatagaa
tgaagacgac
tectggtecage
taaagaccat
ccatgttgaa
tgattttcag
agaagcagca
aattaattgt
accaatttta
aggacatttg
tttecttcage
taqagatcac
tcagattatt
gtgttcaaag
caaaggaatt
gtgcaaagat
catggaéctc
tgagaagaga
caatcaagtc
agteccgagte
gaacaaggat
taaaagaacc
gaagatgaat
agtagttaaa
aaagcatgtt
tgatgattca
taactttett
ggcacatgty
aggtgaaact
atcagctatt
atgecggatt
tttggcaage
gatagaaaca

tttaagtggt
caggagctca
gtgggggcag
tggacactga
ttetgataag
tttaatgttt
tcatcttaaa

tctgteccte
attcagtttyg
agtgatgatg
attgattatc
gtggagaaac
catgctcatg
agactgtgtg
ggaacaaaaa
tgtcctataa
aaaaggttcg
tcctttgett
ctttttgata
cagtgttttg
catatgtctg
gcacatccaa
gttcectttc
actgeccatt
attacccagyg
tttgtggatyg
attaactcag
cettettetg
atgtctatta
ttaaaagata
acctggttct
ttetcageaa
ggggtcatte

ttetggtgte
actgaattte
ttgecatcat
actgttattg
tgtgaagata
cacaagttte
ttgtaccgac

caagcaaggc
caaaatggga
ggcaagagga
tgctctatta
acaggaaagg
taattgataa
attc

cagotggece
tcagtgaagqg
aagagcctaqg
agaaggataa
agcagaaaga
ggttacaaga
tggaccagtg
gttcattccg
tgcactgtaa
atcactctcc
gtgtagtatg
aggaagccac
catgtecaaa
gaaagaatca
tatcttteee
aagttaagtg
tcagagttca
ttgcagagaa
aaaccagcac
tggaagaatc
acttgcattt
aagaatctag
aaagccatga
gtgaatgcaa
acacaatggy
gtttacacat
ggacatgcaa
ataatggaca
cctetacaac
atcattcecc
tgtttgatte
atagatacag
attgccaaga

tetaggaggt
gcaaaagagqg
gacagcacet
agaagctttt
gatatttcat
ttgtcactga

tgaggcatet
accattacga
cacctettat
agttgcttta
agagaagaat
attggaattt
gctaaaaatg
aagaggaggc
caaggagttt
atgtgatcca
ttataaaaaa
agatgatgga
ttgettectt
tttccatcag
atctrttgca
tgtagcctge
ttgtcgaaat
attcatatta
ccaaaatcat
agtcttactce
attgttggat
ctcactggag
aggtgttgcet
tcagcgatte
ttataaatgt
gagceggatt

aaaggagtta.

cagatatttt
attggataat
ggcaaatagt
ccaggaatat
ctgtgctcac
tgagcatgac

4800
4860
4920
4980
5040
5100
5144

60
120
180
240 .
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1529
1980



15

20

25

aatgagataa
gcatttctga
actgaaactt
acttgtggtt
tgtctccaaa
acagcacaga
gatgaggagg
cctgagagtg
gctcattttg
gagagaaaac
gagaatgace
tgtaagattt
aaaagaaaag
ctacccaagc
aatcaattta
gatatgatgt
gataacatgyg
gaattagaag

agattaaata
gtcattatga
caattaaaac
gccgtgagag
tcatgctgga
atttaaccga
agcagcagta
cacagcagca
gatctgaaaa
tgaaacaggc
taagctatca
ataactacct
atgctgctga
aaattccttt
agaagactca
gtgccttgtt
gtgccaaaaa
aagctattag
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cttctgtggg
ggagcaccac
cgaagatgat
ttacatctgt
taaaggaaaa
catgaacact
tgtaatcaag
tttccataga
atcaaacctg
aataaactat
gaatatagga
gaacaggatt
ttttgccata
caccatcctce
gaggccagct
aaatagcata
tacttcaata
aagaagtctt

ctttgtgatc
agcatagatt
tttccagtaa
aaagtcaaca
ctgtggttte
catatccatc
tgtggcacct
aaacattgct
tacaagttta
tcaaaaagtt
ggaaacacca
ggatgcttct
tgtatgcatg
tcaggagate
catatactaa
tctgatacca
ggagaagaat
gaggaaatgt

ttatctttaa
atgtatttgt
tagagaccag
gaaaagaaga
gctgcagttt
aagtgcacaa
gcaccaaagc
tcttacagaa
ctgctagtgce
tagacatgga
attggaagec
tccttecatec
ctggcecgtct
aaggttttct
accctcacca
ccaaagaatg
ttatatccac
aa

tgtggaagaa
gtcagaaaaa
taaccagtta
ttatagcaga
atgttcggcea
agaaaagagt
atttcatgat
acccagtgtg
ctcacataca
gaaaggagtt
tccgetcaac
tegetgtagt
agatgaacaa
ggagctagag
cttagaggga
tgacagtgat
agaagatgtg

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3042

<210> 6

<211> 3042

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6

40

45

50

55

60

65

atgggagacc
gagtcaacaa
cctgttcttg
actgatgaga
actctggctc
agagcattca
attcgaggac
ccaggactca
cacacgtggg
gacaatgggce
acaattacac
tttgttacte
cataacaaca
ctttttagca
agtttcaaac
aagaaacttt
cacaagacac
gctggacctg
agaggttatt
aagcagaatt
tattgccaca
caatcaaaat

cggggtegga
cggatgaaaa
aatacattga
atattaaacg
gtctagcccg
gagaaaaaat
attctgatac
aaacaggcac
tgtctgggaa
accttctctt
tacatggacc
aacaacaata
accttcttec
gaaaggagga
tgggtgataa
tgatctctcet
tgcgttcceca
tagctgtagce
gtccagattg
caggacacaa
gcagcgaagqqg
tttcatcact

gataatagaa
tgaagacgac
tctggtcage
taaagaccat
ccatgttgaa
tgattttcag
agaagcagcea
aattaattgt
accaacttta
aggacatttg
tttcttcage
tagagatcac
tcagattatt
gtgttcaaag
caaaggaatt
gtgcaaagat
catggagctc
tgagaagagc
caatcaagtc
agtccgagte
gaacaaggat
taaaagaacc

tctgteccte
attcagtttg
agtgatgatg
attgattate
gtggagaaac
catgctcatg
agactgtgtg
ggaacaaaaa
tgtcctataa
aaaaggttcg
tectttgette
ctttttgata
cagtgttttg
catatgtctg
gcacatccaa
gttcccttte
actgcccatt
attacccagg
tttgtggatg
attaactcag
ccttctictg
atgtctatta

10

cagctggecce
tcagtgaagg
aagagcctag
agaaggataa
agcagaaaga
ggttacaaga
tggaccagtg
gttcattccg
tgcactgtaa
atcactctcc
gtgtagtatg
aggaagccac
catgtccaaa
gaaagaatca
tatctttccce
aagttaagtg
tcagagttca
ttgcagagaa
aaaccagcac
tggaagaatc
acttgcattt
aagaatctag

tgaggcatct
accattacga
cacctcttat
agttgettta
agagaagaat
attggaattt
gctaaaaatg
aagaggaggc
caaggagtte
atgtgatcca
ttataaaaaa
agatgatgga
ttgcttcctt
tttccatcag
atcttttgca
tgtggcectge
ttgtcgaaat
attcatatta
ccaaaatcat
agtcttactce
attgttggat
ctcactggag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
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tgcattgeca
tgtgtccaga
ccaagtgaag
gtggtctgtg
cacggagggyg
acaaggaaaqg
tatgagatgyg
ttgactgeta
tctecgaggyg
gtaaaacagce
tgcagaaagc
aatgagataa
gcatttetga
actgaaactt
acttgtggtt
tgtetecaaa
acagcacaga
gatgaggaqy
cctgagagtg
gctcattitg
gagagaaaac
gagaatgacc
tgtaagattt
aaaagaaaag
ctacccaage
aatcaattta
gatatgatgt
gataacatgg
gaattagaag

ttccaaaaaa
aagaaaaatc
atgcagtaga
gaaaggtatg
cacatttaaa
atactatcat
atgaggtaga
acaagcctte
gtaaatggca
actgecatgte
cktttcataa
agattaaata
gtcattatga
caattaaaac
gecgtgagag
tcatgctgga
atttaaccga
agcagcagta
cacagcagea
gatctgaaaa
tgaaacaggc
taagctatca
ataactacct
atgctgctga
aaattccttt
agaagactca
gtgceccttgtt
gtgccaaaaa
aagctattag
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gaagatgaat
agtagttaaa
aaagcatgtt
tgatgattca
taactttictt
ggcacatgtg
aggtgaaact
atcagctatt
atgccggatt
tttggecaage
gatagaaaca
cttetgtggyg
ggagcaccac
cgaagatgat
ttacatctgt
taaaggaaaa
catgaacact
tgtaatcaaqg
tttccataga
atcaaacctg
aataaactat
gaatatagga
gaacaggatt
tttigecata

ttaaaagata
acctggttct
ttectcagecaa
ggggtcattc
ttetggtgtce
actgaatttec
ttgccatcat
actgttattg
tgtgaagata
cacaagtttce
ttgtaccgac
ctttgtgatce
agcatagatt
ttteccagtaa
aaagtcaaca
ctgtggtttc
catatccatc
tgtggcacct
aaacattgct
tacaagttta
tcaaaaagtt
ggaaacacca
ggatgecttet
tgtatgcatg

caccatcecte tcaggagatc

gaggoecagct
aaatagcata
tacttcaata
aagaagtctt

catatactaa
tectgatacca
ggagaagaat
gaggaaatgt

aaagccatga
gtgaatgcaa
acacaatgygg
gtttacacat
ggacatgcaa
ataatggaca
cctetacaac
atcattecce
tgtttgatte
atagatacag
attgccaaga
ttatctttaa
atgtatttgt
tagagaccag
gaaaagaaga
getgecagttt
aagtgcacaa
gcaccaaage
tcttacagaa
ctgctagtge
tagacatgga
attggaagcce
tceettecatee
ctggccgtet
aaggttttct
accctcacca
ccaaagaatqg
ttatatccac
aa

aggtgttget
tcagcgattc
ttataaatgt
gagccggatt
aaaggagtta
cagatatttt
attggataat
ggcaaatagt
ccaggaatat
ctgtgetcac
tgagecatgac
tgtggaagaa
gtcagaaaaa
taaccagtta
ttatagcaga
atgttceggea
agaaaagagt
atttcatgat
acccagtgtg
ctcacataca
gaaaggagtt
tcegectcaac
tegetgtagt
agatgaacaa
ggagctagag
cttagagygga
tgacagtgat
agaagatgtyg

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3042

<210>17
<211> 1013
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Met Gly Asp Pro Gly Ser Glu Ile Ile Glu Ser Val Pro
1 S 10

Pro Glu Ala Ser Glu Ser Thr Thr Asp Glu Asn Glu Asp
20 25

Phe Val Ser Glu Gly Pro Leu Arg Pro Val Leu Glu Tyr
35 40 45

Val Ser Sex Asp Asp Glu Glu Pro Ser Thr Ser Tyr Thr
50 s5 60

11

Pro Ala Gly
15

Asp Ile Gln
30

Ile Asp Leu

Asp Glu Asn
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Ile
€5

Glu

His

Ala

Thr

145

His

Phe

Phe

Gln

225

His

Sex

Gly

. Tle

305

Lys

Leu

Glu

Gly

Ala

130

Gly

Thr

Lys

Asp

Ser

210

Gln

Asn,

Cys

Gly

Ile

290

Ser

Arg

Ala

Lys

Leu

Axg

Thx

Trp

Glu

His

195

Serx

Tyx

Asn

Phe

Lys

218

Ala

Leu

Lys

Arg

Asn

100

Gln

Leu

Ile

Val

Phe

180

Ser

Phe

Arg

Asn

Leun

260

Asn

His

Cys.

Asp

85

Arg

Glu

Cys

Asn

Sex

165

Asp

Pro

Ala

Asp

Leu

245

Leu

His

Pro

Lys

His
70

Ala

_Ala

Leu

Val

Cys

150

Gly

Asn

Cys

Cys

His

230

Leu

Phe

Phe

Ile

310

ES 2305116 T3

Ile

Arg

Phe

135

Gly

Lys

Gly

Asp

val

215

Leu

Pxro

Ser

Bis

Ser

295

Val

Asp

His

Arg

Phe

120

Gln

Thr

Pro

His

Pro

200

Val

Phe

Gln

Arg

Gln

280

Phe

Pro

Tyr

Val

Glu

105

Ile

Trp

Lys

Ile

Leu

185

Thx

Cys

Asp

Ile

Lys

265

Ser

Pro

Phe

12

Gln

Glu
%0

Lys

Arg

Leu

Ser

Leu

170

Ile

Tyr

Lys

Ile

250

Glu

Phe

Sex

Gln

Lys
75

Val

Ile

Gly

Lys

Ser

155

Cys

Leu

Thx

Lys

Glu

235

Gin

Glu

Lys

Phe

val
315

Asp

Glu

Asp

His

Met

140

Phe

Pro

Gly

Lys

220

Ala

Cys

Cys

Leu

ala

300

Lys

Lys

Lys

Phe

Ser

128

Pro

Ile

His

His

205

Phe

Thr

Phe

Ser

Gly

2B5

Lys

Cys

val

Gln

Gln
110

Gly

Met
Len
1_90
Gly
Val
Asp
Ala
Lys
270
Asp
Lys

vVal

Ala

Gln
95

His

Thr

Leu

Gly

Ris

175

Lys

Pro

Thr

Asp

Cys

255

His

Asn

Leu

Ala

Leu
80

Lys

Ala

Glu

Lys

Gly
160
Cys
Arg
Phe
Gln
Gly
240

Pro

Met

Lys

Cys
320
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His Lys

His Cys

Gln Val

Gln Val
370

- Gly His

385

Tyxr Cys

Ireu Letu

Ile Lys

450

Glu Lys
465

Pro Sex

Gly Tyr

Ile Arg

Phe Leu
30

Thr Ile
545

Tyxr Glu

Thr Leu Arg
325

Arg Asn Ala
340

Ala Glu Lys
355

Phe Val Asp

Lys Val Arg

His Ser Ser

405

Leu Asp Gln
420

Glu Ser Ser
435

Leu Lys Asp

Ser Val vVal

Glu Asp Ala
485

Lys Cys Val
500

Yeu His Met
515

Phe Txp Cys

Met Ala His

Met Asp Glu
565

Ser

Gly

Phe

Glu

Val

380

Glu

Ser

Ser

Lys

Lys

470

Val

Val

Ser

Arg

Val

550

Val

ES 2305116 T3

His

Pro

Ile

Thr

317§

Tle

Gly

Lys

Ser
455

Thr

Cys

Arg

Thr

535

Thr

Glu

Met

Val

Len

360

Ser

Asn

Asn

Phe

Glu

440

His

Trp

Lys

Gly

Ile

520

Cys

Glu

Gly

Glu

Ala
345

Arg

Ser

Lys

Sexr

425

Cys

Glu

Phe

His

Lys

505

His

Lys

FPhe

Glu

13

Leu Thr Ala

330

Val

Gly

Gln

Val

Asp

410

Ser

Ile

Gly

Cys

Val

490

Val

Gly

Lys

Thr
570

Ala

Asn

Glu

395

Pro

Leu

Ala

Val

Glu

475

Phe

Cys

Gly

Glu

555

Leu

Ris
380

Glu

Lys

Ile

Ala

460

Cys

Ser

Asp

Ala

Leu

540

Gly

Pxo

His

Lys

Pro
368

Lys

Sex

Sex

Pro
445

Cys

Asn

:

His

525

Thr

His

Ser

Phe

Ser
350

Asp

Gln

Val

Asp

Thx

430

Lys

Val

Gln

Asn

Ser

510

Leu

arxg

Arg

Ser

Arg
335

Ile

Cys

Asn

Leu

Leu

415

Met

Lys

Gin

Arg

Thr

485

Gly

Lys

Iyr

Ser
575

Val

Thy

Asn

Ser

Leu

400

Bis

Ser

Lys

Lys

Phe

480

Met

Val

Asn

Asp

Phe
560
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Thr

Ile

Cys
625

Cys

Ile
705

“Thr

Asp

Phe

Gln
785

Pro

Lys

Leu

Asp

Xle

610

Met

Arg

Glu

Leu

690

Lys

Cys

Tyr

Arg

Thr

770

Glu

Pro

Asp

His

595

Cys

Sex

Lys

His

Ile

Ser

Gly

Ser

Cys

758

His

Tyxr

Ser

Ser

Asn
580

Sex

Leu

Pro

660

Phe

Ile

Glu

Cys

Arg

140

Ser

Yle

Val

Val

820

Leu

Pro

Ala

Phe

645

Asn

Asn

Asp

Asp

Arg

‘725

Cys

Leu

His

Ile

Gln

805

Ala

Thr

Ala

Met

Sex

630

His

Glu

Val

Tyr

710

Glu

Leu

Cys

Gln

Lys

790

Gln

His

ES 2305116 T3

Asn

Phe
615

Bis

Lys

Ile

Glu

val

695

Phe

Ser

Gln

Ser

val

T8

Cys

His

Phe

Asn

Sex

600

Asp

Lys

Ile

Lys

Lys

585

Ser

Ser

Phe

Glu

Ile
665

Glu Ala

680

Phe

Pro

Tyx

Ile

Ala

760

Gly

Phe

Gly

14

Val

Val

Ile

Met

145

Thr

Lys

His

Sex
825

Pro

Pro

Gln

His

Thr

650

Lys

Phe

Ser

Ile

Cys

1390

Ala

Glu

Cys

Arg

810

Glu

Ser

Arg

Glu

Arg

635

Leu

Tyr

Leu

Glu

Glua

715

Lys

Asp

Gln

Lys

Thr

79%

Lys

Lys

Ser

Gly

Tyx

620

Tyr

Tyx

Phe

Serx

Lys
700

Thr

‘Val

Lys

Asn

Sex

780

Lys

His

Ser

Ala

Lys

605

val

Sexr

Arg

Cys

Ris

685

Ser

Gly

Leu
765

Ala

Cys

Ile Thr Val
580

Trp Gln Cys
Lys Gln His
Cys Ala His

640

His Cys Gln
655

Gly Leu Cys
670

Tyr Glu Glu
Glu Thr Ser
Asn Gln Leu

720

Arg Lys Glu
735

Lys Leu Trp
750

Thr Asp Met
Glu Glu Glu
Phe His Asp

800

Phe Leu Gln
815

Leu Tyxr Lys
830
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Phe

Cys

Pro

1le

Lys
945

Asp

Cys

Ser

<210> 8
<211> 1013
<212> PRT

Tyr
850
Tyr

Lys

Ala

Leu

930

Thr

Met

Phe

Leu

1010

<213> Homo sapiens

<400> 8

Ala
835

Gln

Ile

Cys

Gly

915

Ser

Gln

Met

Ser

Ile

395

Glu

Ser

Lys

aAsn

Sexr
900

Arg

Gly

Cys

Asp

980

Ser

Glu

Ala

Ser

Ile

885

Lys

Leu

Asp

Ala
965

Asp

Thx

Met

Ser

Leu

Gly
870

Tyr

Arg

Asp

Gln

Ala

850

Leu

Glu

ES 2305116 T3

Asp
855

Lys

Glu

Gly

935

His

Leun

Asp

Thr Glu
840

Met Glu

Asp Ala
905

Gln Leu
920

Phe Leun

Ile Leu

Gly Ala
985

Val Glu
1000

Arg

Lys

Asn

Ile

890

Ala

Pro

Glu

Asn

Ile

970

Lys

Leu

Lys

Gly

Trp
878

Gly

Lys

Leu

Pro

955

Sex

Asn

Glua

Leu

Val
860

Lys

Cys

Phe

Glu

940

HBis

Asp

Thr

Glu

Lys
845

Glu

Phe

Ala

Ile

925

His

Thx

Ser

Ala
1005

Gln

Asn

Pro

Phe

Ile

810

Pro

Gln

Leu

Thr

Ile

990

Ile

Ala

Asp

Leu

Leu
89S

Cys

Phe

Phe

Glu

Lys

97s

Gly

Arg

Ile

Leu

880

Met

Thr

Lys

Gly

960

Glu

Glu

Arg

Met Gly Bsp Pro Gly Ser Glu Ile Ile Glu Ser Val Pro Pro BRla Gly

1

5

10

15

Pro Glu Ala Ser Glu Ser Thr Thr Asp Glu Asn Glu Asp Asp lle Gln

15
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Phe

val

Jle

€5

Glu

Ris

Thr
145

His

Phe

Phe

Gln

225

His

Asn

Ser

Val

Ser
50

Lys

Leu

Glu

Gly

Ala

130

Gly

Thr

Lys

210

Gln

Asn

Cys

Gly

35

Sex

Axrg

Ala

Lys

Leu

115

Axg

Thr

Trp

Glu

His

195

Ser

Tyr

Asn

Phe

Lys

20

Glu

Lys

Arg

Asn

100

Gln

Ile

Val

Phe

180

Ser

Phe

Arg

Asn

Leun
260

Asn’

Gly

Asp

Asp

Leu

85

Arg

Glu

Cys

Asn

165

Asp

Pro

Ala

Asp

Leu

245

Leu

Bis

Pro

Glu

His

70

Ala

Leu

Val

Cys

150

Gly

Asn

Cys

Cys

His

230

Leu

Phe

Phe

ES 2305116 T3

Glu
58

Ile

Phe

Glu

Asp

135

Gly

Lys

Gly

Asp

Val

215

Leu

Pro

Sex

His

Arg
40

Pro

Asp

His

Arg

Phe

120

Gln

Thr

Pro

His

Pro

200

Val

Phe

Gln

Arg

16

25

Pro

Sexr

Tyr

Val

Glu

105

Ile

Trp

Lys

Leu

185

Thr

Cys

Asp

Ile

Lys

265

Ser

val

Gln

Glu

90

Lys

Leu

Ser

Leu

170

Leu

Ile

Lys

Ile

250

Glu

Phe

Leu

Ser

Lys

15

Val

Ile

Gly

Lys

Ser

155

Cys

Leu

Thr

Lys

Glu

235

Gin

Glu

Lys

Glu

Tyz
60

Asp

Glua

His

Met

140

Phe

Lys

220

Ala

Cys

Cys

Leu

30

Tyr Ile Asp Leu
45

Thr Asp Glu Asn

Lys Val Ala Leu

80

Lys Gln Gln Lys
95

Phe Gln His Ala
110

Sex Asp Thr Glu
128

Pro Gly Leu Lys

Arg Arg Gly Gly
160

Tle Met His Cys
175

His %Leu Lys Arxg
190

His Gly Pro Phe
208

Phe Val Thr Gln
Thr Asp Asp Gly
240

Phe Ala Cys Pro
255

Ser Lys His Met
270

Gly BAsp Asn Lys
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Gly

Ile

305

His

Gly
385

Tyx

Ile

Glu

465

Pro

Gly

Ile

Phe

Ile

290

Ser

Lys

Cys

Val

Val

370

His

Cys

Leu

Lys

450

Lys

Ser

TYyr

Axg

Leun

2715

Leu

Thr

Arg

Ala

355

Phe

Lys

His

Leu

Glu

435

Leu

Serxr

Glu

Lys

Leu

515

Phe

His

Cys ‘

Leu

Asn

340

Glu

Val

Val

Ser

Asp

4120

Ser

Lys

Val

Cys
500

His

Trp

Pro

Lys

Arg

328

Ala

Lys

Sexr
405

Gln

Ser

Val

Ala

485

Val

Met

Cys

ES 2305116 T3

Ile

310

Serxr

Sy

Phe

Glu

Val

390

Glu

Lys

Lys

470

val

Val

Ser

Arg

Ser

2935

val

His

Pro

Ile

Thr

375

Ile

Gly

Lys

leu

Ser

455

Thr

Glu

Cys

Arg

Thr

280

Phe

Pro

Mot

Val

Leu

360

Ser

Asan

Asn

Phe

Glu

440

His

Lys

Gly

Ile

520

Cys

17

Pro

Phe

Glu

Ala

345

Arg

Thr

Ser

Lys

425

Cys

Glu

Phe

His

Lys

505

His

Lys

Ser

Gin

Leu

330

Val

Gly

Gln

Vval

Asp

410

Ser

Ile

Gly

Cys

val

450

val

Gly

Lys

Phe Ala
300

Val Lys
315

Ala Glu

Tyr Cys

Asn His

380

Glu Glun

395

Pro Ser

Leu Lys

Ala Ile

Val Ala

460

Glu Cys
475

Phe Sexr

Cys Asp

Gly Ala

Glu lLeu

285

Lys

Cys

fAis

Lys

365

Lys

Sex

Sexr

Axg

Pro

445

Asn

Ala

Asp

Ris

525

Thx

Lys L.en Leu

Val Ala

Phe Axg

Ser
350

338

Ile

Asp Cys

Gln

val

430

Lys

Val

Gln

Asn

Ser

510

Leu

Arg

Leu

L.eu

418

Met

Lys

Gln

Arg

Thr

495

Gly

Asn

Lys

Cys
320

val

Thr

Sex

Leu

400

Sex

Lys

‘Lys

Phe

480

Met

Val

Asn

Asp
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Thr
545

Tyr

Cys
625

Ile
705

530
Ile
Glu

Leu

Ile
610
Met
Arg
Glu
Leu
His

690

Lys

Thr Cys

Asp

Tyx

Phe Arg

asn Thr

Gin

7170

Gln

Met

Met

His

595

Cys

Ser

Lys

Bis

Ile

675

Thx

Gly

Sex

Cys

158

Bis

TYx

Ala

580

Ser

Glu

Leu

Pro

Asp

660

Phe

Ile

Glu

Cys

Arg

740

Ser

Ile.

Val

His

Glu
565

Pro

Asp

Ala

Phe

645

Asn

Asn

aAsp

Arg

7125

Cys

Len

His

Ile

Val
550

Val

Thr

Ala

Met

Ser

630

His

Glu

Val

710

‘Gla

Leu

Cys

Gln

Lys

ES 2305116 T3

535

Thr
Glu
Ala
Asn
FPhe
615
His
Lys
Ile
Glun
Val
695
Phe
Ser
Gln
Ser
Val

5

Cys

Glu

Gly

Asn

Sex

600

Lys

Ile

Lys

Glu

&80

Phe

Pro

Tyx

Ile

Ala

760

His

Phe

Glu

Lys

585

Sex

Ser.

Phe

Glu

Ile

665

BAla

vVal

Val

Tle

Met

745

Thr

Lys

Thr

18

His

570

Pro

Pro

Gln

His

Thr

650

Lys

Phe

Sex

Ile

Cys

730

Leu

Ala

Glu

Cys

Asn
855

Sex
Axg
Glu
Arg
635
Leu
Tyr
Len
Glu
Glu
15
Lys
Asp
Gln

Lys

Thr

540

Gly

Pro

Gly

620

Tyr

Tyxr

Fhe

Ser

Lys

100

Thr

val

Lys

Asn

780

Lys

Ris

Ser

Ala

Lys

605

vVal

Ser

Arg

Cys

His

685

Thr

Sex

Asn

Gly

Leu

765

Asp

Ala

Arg Tyr

Ser Ser-

57%

Ile Thr
599

Trp Gln

Lys Gln

Cys Ala

His Cys

655

Gly ILeu

670

Glu Thr

Asn Gln

Arg Lys

135
Lys Leu
750
Thr Asp

Glu Glu

Phe His

Phe
560

Thr

Val

Cys

His

His

640

Gln

Cys

i Glu -

Ser
Leu
720

Glu

Txp

Glu
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785

Pro

Lys

Phe

Ile

Lys
945

Glun

Serx

ES 2305116 T3

790

Glu Ser Ala Gln Gln His
805

Pro Ser Val Ala His Phe
820

Thr Ala Ser Ala Ser His
B35

Tyr Ser Lys Ser Leu Asp
850 855

Tyr Gln Asn Ile Gly Gly
870

Lys Ile Tyr Asn Tyr Leu
885

Arg Cys Sexr Lys Arg Lys
900

Ala Gly Arg Leu Asp Glu
915

Leu Ser Gly Asp GIn Gly
930 935

Thr Gln Arg Pro Ala His
950

Met Met Cys Ala Leu Leu
965

Asp Ser Asp Asp Asn Met
980

Phe

Gly

840

Met

Asn

Asp

Gln
920

Phe’

Ile

Asn

Gly

Phe Ile Ser Thr Glu Asp Val

995

Leu Glu Glu Met

1010

<210>9
<211> 3183
<212> ADN

<213> Homo sapiens

1000

Bis

Ser

825

Glu

Glu

Thx

Arg

Ala

905

Leu

Leu

Leu

Sexr

985

Glu

19

Arg

810

Glu

Arg

Lys

Asn

Ile

890

Ala

Pro

Glu

Ile
8§70

Lys

Leu

795

Lys

Lys

Lys

Gly

Trp

875

Gly

Asp

Lys

Leu

Pro

955

Asn

Glu

Bis Cys

Ser Asn

Leu Lys
845

Val Glu
860

Lys Pro

Cys Phe

Phe Ala

Phe

Leu

830

Gln

Asn

Fro

Phe

Ile

910

Gln Ile

Pro

925 -

Glu Asn
840

His His

Asp Thr

Thr Ser

Glu Ala
1005

Gin

Leu

Thy

Ile

990

Ile

Ten
815

Tyr

ala

Leu

Leu
895

Cys

Phe

Phe

Glu

Lys

975

Gly

800

Gln

Lys

Ile

Leu

Asn

880

His

Met

Thr

Lys

Gly

960

Glu

Glun



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 9

atgggagacc
gagtcaacaa
cctgttettg
actgatgaga
actctggctce
agagcattca
attcgaggac
ccaggactca
cacacgtggg
gacaatgggc
acaattacac
tttgttacte
cataacaaca
ctttttagea
agtttcaaac
aagaaacttt
cacaagacac
gctggacctg
agaggttatt
aagcagaatt
tattgccaca
caatcaaaat
tgcattgcca
tgtgtccaga
ccaagtgaag
gtggtctgtg
cacggqaggdy
acaaggaaag
tatgagatgg
ttgactgcta
tctececgaggyg
gtaaaacagc
tgcagaaagc
aatgagataa
gcatttctga
actgaaactt
acttgtggtt
tgtctccaaa
acagcacaga
gatgaggagg
cctgagagtg
gctcattttg
gagagaaaac
gagaatgacc

tacctgcgaa

cggggtcegga
cggatgaaaa
aatabattga
atattaaacqg
gtctagceccqg
gagaaaaaat
attctgatac
aaacaggcac
tgtctgggaa
accttctctt
tacatggacc
aacaaé&ata
accttettec
gaaaggagga
tgggtgataa
tgatctctct
tgcgttcecca
tagctgtagce
gtccagattg
caggacacaa
gcagcgaagg
tttcatcact
ttccaaaaaa
aagaaaaatc
atgcagtaga
gaaaggtatg
cacatttaaa
atactatcat
atgaggtaga
acaagcctte
gtaaatggca
actgcatgtc
cttttcataa
agattaaata
gtcattatga
caattaaaac
gccgtgagag
tcatgctgga
atttaaccga
agcagcagta
cacagcagca
gatctgaaaa
tgaaacaggce
taagctatca
ccatgactca
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gataatagaa
tgaagacgac
tctggtcage
taaagaccat
ccatgttgaa
tgattttcag
agaagcagca
aattaattgt
accaatttta
aggacatttg
tttettcage
tagagatcéc
tcagattatt
gtgttcaaag
caaaggaatt
gtgcaaagat
catggagctc
tgagaagagc
caatcaagtc
agtcegagte
gaacaaggat
taaaagaacc
gaagatgaat
agtagttaaa
aaagcatgtt
tgatgattca
taactttcett
ggcacatgtg
aggtgaaact
atcagctatt
atgccggatt
tttggcaagce
gatagaaaca
cttctgtggyg
ggagcaccac
cgaagatgat
ttacatctgt
taaaggaaaa
catgaacact
tgtaatcaag
ttteccataga
atcaaacctg
aataaactat
gaatatagag
tatagtcttt

tctgtecctce
attcagtttg
agtgatgatg
attgattatce
gtggagaaac
catgctecatg
agactgtgtg
ggaacaaaaa
tgtcctataa
aaaaggttcg
tcctttgett
ctttttgata
cagtgttttg
catatgtctg
gcacatccaa
gttcecttte
actgcccatt
attacccagqg
tttgtggatg
attaactcag
ccttcttctg
atgtctatta
ttaaaagata
acctggttct
ttctcagcaa
ggggtecattc
ttctggtgtc
actgaatttc
ttgccatcat
actgttattg
tgtgaagata
cacaagtttc
ttgtaccgac
ctttgtgatc
agcatagatt
tttccagtaa
aaagtcaaca
ctgtggttte
catatccatc
tgtggcacct
aaacattgct
tacaagttta
tcaaaaagtt
gaagaaattg
gtagattttg

20

cagctggece
tcagtgaagg
aagagcctag
agaaggataa
agcagaaaga
ggttacaaga
tggaccagtg
gtteattecg
tgcactgtaa
atcactctce
gtgtagtatg
aggaagccac
catgtccaaa
gaaagaatca
tatctttecc
aagttaagtg
tcagagttca
ttgcagagaa
aaaccagecac
tggaagaatc
acttgcattt
aagaatctag
aaagccatga
gtgaatgcaa
acacaatggqg
gtttacacat
ggacatgcaa
ataatggaca
cctctacaac
atcattccce
tgtttgattc
atagatacag
attgccaaga
ttatctttaa
atgtatttgt
tagagaccag
gaaaagaaga
gctgecagttt
aagtgcacaa
gcaccaaage
tcttacagaa
ctgctagtgce
tagacatgga
ttgagecttec
ataactggtc

.tgaggcatct

accattacga
cacctcttat
agttgecttta
agagaagaat
attggaattt
gctaaaaatg
aagaggaggce
caaggagttt
atgtgatcca
ttatasaaaa
agatgatgga
ttgcttectt
tttcecatceag
atcttttgca
tgtggcctge
ttgtcgaaat
attcatatta
ccaaaatcat
agtcttacte
attgttggat
ctcactggag
aggtgttgct
tcagcgattc
ttataaatgt
gagccggatt
aaaggagtta
cagatatttt
attggataat
ggcaaatagt
ccaggaatat
ctgtgctcac
tgagcatgac
tgtggaagaa
gtcagaaaaa
taaccagtta
ttatagcaga
atgttceggcea
agaaaagagt
atttcatgat
acccagtgtg
ctcacataca
gaaaggagtt
agatttggat
aaactttttt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
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ggtcatctac
accaattgga
ttettecttc
catgctggce
gatcaaggtt
ctaaacccte
accaccaaag
gaatttatat
atg

cagggcatct
agccteceget
atcotegetg
gtctagatga
ttctggaget
accabttaga
aatgtgacag
ccacagaaga

<210> 10
<211> 3183
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

atgggagacc
gagtcaacaa
cctgttcttg
actgatgaga
actctggcte
agagcattca
attcgaggac
ccaggactca
cacacgtggg
gacaatgggc
acaattacac
rregrtacte
cataacaaca
ctttttagea
agtttcaaac
aagaaacttt
cacaagacac
gctggacctg
agaggttatt
aagcagaatt
tattgccaca
caatcaaaat
ﬁgcattgcca
tgtgtccaga
ccaagtgaag
gtggtctgtg
cacggagggg
acaaggaaag
tatgagatgg
ttgactgcta
tcteccgaggg

cggggtcgga
cggatgaaaa
aatacattga
atattaaacg
gtctagcceg
gagaaaaaat
attctgatac
aaacaggcac
tgtctgggaa
accttctcectt
tacatggacc
AT
accttettee
gaaaggagga
tgggtgataa
tgatctctcet
tgcgttcecca
tagctgtage
gtccagattg
caggacacaa
gcagcgaagg
tttcatcact
ttccaaaaaa
aagaaaaatc
atgcagtaga
gaaaggtatg
cacatttaaa
atactatcat
atgaggtaga
acaagccttce
gtaaatggca
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aaaccaagga
caactgtaag
tagtaaaaga
acaactacce
agagaatcaa
gggagatatg
tgatgataac
tgtggaatta

gataatagaa
tgaagacgac
tctggtecage
taaagaccat
ccatgttgaa
tgattttcag
agaagcagca
aattaattgt
accaacttta
aggacatttg
tttcttecage
Tagugatrac
tcagattatt
gtgttcaaag
caaaggaatt
gtgcaaagat
catggagctc
tgagaagagc
caatcaagtc
agtccgagtc
gaacaaggat
taaaagaacc
gaagatgaat
agtagttaaa
aaagcatgtt
tgatgattca
taactttctt
ggcacatgtg
aggtgaaact
atcagctatt
atgceggatt

acatttattt
atttataact
aaagatgctg
aagcaaattc
tttaagaaga
atgtgtgect
atgggtgeca
gaagaagcta

tctgtecete
attcagtttg
agtgatgatg
attgattatc
gtggagaaac
catgctcatg
agactgtgtg
ggaacaaaaa
tgtcctataa
aaaaggttcg
tectttgett
s _
cagtgttttg
catatgtctg
gcacatccaa
gttcecttte
actgcccatt
attacccagg
tttgtggatg
attaactcag
ccttcttcetg
atgtctatta
ttaaaagata
acctggttct
ttctcagcaa
ggggtcattc
ttctggtgte
actgaatttc

ttgccatcat
actgttattg
tgtgaagata

21

ggggctttca
acctgaacag
ctgattttge
ctttcaccat
ctcagaggcce
tgttaaatag
aaaatacttc
ttagaagaag

cagctggcce
tcagtgaagg
aagagcctag
agaaggataa
agcagaaaga
ggttacaaga
tggaccagtg
gttcattcceg
tgcactgtaa
atcactctcc
gtgtagtatg
TggEagTese
catgtccaaa
gaaagaatca
tatctttcce
aagttaagtg
tcagagttca
ttgcagagaa
aaaccagecac
tggaagaatc
acttgecattt
aagaatctag
aaagccatga
gtgaatgcaa
acacaatggyg
gtttacacat
ggacatgcaa
ataatggaca
cctctacaac
atcattccec
tgtttgattc

aggaggaaac
gattggatge
catatgtatg
cctctcagga
agctcatata
catatctgat
aataggagaa
tcttgaggaa

tgaggcatct
accattacga
cacctcttat
agttgcttta
agagaagaat
attggaattt
gctaaaaatg
aagaggaggc
caaggagttt
atgtgatcca
ttataaaaaa
agETgETYgA
ttgettectt
tttcecatcag
atcttttgeca
tgtggeetge
ttgtcgaaat
attcatatta
ccaaaatcat
agtcttactc
attgttggat
ctcactggag
aggtgttgct
tcagcgatte
ttataaatgt
gagccggatt
aaaggagtta
cagatatttt
attggataat
ggcaaatagt
ccaggaatat

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3183

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
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gtaaaacagc
tgcagaaagc
aatgagataa
gcatttctga
actgaaactt
acttgtggtt
tgtctccaaa
acagcacaga
gatgaggagyg
cctgagagtg
gctcatittg
gagagaaaac
gagaatgacc
tacctgcgaa
ggtcatctac
accaattgga
ttcttecttce
catgctggcece
gatcaaggtt
ctaaacccte
accaccaaag
gaatttatat
atg

<210> 11

<211> 1061

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Met Gly

Pro Glu

Phe Val

Val Ser

50

Ile
65

Lys

Thr Leu

actgcatgtce
cttttcataa
agattaaata
gtcattatga
caattaaaac
gcegtgagag
tcatgctgga
atttaaccga
agcagcagta
cacagcagca
gatctgaaaa
tgaaacaggc
taagctatca
ccatgactea
cagggcatct
agcctcegcet
atcctcgetg
gtctagatga
ttctggagct
accacttaga
aatgtgacag
ccacagaaga

Asp

Ala
20

Ser
35
Sex

Arg

Ala

Pro Gly Ser Glu

Ser Glu Ser Thr

Glu Gly Pro Leu

Asp Asp Glu Glu

Lys Asp His Jle

Arg Leu Ala Arg

ES 2305116 T3

tttggcaage
gatagaaaca
cttetgtggg
ggagcaccac
cgaagatgat
ttacatctgt
taaaggaaaa
catgaacact
tgtaatcaag
tttecataga
atcaaacctg
aataaactat
gaatatagag
tatagtcttt
aaaccaagga
caactgtaag
tagtaaaaga
acaactaccc
agagaatcaa
dggagatatg
tgatgataac
tgtggaatta

5

55

70

85

Ile Ile

Thr Asp

Arg Pro

Pro Serx

His Val

cacaagtttc
ttgtaccgac
ctttgtgatc
agcatagatt
tttccagtaa
aaagtcaaca
ctgtggttte
catatccatce
tgtggcacct
aaacattgct
tacaagttta
tcaaaaagtt
gaagaaattg
gtagattttg
acatttattt
atttataact
aaagatgctg
aagcaaattc
tttaagaaga
atgtgtgcct
atgggtgcca
gaagaagcta

Glu
10

Glu
25

val
40

Thr

Asp Tyr Gln

Glu
90

22

atagatacag
attgccaaga
ttatctttaa
atgtatttagt
tagagaccag
gaaaagaaga
gctgcagttt
aagtgcacaa
gcaccaaagc
tcttacagaa
ctgctagtge
tagacatgga
ttgagcttcc
ataactggtc
ggggctttca
acctgaacag
ctgattttge
ctttcaccat
ctcagaggcec
tgttaaatag
aaaatacttc
ttagaagaag

ctgtgctcac
tgagcatgac
tgtggaagaa
gtcagaaaaa
taaccagtta
ttatagcaga
atgtteggea
agaaaagagt
atttcatgat
acccagtgtg

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

ctcacataca 2520

gaaaggagtt
agatttggat
aaactttttt
aggaggaaac
gattggatgc
catatgtatg
cctctcagga
agctcatata
catatctgat
aataggagaa
tcttgaggaa

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3183

Ser Val Pro Pro Ala Gly

15

Asn Glu Asp Asp Ile Gln

30

Leu Glu Tyr Ile Asp Leu

45

Ser Tyr Thr Asp Glu Asn

60

Lys Asp Lys Val Ala Leu

75

80

Val Glu Lys Gln Gln Lys

95
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Glu

His

Ala

Thr
45

Phe
Phe
Gln
225

His

His

Glu

Gly

130

Gly

Thr

Lys

Asp

Ser

210

Gln

Asn

Gly

Ile

290

Sex

Lys

Cys

Lys

Leu
115

Thr

Trp

Glu

His

195

Ser

Tyr

Phe

Lys

275

Ala

Leu

Thr

Arg

Asn
100

Gln

leu

Ile

Val

Phe

lgo

Ser

Phe

Arg

Leu

260

Asn

His

Cys

Leu

Asn
340

Arg Ala

Glu

Cys

Asn

Ser

165

Asp

Pro

Ala

Leu

245

Leu

His

Pro

Lys

Arg

325

Ala

Val

Cys

i50

Gly

Asn

Cys

Cys

His

230

Leu

Phe

Phe

Ile

Asp

310

Gly

ES 2305116 T3

Phe Arg Glu Lys

Glu

Asp

135

Gly

Lys

Gly

Asp

Val

218

Leu

Pro

Ser

Serx
295
Val

His

Pro

105

Phe Ile

120

Gln Trp

Thr Lys

Pro Ile

His Leu

Arg

Leu

Ser

Leu

170

Leu

185 ’

Pro Thr
200

val Cy=s

Phe Asp

Gln Ile

Arg Lys
265

Gln Ser
280

Phe Pro
Pro Phe

Met Glu

Val Ala
345

23

Ile

Tyr

Lys

Ile

250

Glu

Ser

Gln

Leu

330

Val

Ile

Gly

Lys

Sex

Cys

Leu

Thxr

Lys

Glu

235

Gln

Glu

Lys

Phe

val
315

Asp

His

Met

140

Phe

Pro

Gly

Leu

Lys

220

Ala

Cys

Cys

Ala
3060
Lys

Ala

Glu

Phe

Ser
125

Pro

Arg

Ile

Hisg

His

205

Phe

Thr

Phe

Ser

Gly

285

Lys

Cys

His

Lys

Gln
1190

Asp

Gly

Arg

Met

Leu

190

Gly

val

Lys

270

Asp

Lys

Val

His

Thr

Leu

Gly

His

Ala

Glu

Lys

Gly

i60

Cys

175 .

Lys

Pro

Thr

Asp

Cys

255

His

Leu

Ala

arg

335

Ile

Arg

Phe

Gly

240

Pro

Met

Lys

Leu

Cys
320

val

Thr



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gln

Gln

Gly

388

Ty

Ile

Glu
465

Gly

Ile

Phe

545

Tyr

Ile

val

val
370

Cys

Leu

Lys

Asn

450

Lys

Sexr

Ty

Arg

Leu

530

Ile

Glu

Leu

Asp

Ala
355

Phe

Lys

His

Leu

Glu

435

Leu

Sexr

Glu

Lys

Leu

515

Fhe

Met

Met

Asp

His
595

Glu Lys

ES 2305116 T3

Phe Ile Leu

Val Asp Glu

val

Ser

Arg

405

Asp Gln

420

Ser

Lys

Val

Asp

Cys

500

Trp

Ala

Asn
580

Ser

Ser

Asp

Val

Ala

485

Val

Met

Cys

His

Glu

565

Leu

Pro

Val
390
Glun
Ser
Ser
Lys
Lys
470
Val
val
Serxr
Arg
Val
550
Val

Thr

Thx

375

Ile

Gly

Lys

Leu

Sex
455

Glu

Cys

Thx
535

Glu

Ala

Asn

360

Ser

Asn

Asn

Phe

Glu

440

His

Trp

Lys

Gly

Ile

520

Cys

Glu

Gly

Asn

Ser
600

24

Arg

Thr

Ser

Lys

Ser

425

Cys

Glu

FPhe

His

Lys

505

His

Lys

Phe

Glu

Lys

585

Ser

Gly

Gln

Val

410

Ile

Gly

Cys

val

490

val

Gly

Lys

His

570

Pro

Pro

Tyxr

Gin

395

Pro

Leu

Ala

val

Glu

475

Phe

Cys

Gly

Glu

555

‘Ser

Arg

Cys

His
380

Glu

Sexr

Lys

Ile

Ala

460

Cys

Ser

Ala

Leu

540

Gly

Pro

Ser

Gly

Pro Asp
365

Lys Gln
Ser Val
Ser Asp

430

Pro Lys
445

Cys Val
Asn Gln

Ala Asn

Asp Ser
510

528

His Axg
Ser Ser

Ala Ile
590

Lys Trp
605

Cys Asn

Asn Ser

Leu Leu
400

Leu His
415

Met Ser

Lys Lys

Gln Lys

Arg Phe
480
495

Gly Val

Lys Asp

Tyr Phe
560

Ser Thr
5715

Thx Val

Gln Cys
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Arg Ile Cys Glu Asp Met

€10

Cys Met
625

Cys Arg

Asp Glu

His His
690

Xle Lys
705

Thr Cy=

Asp Tyr

770

Gln Gln

185

Pro Glu

Lys Pro

Phe Thr

Asn Tyr
850

Ser

Lys

Bis

Ile
675

Gly

Ser

Cys

755

Tyr

Ser

Ala
835

Sex

Leu Ala

Pro

Asp
660
Phe
Ile
Gln
Cys
Arg
740
Ser
Ile
Val
Ala
Val
820

Ser

Lys

Phe
645

Asp

Asp

Arg

725

Cys

Len

His

Ile

Gln

805

Ala

Ala

Ser

Sex

630

His

Glu

val

Tyr

Asp

110

Glu

Leu

Cys

Gln

Lys

780

Giln

His

Ser

Leu

ES 2305116 T3

Phe
615

His

Lys

Ile

Glu

Val

695

Phe

Sex

Gln

Ser

Val
175

Cys

Phe

His

Asp
855

Asp

Lys

Ile

Lys

Glu

€80

Phe

Pro

Tyx

Ile

Ala

760

His

Gly

Phe

Gly

Thr

840

Met

Ser

Phe

Glu

Ile

665

Ala

Val

Val

Ile

745

Thx

Lys

Ser
825

Glu

Glu

25

Gln

His

Thr

650

Lys

Phe

Ser

Ile

Cys

730

Leu

Ala

Cys

Axg

810

Glu

Axg

Lys

Glu

Arxg

635

Leu

Tyr

Leu

Glua

Glu

715

Lys

Asp

Gln

Lys

Thr

795

Lys

Lys

Lys

Gly

Tyr
620

TyT

Phe

Ser

Lys

700

Thr

Vai

Lys

Asn

Sex

780

Lys

His

Ser

Vval
860

Val

Ser

Arg

His
685

Thx

Ser

Gly

Leu

76S

Asp

Ala

Cys

Lys

Cys

His

Gly

670

Tyxr

Glu

Asn

Axg

Lys

750

Glu

Phe

Phe

Leu

830

Gln

Asn

Gln

Bla

Cys

1113

Leu

Glu

Gln

Lys

735

Leu

Glu

His

Leu
815

Tyxr

Ala

Asp

His

His

640

Gln

Cys

Glu

Serxr

Leu

720

Glu

Trp

Met

Glu

800

Gln

Lys

Ile

Len
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Cnr Tyx
865

Tyr Leu
Ser Asn
Ile Txp
Cys Lys

930

Pro Arg
945

fis Rla
Jle Leun
Lys Thr

Asp Met
1010

Cys Asp
1025

Glu Phe

Ser Leu

<210> 12
<211> 1061
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Gln Asn Ile
Arg Thr Met
885

Phe Phe Gly
800

Gly Phe Gln
215

Ile Tyr Asn
Cys Ser Lys
Gly Arg Leu

965

Ser Gly Asp
980

Gln Arg Pro
895

Met Cys Ala

Glu
870

Thr

His

Gly

Tyr

Arg

950

Asp

Gln

Ala

Leu

ES 2305116 T3

Glu Glu

His Ile

lLeu Pro

Gly Asn
920

935

Lys Asp

Glu Glin

Gly Phe

His Ile

1000

-Ireun Asn
1015

Ser Asp Asp Asn Met Gly
1030

Ile Ser Thr Giua aAsp Val

1045

Glu Gla Met
1060

Ile

val

Gly

905

Thr

Arg

Ala

Len

Leu

985

Leu

Sex

Ala

Val Glu Leu
875

Phe Val Asp
890

His Leu Asn

Asn Trp Lys

Ile Gly Cys

940

Ala Asp Phe
955

Pro Lys Gln
970

Glu Leu Glu

Asn Pro His

Ile Ser Asp
1020

Pro

Phe

Gln

Pro

825

Phe

Ala

Tle

His
1005

Thr

Lys Asn Thr Ser

1035

Glu Leu Glu Glu Ala

1080

Asp Leu Asp
880

Asp Asn Trp
895

Gly Thr Phe
810

Pro Leu Asn

Phe Leu His

Ile Cys Met

960

Pro Phe Thr
975

Gln Phe Lys
990

Leu Glu Gly

Thr Lys Glu

Ile Gly Glu
1040

Ile Arg Arg
1085

Met Gly Asp Pro Gly Ser Glu Ile Ile Glu Ser Val Pro Pro Ala Gly

26
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1

Pro Glu Ala Ser Glu

Phe

Val

Ile

65

Thr

Gla

Ala

Thy
145

His

Phe

Phe

Gln

225

His

val

Ser
50

Dys

Leu

Glu

Gly

130

Gly

Thr

Lys

Ser

210

Gln

Asn

Cys

Ser
35

Arg

Lys

leun

115

aArg

Thr

Trp

Glu

fis

195

Sexr

Tyx

Asn

Phe

20

Glu

Asp

Lys

Arg

Asn

Gln

Leu

Ile

Val

Phe

180

Sex

Phe

Arg

Asn

Leu

Gly

Asp

Leu

8%

Arg

Glu

Cys

Asn

Ser

1635

Pro

Ala

Asp

Leu

245

Leu

Ser

Pro

Glu

Hinp

70

Ala

Ala

leu

val

Cys

150

Gly

Asn

cys

Cys

His

230

Leu

ES 2305116 T3

Thr

Leu

Glu

55

Tle

Arg

Phe

Glu

Asp

135

Gly

Lys

Gly

Asp

vVal

215

Leu

Pro

Thr Asp
25

Arg Pro
40

Pro Sex

Rup Tye

His Val

Arg Glu

105

Phe Ile

120

Gln Trp

Thr Lys

Pro Thr

His Leu

i85

Pro Thr

200

Val Cys

Phe Asp

Gln Ile

Arg Lys

27

10

Glu

Val

Glu

90

Lys

Axg

Leu

Ser

Len

170

Leu

Ile

Tyx

Lys

Ile

250

Glu

Asn

Leu

Ser

Lys

75

Val

Ile

Gly

Lys

Ser

155

Cys

Leu

Thr

Lys

Glu

235

Gin

Glu

Glu

Glu

Tyr
60
Asp

Glu

His

Met

140

Phe

Pro

Gly

Len

Lys

220

Ala

Cys

Cys

Asp

Tyr

45

Lys

Lys

Phe

Sex

125

Pro

Arg

Ile

His

His

208

Phe

Thr

Phe

Ser

Asp

30

Ile

Asp

val

Gln

Gln

110

Gly

Met

Leu

190

Gly

Val

Asp

Ala

Lys

15

Ile

Asp

Glu

Aia

Gln

95

Bis

Thr

Leu

Gly

His

175

Lys

Pro

Asp

Cys
255

Gln

Leu

Asn

Leu
80

Lys

Ala

Glu

Lys

Gly

160

Cys

Arg

Phe

Gln

Gly

240

Pro

Met
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260 . 265 270

Ser Gly Lys Asn His Phe His Gln Ser Phe Lys Leu Gly Asp Asn Lys
275 280 285

Gly Ile Ala His Pro Ile Ser Phe Pro Ser Phe Ala Lys Lys Leu Leu
290 295 300

Ile Ser Leu Cys Lys Asp Val Pro Phe Gln Val Lys Cys Val Ala Cys
308 310 . 315 320

His Cys Arg Asn Ala Gly Pro Val Ala Val Ala Glu Lys Ser Ile Thr
340 345 - 350

Gln Val Ala Glu Lys Phe Ile Leu Arg Gly Tyx Cys Pro Asp Cys Asn
358 360 365

Gln Val Phe Val Asp Glu Thr Ser Thr Gln Asn His Lys Gln Asn Sexr
370 375 380

Gly His Lys Val Arg Val Ile Asn Ser Val Glu Glu Ser Val Leu Leu
385 390 385 . 400

Tyr Cys His Ser Ser Glu Gly Asn Lys Asp Pro Ser Serx Asp Leu His
405 410 415

Leu Leu Leu Asp Gln Ser Lys Phe Ser Ser Leu Lys Arg Thr Met Ser
420 425 430

Ile Lys Glu Ser Ser Ser Leu Glu Cys Ile Ala Xle Pro Lys Lys Lys
435 440 445

Met Asn Xeu Lys Asp Lys Ser His Glu Gly Val RAla Cys Val Gln Lys
459 455 460

Glu Lys Ser Val Val Lys Thr Trp Phe Cys Glu Cys Asn Gln Arg Phe
465 470 475 480

Pro Ser Glu Asp Ala Val Glu Lys His Val Phe Ser Ala Asn Thr Met
485 490 4385

Gly Tyr Lys Cys Val Val Cys Gly Lys Val Cys Asp Asp Ser Gly Val
500 505 510

Ile Arg Leu His Met Ser Arg Ile His Gly Gly Ala His Leu Asn Asn

28
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Phe lLeu
530

Thr Yle

54%

Tyr Glu

T™Thr leun

Ile Asp

Arg Ile

610

Cys Met
625

Asp Glu

6590

705

Thr Cys

Asp Tyr

Phe Arg

§1S

Phe

Met

Met

His
595

Cys

Sex

Lys

Ris

Ile

675

Ser

Gly

Ser

Cys

755

His

Trp Cys

Ala His

565

Asn Leu
580

Sexr Pro

Glu Asp

Leu Ala -

Pro Phe
645

Asp Asn.

Phe Asn

Ile Asp

Glua Asp

Cys Arg

728

Arg Cys
740

Ser Leu

Ile His

ES 2305116 T3

Arg

Val

550

Val

Ala

Met

630

flis

Glu

Val

Tyxr

710

Glu

Leu

Cys

Gln

Thr

535

Thr

Glu

Kla

Asn

Phe

615

His

Lys

Ile

Glu

val

695

Phe

Sex

Gln

Ser

val

520

Cys

Glu

Gly

Ser

600

Asp

Lys

Ile

Lys

Glu

680

Phe

Pro

Tyr

Ile

Ala
760

29

Lys

Phe

Glu

Lys

585

Ser

Ser

Phe

Glu

Ile

665

Ala

Val

Val

Ile

Met

745

Lys

Lys

His

Thx

570

Pro

Pro

Gln

His

Thr

650

Lys

Phe

Ser

Ile

Cys

730

Ala

Glu

Glu

Asn

555

Leu

Serxr

Arg

Glu

635

Leu

TYr

Len

Glu

Glu
715

Lys

Asp

Gln

Lys

Leu
5490

Gly

Ser

Gly

620

Tyx

Tyr

Phe

Ser

Lys

700

Thr

val

Lys

Asn

‘Serx

525

Ala

Lys

605

Val

Sexr

Arg

Cys

His

685

Thy

Asn

Gly

7165

Asp

Arg

Arg

Ser

fle

5390

Txp

Lys

His

Gly
670

Tyx

Glu

Arg

Lys
750

Thr

Lys

Tyzr

575

Thr

Gln

Gln

Ala

Cys

655

ILeu

Glu

Thr

Gln

Liys

735

Asp

Glu Glu

Asp

Phe

5690

Thr

Val

Cys

His

Hia

640

Gln

Cys

Glu

Ser

Leu

720

Glu

Trp

Met

Glu
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770

Gln Gln
785

Pro Giu

Lys Pro

Phe Thr

Asn Tyr
850

865

Tyr Leu

Ser Asn

Cys Lys
830

Pro Arg

945

Ile Leu

Lys Thrx

Asp Met

1010

Cys Asp

Tyr

Ser

Ser

835

Ser

Gin

Phe

Gly

915

Ile

Cys

Val

Ala

val

820

Ser

Lys

Asn

Thr

Phe

200

Fhe

Tyx

Ser

Gly Arg

Sex

Gln

995

Met

Ser

Gly
980

Arg

Cys

Asp Asp Asn Met Gly

Ile

Gln
805

Ala

Ala

Ser

Ile

Met

88s

Gly

Gln

Asn

Lys

Leu

965

Asp

Pro

Ala

ES 2305116 T3

Lys
180

Gln

His

Sex

Leu

Gln

870

Thr

His

Gly

Tyr

Arg

850

Gln

ala

Len

775

Cys Gly

His Phe

Phe Gly

His Thr
840

‘Asp Met

855

Glu Glu

Bis Ile

Len Pro

Gly Asn
920

93s

Lys Asp

Glu Gln

Gly Phe

His Ile

1000

Leu Asn

1018

Thr

His

Ser

825

Glu

Glua

Ile

Val

Gly

90s

Thyr

Arg

Ala

Leu

Leu

985

Ser

Ala

30

Cys

Arg

810

Glu

Arg

Lys

Val

Phe

890

Asn

Ile

Pro
970
Glu
Asn

Ile

Lys

780

Thr Lys Ala
795

Lys His Cys

Lys Ser Asn

Lys Leu Lys

845

Gly Val Glu
860

Glu Leu Pro
875

Val Asp Phe

Leu Asn Gln

Trp Lys Pro

925

Gly Cys Phe
940

Asp Phe Bla
955

Lys Gln Ile

Leu Glu Asn

Pro His His
1005

Ser Asp Thr
1020

Asn Thr Ser

Phe His
Phe Leu
815

Leu Tyr
830

Gln ala

BAsn Asp

895

Gly Thrx
910

Pro Leu
Phe Leu
Ile Cys
Pro Phe

975
Gln Phe
990
Leu Glu

Thr Lys

Ile Gly

800

Gln

Lys

Ile

Ieu

8go

Trp

Bhe

Asn

His

Met

960

Thr

Lys

Gly

Glu

Giu
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1025 1030 1035 1040

Glu Phe Ile Ser Thr Glu Asp Val Glu Leu Glu Glu Ala Ile Axg Arg
1045 1050 1055

Ser Leu Glu Glu Met
1060

<210> 13

<211> 19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
atgggagacc cgggtcgga 19

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14

ttacatttcce tcaagacttce 20

<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: cebador

<400> 15
ctaggtaccg gacagcagga gcagtggtge 30

<210> 16

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: cebador
<400> 16

ggcagtgage tccatgtggg 20

31
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