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Acides nucléiques codant de nouvelles protéines a domaine
HECT, leurs utilisations en diagnostics et en thérapie

L'invention se rapporte au domaine de [I'ubiquitination des
protéines, et plus particulierement au domaine du contrle et du
diagnostic de I'ubiquitination des protéines.

ART ANTERIEUR

Il est depuis longtemps établi que la durée de vie des protéines
cellulaires est extrémement variable. Cette instabilité constitutive ou
régulée de certaines protéines (en général des protéines régulatrices),
permet aux cellules d'en contrdler étroitement et d'en modifier rapidement
les niveaux.

Les mécanismes de dégradation des protéines sont donc
extrémement spécifiques, et le niveau intra-cellulaire d'une protéine

~donnée peut étre ajusté précisément aux besoins de la cellule, par un
‘équilibre entre ses taux de synthése et de degradatlon

Ce n'est que trés récemment par contre qu'il a été établi que la
majeure partie de la protéolyse intra-cellulaire est assurée chez les
eucaryotes par une machinerie trés sophistiquée, le systéeme Ubiquitine
(Ub) /protéasome, qui utilise I'Ub pour marquer les protéines a dégrader
et le protéasome comme enzyme protéolytique. Cette voie implique une
cascade de réactions qui conduisent, dans un premier temps, au
marquage des protéines & détruire par un polypeptide, constitue de 76
acides aminés, appelé ubiquitine. L'ajout de plusieurs molécules

~ d'ubiquitine cible alors la protéine ainsi modifiée vers le protéasome ol

elle est détruite. Cette voie s'avére étre la voie privilégiée de la
dégradation de la plupart des protéines a courte durée de vie chez
I'ensemble des organismes eucaryotes. Un grand nombre des protéines
dont la stabilité est régulée par la voie ubiquitine-protéasome assurent
des fonctions régulatrices dans la cellule (des régulateurs du cycle
cellulaire, comme les cyclines, par exemple, des facteurs de
transcription, des récepteurs etc....). Le systéme ubiquitine-proteasome
est donc un systéme régulateur important des cellules eucaryotes qui
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controle la concentration cellulaire de protéines clés par leur dégradation
sélective.

La voie ubiquitine-protéasome

L'ubiquitination régule un grand nombre de fonctions cellulaires
critiques, le plus fréquemment en déterminant la dégradation sélective de
certaines protéines clés par le protéasome. La progression du cycle
cellulaire (Koepp DM et al., 1999), I'induction de la réponse inflammatoire
(Ghosh S, et al., 1998), la présentation antigénique (Rock KL et Goldberg
AL., 1999) notamment sont quelques uns des nombreux processus
régulés par la voie ubiquitine protéasome. Il n'est pas étonnant de
constater qu'une dérégulétion de la protéolyse dépendante de l'ubiquitine
a été identifiee comme une cause du cancer (Joazeiro CAP et al., 1999;
Bignell GR et al., 2000) et de plusieurs maladies héréditaires (Shimura H
et al., 2000; Matsuura T et al., 1997). La dégradation n'est pas la seule
issue possible pour des protéines liées a l'ubiquitine; I'ubiquitination

‘régule aussi certains processus par des mécanismes qui ne semblent

pas nécessiter de protéolyse. Ces processus incluent notamment
linitiation de la réponse inflammatoire (Deng L et al., 2000) et le
fonctionnement de certains facteurs de transcritption (Kaiser P et al.,
2000). Parmi les protéines concernées par l'ubiquitination, on trouve
notamment p27, p53, p300, les cyclines, E2F, STAT-1, c-Myc, c-Jun,
IKB, NFKB et la B-caténine.

La voie ubiquitine conduit & I'attachement covalent d'une chaine
d'ubiquitine aux substrats cibles qui sont ensuite dégradeés par un
complexe multiprotéique, le protéasome, au sein duquel sont associées -
de nombreuses activités protéasiques. L'ubiquitination de la protéine
cible est un mécanisme en trois étapes qui implique en générale trois
classes d'enzymes. L'ubiquitine est d'abord activée dans sa partie C-
terminale par la formation d'un lien thioester avec une enzyme
d'activation de ['ubiquitine, l'enzyme E1. Ensuite, I'ubiquitine est
transférée aux résidus cystéine actifs d'une des nombreuses enzymes de
conjugaison de l'ubiquitine (Ubc ou E2). Le transfert final de l'ubiquitine
aux résidus lysine de la protéine cible se produit par une réaction qui
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requiert ou non une protéine ligase de l'ubiquitine (E3) (Hochstrasser,
1996). Les enzymes E3 ont pour principale fonction de reconnaitre le
substrat mais ces enzymes catalysent parfois la formation d'un lien
peptidique entre I'ubiqditine et un résidu Iysine‘du substrat. La répétition
de l'action de ces trois enzymes conduit a la formation d'une chaine de
polyubiquitine. La protéine polyubiquitinée est alors adressée vers le
protéasome ou elle est dégradée. Alors que le facteur E1 est commun &
toutes les voies de dégradation et ne sert qu'a activer I'ubiquitine, la
sélectivite du processus de dégradation est assurée par ['ubiquitine
ligase E3, qui interagit & la fois avec E2 et avec le substrat (Hershko A. et
al., 1983).

Il existe donc un besoin dans I'état de la technique pour
l'isolement et la caractérisation de nouvelles protéines a domaine HECT,
qui constituent des cibles privilégiées de composés thérapeutiques
utilisables pour la prévention ou le traitement des pathologies dans
lesquelles ces protéines sont impliquées, notamment les pathologies qui
ont été indiquées ci-dessus. o ' |

Les ubiquitine-ligases: les enzymes a domaine HECT

Les ubiquitine-ligases ou E3 sont les déterminants centraux de la
spécificité de l'ubiquitination. Bien que cette propriété soit clairement
établie, il s'est avéré difficile de comprendre la catalyse dépendante des
E3 au niveau moléculaire. Dans la plupart des cas, le substrat,
l'ubiquitine et I'enzyme qui porte l'ubiquitine (E2) doivent tous étre
présents au niveau du centre réactionnel. En conséquence, en plus de
contribuer au transfert chimique de ['ubiquitine aux résidus lysine,
I'enzyme E3 doit également coordonner le positionnement des différents
acteurs protéiques au niveau de son site actif.

Les enzymes E3 connues & 'heure actuelle sont des membres de
deux familles protéiques: les E3 a domaine HECT et les E3 a RING
finger. Les domaines catalytiques de ces deux familles ne sont
apparentés ni en séquence ni en structure (néanmoins certaines E2
interagissent bien avec des E3 des deux familles).
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Récemment, il est devenu clair que la plupart des E3 ont en
commun un élément structural particulier, le RING (Really Interesting
New Gene) finger (Lorick KL et al., 1999; Deshaies RJ, 1999). Les 70
acides aminés du RING finger présentent un espacement distinct des
résidus cystéine et histidine dont le réle est d'assurer la fixation de deux
ions zinc qui stabilisent la structure globulaire caractéristique (Borden
KLB, 2000). Dans certains cas bien documentés, I'E3 & domaine RING
est une sous-unité d'un complexe multiprotéique. C'est le cas notamment
pour les complexes SCF, APC et VCB (Deshaies RJ, 1999; Tyers M et
Jorgensen P, 2000). Les complexes SCF et VCB contiennent une
protéine & domaine RING désignée Rbx1, et 'APC contient la protéine
APC11. Cependant, dans ces cas particuliers, les enzymes E3 ne
semblent pas jouer un réle dans la reconnaissance du substrat, ce rdle
étant assuré par d'autres protéines du complexe multiprotéique, comme
les protéines a boite F dans les complexes SCF (S: Skp1; C: Cdc53 ou
culline; F: protéine contenant une boite F). Certaines protéines a RING
finger fonctionnent également de maniére autonome comme la protéine
c-Cbl impliquée dans la dégradation des récepteurs de 'EGF (epidermal
growth factor) ou de PDGF (platelet derived growth factor) (Joazeiro CAP
and Weissman AM, 2000) ou la protéine Mdm2 responsable
principalement de la dégradation de p53 par le protéasome (Haupt Y et
al.,1997). ’

Les protéines & domaine HECT (pour "Homologous to E6-AP

- Carboxyl-Terminus") sont caractérisées par un motif d'environ 350 acides

aminés contenant un résidu cystéine trés conservé qui forme un
intermédiaire thiol ester essentiel pendant la catalyse. Au niveau
structural, les protéines & domaine HECT sont des protéines de grande
taille constituées de nombreux domaines de liaison. Certaines
comportent des domaines C2 (Ca2+/lipid binding domain) et des
domaines WW (répétition de 35-40 acides aminés de deux résidus
tryptophane) en plus du domaine HECT. Les domaines WW sont
soupconnés intervenir dans la reconnaissance du substrat (Pirozzi G. et
al., 1997). De nombreuses protéines HECT contiennent des domaines
WW. Il a été suggére que in vivo ces protéines peuvent ineragir avec
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diverses autres protéines par lintermédiaire de ce domaine (Harvey KF
et Kumar S., 1999). Un domaine régulateur de la condensation des
chromosomes a également été trouvée dans certaines de ces protéines
(RCC).

La propriété d'un de ces domaines HECT fut d'abord révélée grace a
I'étude de la dégradation conditionnelle du suppresseur de tumeur p33.
Quand les cellules sont infectées par des formes oncogéniques des
papillomavirus humains (HPV), p53 est sélectivement dégradée par une
protéolyse dépendante de la voie ubiquitine protéasome. Des études
biochimiques ont révélées que la reconnaissance de p53 pour une
dégradation induite par le virus dépendait du produit du géne E6 de HPV
et d'une protéine cellulaire de 100 kDa environ , E6-AP (E6-Associated
Protein). E6 et E6-AP forment un complexe qui fonctionne comme une
E3 spécifique de p53 (Scheffner M., 1993). Le tiers terminal de la
séquence de E6-AP est identique & 35-45% a de nombreuses autres
protéines dans les banques de données (Huibregtse JM, 1995).

Dans les bases de données de mammiféres notamment, on peut
trouver de nombreuses protéines HECT potentielles, mais la grande
majorité d'entre elles ne sont pas caractérisées fonctionnellement. A part
E6-AP, la protéine E3 a domaine HECT la mieux caractérisée est
I'enzyme de levure Rsp5. Rsp5 a été impliquée dans |'ubiquitination de
divers types de substrats tres différents. Rsp5 reconnait un ensemble de
perméases et récepteurs membranaires -dont l'ubiquitination dépend
dans certains cas d'un signal produit par la phosphorylation du substrat.
Ces substrats sont ensuite endocytés. RspS a aussi des substrats
solubles dont Rpb1, la grande sous-unit¢ de I'ARN polymerase |Il.
L'ubiquitination conduit dans ce cas a la protéolyse. Les propriétés de
Rsp5 sont conservées chez les eucaryotes supérieurs. La protéine
humaine Rpb1 est reconnue par Nedd4, l'orthologue murin/humain de
Rsp5 (Beaudenon SL et al., 1999).

La plupart des protéines a domaine HECT sont vraisemblablement
des E3 ou des composants de complexes multiprotéiques contenant des
activités de type E3. A l'heure actuelle, peu d'informations sont
disponibles sur les fonctions possibles des E3 a domaine HECT.
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Ces découvertes suggerent qu'un vaste répertoire de E3 a été
établi en rassemblant divers domaines d'interaction protéique avec
seulement deux motifs catalytiques. En dépit de ce progrés cependant, et
malgré la détermination récente de la structure de deux complexes E2-
E3 (Huang L et al., 1999; Zheng N et al., 2000) qui montrent comment les

différents intervenants peuvent dans certains cas s'aligner au niveau du

site actif de I'E3, de nombreuses questions, mécanistiques notamment,
restent posées.

Les pathologies associées aux ubiquitine ligase E3

Le systéme ubiquitine est impliqué dans la pathologie de
nombreuses maladies génétiques humaines dont les syndromes
d'Angelman et de Liddle. Le syndrome d'Angelman est un défaut rare et
héréditaire se traduisant par un retard mental associé a une mutation de
la protéine & domaine HECT, E3 (Kishino, T et al;, 1997; Matsuura, T. et
al., 1997). Le syndrome de Liddle impliquant I'ubiquitine ligase & domaine
HECT, Nedd4, est une forme rare et héréditaire d'hypertension causée
par la delétion de régions du canal sodique épithélial (ENaC) qui le cible
pour la degradation dépendante de l'ubiquitine (Staub O et al., 1996).
Cela se traduit par une hyperactivité de ce canal. L'accumulation de
produits conjugués a |'ubiquitine est aussi une des caractéristiques de
nombreuses maladies neurologiques comme la maladie d'Alzheimer
(Checler F et al., 2000). Cette accumulation est en fait une conséquence
des tentatives avortées de la cellule pour se débarasser de protéines
abimées ou anormales. Une protéolyse accélérée a également été
associée a une atrophie des muscles squelettiques (Wing S. et al., 1995).

Les cancers se développent quand les cellules se multiplient trop
rapidement. La prolifération cellulaire dépend d'un équilibre entre les
signaux neégatifs et les signaux positifs. Quand les signaux positifs sont
supérieurs ou que les signaux négatifs sont absents, les cellules se
multiplient trop rapidement et le cancer se développe. Normalement, les
cellules contrlent précisément la quantité d'une protéine donnée et
éliminent I'excés ou toute protéine non requise. Pour ce faire, la cellule
marque spécifiquement ces protéines indésirables avec une longue
chaine d'ubiquitine. Ces molécules sont alors reconnues et détruites par
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le proteasome. Cependant, cette machinerie s'enraille dans les tumeurs
conduisant & l'accumulation excessive de signaux positifs (protéines
oncogeniques), ou a la dégradation anormale de régulateurs négatifs
(suppresseurs de tumeurs). En . conséquence, en l'absence de
suppresseurs de tumeur ou en présence d'un excés d'oncogénes, les
cellules se multiplient sans cesse, formant des tumeurs (pour revue, voir
Ciechanover, 1998). Ainsi, les dégradations anormales par la voie
ubiquitine du suppresseur de tumeur p53 et de l'oncogéne putatif B-
caténine ont été corrélées au développement de tumeurs, suggeérant que
certains genes codant des enzymes d'ubiquitination pourraient étre
mutés dans les tumeurs.

La degradation non controlée de certains régulateurs du cycle
cellulaire a été observée dans certaines tumeurs, il est donc possible
qu'une ubiquitine ligase fonctionnant mal soit la cause de ces
degradations altérées de régulateurs du cycle. Ainsi, la surexpression de
Mdm2, une ubiquitine ligase, induit une diminution notable de la quantité
de son substrat, le suppresseur de tumeur p53. ' .

Vu limportance des voies de signalisation auxquelles ils
participent, les complexes E3 .constituent des cibles attractives de
criblage pharmacoldgique. D'ores et déjé, il a été établi que le
disfonctionnement de la voie de dégradation des protéines ubiquitine-
protéasome est clairement impliqué dans de nombreuses pathologies de
nature extrémement variée : les cancers, les maladies génétiques, la
maladie de parkinson, la maladie d'Alzheimer, les syndromes
inflammatoires et les infections virales.

La caractérisation d'agents chimiques capables de moduler
lactivité de reconnaissance et d'ubiquitination des ubiquitine-ligases E3
est donc susceptible de permettre la mise au point de nouvelles
strategies thérapeutiques humaines dans de nombreuses aires
thérapeutiques comme le cancer, I'inflammation, les infections virales,
bactériennes et fongiques, les syndromes inflammatoires, les pathologies
cardio-vasculaires et neuro-dégénératives.
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SOMMAIRE DE L’'INVENTION

La présente invention a pour objet de nouvelles protéines a
domaine HECT et de nouveaux substrats des protéines & domaine
HECT. Elle a pour objet les méthodes de criblage mises au point pour
identifier les substrats des nouvelles protéines & domaine HECT et pour
identifier les petites molécules et drogues qui modulent I'interaction et/ou
l'activité des protéines a domaine HECT et de leurs substrats. Les
methodes de criblage de cette invention peuvent étre utilisées pour
identifier des agents thérapeutiques qui pourraient étre utilisés dans des
protocoles et pour le traitement de diverses pathologies, incluant cancer,
inflammations,  pathologies cardio-vasculaires, maladies neuro-
degenératives, infections virales, bactériennes et fongiques. Cette
invention englobe lutilisation des nucléotides codant ces nouvelles

“protéines a domaine HECT, les protéines a domaine HECT et les

peptides dérivants de ces protéines, les vecteurs permettant I'expression
de ces proteines chez des bactéries, champignons, insectes, plantes et
organismes mammiféres ainsi que les animaux chez lesquels les génes
codant ces protéines a domaine HECT auront été inactivés. |

Un premier objet de l'invention consiste en un acide nucléique
codant pour un polypeptide & domaine HECT choisi parmi les séquences
d’acides aminés comprenant les séquences SEQ ID N°1 4 SEQ ID N°11,
ou pour un fragment ou un variant du polypeptide choisi parmi les
séquences d’acides aminés comprenant les séquences SEQ ID N°1 a
SEQ ID N°11.

Selon l'invention, le fragment du polypeptide 4 domaine HECT
comprend ou consiste en le peptide définissant le domaine HECT stricto
sensu d'un polype’ptidev choisi parmi les séquences d'acides aminés
comprenant les séquences SEQ ID N°1 4 SEQ ID N°11.

Selon l'invention, un fragment du polypeptide & domaine HECT
comprend ou consiste en un polypeptide choisi parmi les séquences
d'acides aminés comprenant les séquences SEQ ID N°1 a SEQ ID N°11
dans lequel a été délétée la séquence en acides aminés du domaine
HECT stricto sensu.

Un acide nucléique tel que défini ci-dessus peut en outre étre
caractérisé en ce que le polypeptide & domaine HECT, un fragment ou
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un variant de ce polypeptide est fusionné avec un polypeptide
hétérologue, par exemple un marqueur détectable ou la protéine GAL4.

L’invention est également relative & des vecteurs recombinants, de
clonage ou d’'expression, contenant un acide nucléique selon l'invention,
le cas échéant sous le controle d'une séquence régulatrice permettant
son expression dans une cellule héte choisie.

Elle concerne aussi des cellules hbtes recombinantes dans
lesquelles a été artificiellement inséré un acide nucléique ou un vecteur
recombinant tel que défini ci-dessus.

L'invention a également pour objet un polypeptide & domaine
HECT comprenant une séquence d’acides aminés choisie parmi les
séquences SEQ ID N°1 a4 SEQ ID N°11, un fragment ou un variant de ce
polypeptide, ainsi que des anticorps dirigés contre ce polypeptide ou
encore le fragment ou le variant de celui-ci..

Elle est également relative a des procédés de criblages
acellulaires ou cellulaires de composés candidats interagissant avec un
polypeptide & domaine HECT tel que défini ci-dessus.

Elle concerne aussi des procedes de crlblages de composés
candidats modulant la force de linteraction entre un polypeptide a
domaine HECT selon l'invention et une protéine substrat, ainsi que des
procédés de criblage de composés candidats capables d'inhiber ou
d'activer l'activité ubiquitine ligase de la protéine a domaine HECT
spécifiée par le polypeptide considéré.

Elle a encore pour objet une composition pharmaceutique
comprenant une quantité thérapeutiquement efficace d'un acide
nucléique ou d'un vecteur recombinant tel que défini ci-dessus, en
association avec un ou plusieurs excipients physiologiquement
compatibles.. |

Elle concerne aussi une composition pharmaceutique comprenant
une quantité thérapeutiquement efficace d'un polypeptide selon
linvention, en association avec un ou plusieurs excipients
physiologiquement compatibles.



WO 03/012102 PCT/FR02/02782

10

15

20

25

30

35

10

DEFINITIONS GENERALES

Selon Tlinvention, toute technique classique de Dbiologie
moléculaire, de microbiologie et d’ADN recombinant connue de 'homme
du métier peut étre utilisée. De telles techniques sont décrites par
exemple par SAMBROOK et al. (1989), GLOVER (1985), GAIT (1984),
HAMES et HIGGINS (1984) et AUSUBEL et al. (1994) .

De maniére préférée, tout acide nucléique et tout polypeptide
selon I'invention se présentent sous une forme isolée ou purifiée.

Le terme “isolé ” au sens de la présente invention désigne un
matériel biologique qui a été soustrait & son environnement originel
('environnement dans lequel il est localisé naturellement). Par exemple,
un polynucléotide présent a I'état naturel dans une plante n’est pas isolé.
Le méme polynucléotide séparé des acides nucléiques adjacents au sein
desquels il est naturellement inséré dans le génome de la plante est
isolé. Un tel polynucléotide peut étre inclus dans un vecteur et/ou un tel
polynucléotide peut étre inclus dans une composition et demeurer
néanmoins a l'état isolé du fait que le vecteur ou la composition ne
constitue pas son environnement naturel. : |

Le terme “ purifi€ " ne nécessite pas que le matériel soit présent
sous une forme de pureté absolue, exclusive de la présence d'autres
composés. Il s’agit plutdt d’'une définition relative.

Un polynucléotide ou un polypeptide est a l'état purifié aprés
purification du matériel de départ ou du matériel naturel d’au moins un
ordre de grandeur, de préférence 2 ou 3 et préférentiellement quatre ou
cing ordres de grandeur.

Aux fins de la présente description, I'expression “séquence
nucléotidique " peut étre employée pour désigner indifféremment un
polynucléotide ou un acide nucléique. L'expression “séquence
nucléotidique " englobe le matériel génétique lui-méme et n’est donc pas
restreinte a I'information concernant sa séquence.

Les termes “ acide nucléique ”, “polynucléotide ",
“ oligonucléotide " ou encore “séquence nucléotidique ” englobent des
séquences d’ARN, d’ADN, d’ADNc ou encore des séquences hybrides
ARN/ADN de plus d'un nucléotide, indifferemment sous la forme simple
brin ou sous la forme de duplex.
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Le terme “ nucléotide " désigne a la fois les nucléotides naturels
(A, T, G, C) ainsi que des nucléotides modifies qui comprennent au
moins une modification telle que (i) un analogue d'une purine, (i) un
analogue d'une pyrimidine, ou (iii) un sucre analogue, de tels nucléotides
modifiés étant décrits par exemple dans la demande PCT N°WO
95/04064.

Aux fins de la présente invention, un premier polynucléotide est
considéré comme étant “ complémentaire * d'un second polynucléotide
lorsque chaque base du premier nucleotide est appariée a la base
complémentaire du second polynucléotide dont 'orientation est inversée.
Les bases complémentaires sontAet T (ouAetU) etCetG.

Selon l'invention, un premier acide nucléique ayant au moins 95%
d'identité avec un second acide nucléique de référence, possédera au
moins 95%, de préférence au moins 96%, 97%, 98%, 98,5%, 99%,
99,1%, 99,2%, 99,3%, 99,4%, 99,5%, 99,6%, 99,7%, 99,8% ou 99,9%
d’identité en nucléotides avec ce second polynucléotide de référence, le
pourcentage d'identité entre deux séquences étant détefminé_ comme
décrit ci-dessous. '

Le “ pourcentage d'identité * entre deux séquences de nucléotides
ou d'acides aminés, au sens de la présente invention, peut étre
déterminé en comparant deux séquences alignées de maniére optimale,
a travers une fenétre de comparaison.

La partie de la séquence nucléotidique ou polypeptidique dans la
fenétre de comparaison peut ainsi comprendre des additions ou des
délétions (par exemple des “gaps”) par rapport a la séquence de
référence (qui ne comprend pas ces additions ou ces délétions) de
maniéere a obtenir un alignement optimal des deux séquences.

Le pourcentage est calculé en déterminant le nombre de positions
auxquelles une base nucléique ou un résidu d’aminoacide identique est
observe pour les deux sequences (nucléique ou peptidique) comparées,
puis en divisant le nombre de positions auxquelles il y a identité entre les
deux bases ou résidus d’aminoacides comparés, par le nombre total de
positions dans la fenétre de comparaison, puis en multipliant le résultat
par cent afin d'obtenir le pourcentage d’identité de séquence.
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L'alignement optimal des séquences pour la comparaison peut
étre réalisé de maniére informatique a l'aide d’algorithmes connus.

De maniére préférée, le pourcentage d'identité de séquences est
déterminé a I'aide du logiciel BLAST (version BLAST 2.06 de Septembre
1998), en utilisant exclusivement les paramétres par defaut.

Un acide nucléique possédant au moins 95% d'identité en
nucléotides avec un acide nucléique selon [linvention englobe les
“variants " d’'un acide nucléique selon l'invention.

Par “ variant ” d'un acide nucléique selon l'invention, on entend un
acide nucléique qui différe de I'acide nucléique de référence par une ou
plusieurs substitutions, additions ou délétions d’un nucléotide, par rapport
a l'acide nucléique de référence. Un variant d'un acide nucléique selon
I'invention peut étre d'origine naturelle, tel qu'un variant allélique qui
existe naturellement. Un tel acide nucléique variant peut étre également
un acide nucléique non naturel obtenu, par exemple, pa'r des techniques
de mutagenése.

En général, les différences entre I'acide nucléique de référence et
I'acide nucléique “variant” sont réduites de telle sorte que l'acide -
nucléique de référence et I'acide nucléique variant ont des séquences
nucléotidiques trés similaires et, dans de nombreuses régions,
identiques. Les modifications nucléotidiques présentes dans un acide
nucléique variant peuvent étre silencieuses, ce qui signifie qu'elles
n'affectent pas la séquence d’acides aminés qui peut étre codée par cet
acide nucléique variant.

Les modifications de nucléotides dans I'acide nucléique variant
peuvent aussi résulter en des substitutions, additions ou deélétions d'un
ou plusieurs acides aminés dans la sequence du polypeptlde qui peut
étre codé par cet acide nucléique variant.

De maniére tout a fait préférée, un acide nucléique variant selon
I'invention comportant une phase de lecture ouverte, code pour un
polypeptide qui conserve la méme fonction ou la méme activité
biologique que le polypeptide codé par I'acide nucléique de référence.

De maniére tout a fait préférée, un acide nucléique variant selon
I'invention et qui comporte une phase de lecture ouverte, code pour un
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polypeptide qui conserve la capacité d'étre reconnu par des anticorps
dirigés contre le polypeptide codé par I'acide nucléique de référence.

Par “ fragment " d’un acide nucléique selon 'invention, on entend
une séquence nucléotidique d’une ‘Iongueur réduite par rapport a I'acide
nucléique de référence, le fragment d'acide nucléique possédant une |
séquence nucléotidique identique a la séquence nucléotidique de I'acide
nucléique de référence sur la partie commune. De tels fragments d’'un
acide nucléique selon l'invention possédent au moins 12, 15, 18, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 60, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 1000, 2000 ou 3000
nucléotides consécutifs de l'acide nucléique de référence, la longueur
maximale en nucléotides d'un fragment d'un acide nucléique selon
I'invention étant bien entendue limitée par la longueur maximale en
nucléotides de I'acide nucléique de référence.

Par « fragment» d'un polypeptide & domaine HECT selon
I'invention, on entend un fragment polypeptidique d'une longueur réduite
par rapport au polypeptide de référence, le fragment polypeptidique
possédant une séquence en acides aminés identique a la séquence en

“acides aminés du polypeptide de référence sur la partie commune. De

tels fragments d'un polypeptide a domaine HECT selon l'invention
possédent au moins 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 100, 120, 130, 140,
150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280,
290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, ou 390 acides aminés
consécutifs d'un polypeptide & domaine HECT de référence

Par conditions d’hybridation de forte stringence, au sens de
I'invention, on entend les conditions d’hybridation suivantes:

Préhybridation:

mémes conditions que pour I'hybridation
durée: 1 nuit.

Hybridation:
5 x SSPE (0.9 M NaCl, 50 mM phosphate de sodium pH 7.7, 5 mM

EDTA)
5 x Denhardt’s (0.2% PVP, 0.2% Ficoll, 0.2% SAB)
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100 pug/ml ADN de sperme de saumon
0.1% SDS
duree: 1 nuit.

Lavages:
2 x SSC, 0.1% SDS 10 min 65°C
1 x SSC, 0.1 % SDS 10 min 65°C
0.5x SSC, 0.1 % SDS 10 min 65°C
0.1 x SSC, 0.1% SDS 10 min 65°C.

Les parametres définissant les conditions de stringence dépendent
de la température a laquelle 50% des brins appariés se séparent (Tm).

Pour les séquences comprenant plus de 360 bases, Tm est définie
par la relation:

Tm= 81,5 + 0,41 (%G+C)+16,6 Log(concentration en cations) -
0,63 (% formamide)-(600/nombre de bases) (SAMBROOK et al., (1989),
pages 9.54-9.62). | : o .

Pour les séquences de longueur inférieure a 30 bases, Tm est
définie par la relation: Tm= 4(G+C) + 2(A+T).

Dans des conditions de stringence appropriées, dans lesquelles
les séquences aspécifiques n’hybrident pas, la température d’hybridation
est approximativement de 5 a 30°C, de préférence de 5 a 10°C en-
dessous de Tm.

Les conditions d’hybridation ci-dessus décrites sont mises en
ceuvre pour I'hybridation d'un acide nucléique de 20 bases de longueur et
peuvent étre adaptées en fonction de la longueur de l'acide nucléique
dont I'hybridation est recherchée ou du type de marquage choisi, selon
les techniques connues de 'homme du métier.

Les conditions convenables d’hybridation peuvent par exemple
étre adaptées selon I'enseignement contenu dans 'ouvrage de HAMES
et HIGGINS (1985) ou encore dans l'ouvrage de AUSUBEL et al. (1989).
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En particulier, il faut prendre en compte que le niveau et la
specificité d’hybridation dépendent de différents parameétres, tels que :

a) la pureté de la préparation de I'acide nucléique sur lequel la
sonde ou I'amorce doit s’hybrider ; -

b) la composition en base de la sonde ou de I'amorce, les paires
de bases G-C possédant une plus grande stabilité thermique que les
paires de bases A-T ou A-U ;

¢) la longueur de la séquence de bases homologue entre la sonde
ou I'amorce et I'acide nucléique ;

d) la force ionique: le taux d'hybridation augmente avec
I'accroissement de la force ionique et la durée du temps d’incubation ;

e) la température d’incubation ;

f) la concentration de I'acide nucléique sur lequel la sonde ou
I'amorce doit s’hybrider ;

g) la présence d'agents dénaturants, tels que des agents
favorisant la rupture de liaisons hydrogéne, comme le formamide ou

- l'urée, qui accroissent la stringence de I'hybridation ;

h) le temps d incubation, le taux d'incubation augmentant avec la
durée de l'incubation ;

i) la présence d'agents d'exclusion de volume , tels que le dextran
ou le sulfate de dextran, qui augmentent le taux d’hybridation du fait qu'ils
accroissent les concentrations effectives de la sonde ou de I'amorce et
de 'acide nucléique qui doit s’hybrider, au sein de la préparation.

BREVE DESCRIPTION DES FIGURES

La Figure 1 illustre l'alignement des séquences d'acides aminés
correspondant au domaine HECT des differentes protélnes selon
F'invention.

La figure 2 est une représentation schématique des protéines &
domaine HECT. Les domaines putatifs d'interaction protéine-protéine
sont représentés. La double barre oblique indique que les ADNSs
complémentaires correspondant sont incomplets en 5' et/ou en 3'. Dans
la légende, « HECT » signifie Homologous to E6-AP Carboxyl-Terminus,
« WW » signifie domaine avec deux résidus Trp conservés, « C2»
signifie motif de liaison de Ca®* ou de certains types de lipides, «<RCC1 »




WO 03/012102 PCT/FR02/02782

10

15

20

25

30

35

16

signifie Regulator of Chromosome Condensation, « IQ » signifie petit
motif de liaison de la calmoduline avec des résidus lle et Gln et «RING »
signifie un motif de type doigt de zinc.

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION

Il est fourni selon 'invention de nouveaux polypeptides @ domaine
HECT impliqués dans ['ubiquitination des protéines cellulaires, étape
importante dans la voie de dégradation des protéines.

La caractérisation de ces nouveaux polypeptides 8 domaine HECT
selon linvention rend possible la mise au point de nouveaux outils
diagnostiques pour la détection d’altérations dans I'activité biologique des
ubiquitine ligase a domaine HECT et de nouveaux outils thérapeutiques
destinés a prévenir ou corriger ces altérations dans l'activité biologique
des ubiquitine ligases @ domaine HECT.

Les nouveaux polypeptides a domaine HECT selon l'invention sont
les polypeptides suivants :

~le polypeptide HECT9 de séquence en acides aminés SEQ ID N°1 ;-

- le polypeptide HECT17de séquence en acides aminés SEQ ID N°2 ;
- le polypeptide HECT18 de séquence en acides aminés SEQ ID N°3 ;
- le polypeptide HECT19 de séquence en acides aminés SEQ ID N°4 ;
- le polypeptide HECT20 de séquence en acides aminés SEQ ID N°5 ;
- le polypeptide HECT21 de séquence en acides aminés SEQ ID N°6 ;
- le polypeptide HECT22de séquence en acides aminés SEQ ID N°7 ;
- le polypeptide HECT23 de séquence en acides aminés SEQ ID N°8 ;
- le polypeptide HECT24 de séquence en acides aminés SEQ ID N°9 ;
- le polypeptide HECT25 de séquence en acides aminés SEQ ID N°10 ;
- le polypeptide HECT26 de séquence en acides aminés SEQ ID N°11 ;

Le polypeptide HECT9 posséde une homologie de séquence avec
la protéine Pub1 de S. pombe.

Les polypeptides HECT17, HECT18, HECT19, HECT20, HECT21,
HECT22, HECT23, HECT24, HECT25, HECT26 possédent des
homologies avec des protéines référencées dans la base de données
SMART.
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Un premier objét de linvention consiste en un acide nucléique
codant pour un polypeptide & domaine HECT choisi parmi les séquences
d'acides aminés comprenant les séquences SEQ ID N°1 a SEQ ID N°11,
ou pour un fragment ou un variant du polypeptide choisi parmi les
séquences d'acides aminés comprenant les séquences SEQ ID N°1 a
SEQ ID N°11.

Dans un mode de réalisation préféré de I'invention, le polypeptide
a domaine HECT codé par un acide nucléique tel que défini ci-dessus
consiste en une séquence d'acides aminés choisie parmi les séquences
SEQ ID N°1 a SEQ ID N°11, ou pour un variant ou un fragment de ce
polypeptide.

De préférence, un acide nucléique codant pour un polypeptide a
domaine HECT selon linvention comprend un polynucléotide choisi
parmi les séquences nucléotidiques SEQ ID N°12 a SEQ ID N°22, ainsi
que les séquences nucléotidiques qui en sont dérivées et qui
comprennent le cadre de lecture ouvert contenu dans les séquences
SEQ ID N°12 a SEQ ID N°22. :

Ainsi, un autre objet de l'invention consiste en un acide nucléique
comprenant une séquence nucléotidique choisie parmi les séquences
suivantes :

- la séquence nucléotidique allant du nucléotide en position 21 jusqu'au
nucléotide en position 4775 de la séquence SEQ ID N°12 (hect9),

- la séquence nucléotidique allant du nucléotide en position 1 jusqu’au
nucléotide en position 4891 de la séquence SEQ ID N°13 (hect17),

- la séquence nucléotidique allant du nucléotide en position 2066
jusqu’au nucléotide en position 3754 de la séquence SEQ ID N°14
(hect18); '

- la séquence nucléotidique allant du nucléotide en position 1 jusqu’au
nucléotide en position 4860 de la séquence SEQ ID N°15 (hect19);

- la séquence nucléotidique allant du nucléotide en position 304 jusqu’au
nucléotide en position 3552 de la séquence SEQ 1D N°16 (hect20),

- la séquence nucléotidique allant du nucléotide en position 472 jusqu'au
nucléotide en position 2940 de la séquence SEQ ID N°17 (hect21),
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- la séquence nucléotidique allant du nucléotide en position 172 jusqu’au
nucléotide en position 801 de la séquence SEQ ID N°18 (hect22),

- la séquence nucléotidique allant du nucléotide en position 201 jusqu’au
nucléotide en position 1337 de la séquence SEQ ID N°19 (hect23);

-la Séquence nucléotidique allant du nucléotide en position 496 jusqu’au
nucléotide en position 3339 de la séquence SEQ ID N°20 (hect24);

- la séquence nucléotidique allant du nucléotide en position 184 jusqu’au
nucléotide en position 4899 de la séquence SEQ ID N°21 (hect25);

- la séquence nucléotidique allant du nucléotide en position 120 jusqu’au
nucléotide en position 2237 de la séquence SEQ ID N°22 (hect26);

Font également partie de [linvention les acides nucléiques
suivants :

a) un acide nucléique codant pour un polypeptide ayant une
séquence en acides aminés choisie dans le groupe des séquences SEQ
ID N°1 a SEQ ID N°11 ou un fragment ou un variant de ce polypeptide,

. eventuellement fusionné a un polypeptide hétérologue ;

b) un acide nucléique comprenant un polynucléotide choisi parmi
les séquences SEQ ID N°12 & SEQ ID N°22, ou un fragment ou un
variant de ce dernier ; _

¢) un acide nucléique ayant au moins 95% d'identité en
nucléotides avec un acide nucléique choisi dans le groupe constitué des
séquences SEQ ID N°12 a SEQ ID N°22 ou un fragment ou un variant de
ce dernier ;

d) un acide nucléique hybridant, dans des conditions d’hybridation
de forte stringence, avec un acide nucléique de séquences SEQ ID N°12
a SEQ ID N°22, ou un fragment ou un variant de ce dernier.

L'invention concerne aussi un polypeptide comprenant le domaine
HECT d'un polypeptide & domaine HECT tel que défini ci-dessus. Elle est
également relative a un polypeptide consistant en le domaine HECT d'un
polypeptide selon I'invention.

Le domaine HECT d'un polypeptide selon l'invention est considéré
comme un « fragment » d'un tel polypeptide aux fins de la présente
description.
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Ainsi, fait également partie de [invention un polypeptide
comprenant ou consistant en une séquence d'acides aminés choisie
parmi les séquences suivantes :

a) la séquence allant de l'acide aminé en position 1248 jusqu’'a
I'acide aminé en position 1585 de la séquence SEQ ID N°1 ;

b) la séquence allant de I'acide aminé en position 1259 jusqu’a
I'acide aminé en position 1624 de la séquence SEQ ID N°2 ;

c) la séquence allant de l'acide aminé en position 230 jusqu'a
I'acide aminé en position 567 de la séquence SEQ ID N°3 ;

d) la séquence allant de I'acide aminé en position 1153 jusqu'a
I'acide aminé en position 1620 de la séquence SEQ ID N°4 ;

e) la séquence allant de l'acide aminé en position 742 jusqu'a
I'acide aminé en position 1083 de la séquence SEQ ID N°5 ;

f) la séquence allant de I'acide aminé en position 481 jusqu'a
I'acide aminé en position 823 de la séquence SEQ ID N°6 ;

g) la séquence allant de I'acide aminé en position 1 jusqu’a l'acide
aminé en position 206 de la séquence SEQ ID N°7 ;

h‘)' la séque‘nce allant de I'acide aminé en position 48 jusqu'a
I'acide aminé en position 372 de la séquence SEQ ID N°8 ;

i) la séquence allant de I'acide aminé en position 618 jusqu'a
I'acide aminé en position 947 de la séquence SEQ ID N°9 ;

j) la séquence allant de I'acide aminé en position 1235 jusqu'a
I'acide aminé en position 1572 de la séquence SEQ ID N°10 ;

k) la séquence allant de I'acide aminé en position 373 jusqu'a
I'acide aminé en position 694 de la séquence SEQ ID N°11 ;

Pour obtenir une délétion totale ou partielle de la boite HECT,

'homme du métier peut, par exemple, mettre en ceuvre une digestion

enzymatique de l'acide nucléique codant le polypeptide considéré en
utilisant les sites de restriction flanquants, par exemple selon la technique
décrite par MRGOTTIN et al. (Margottin F. et al., 1998, Molecular cell, 1 :
565-574).

Les acides nucléiques codant un polypeptide & domaine HECT tel
que défini ci-dessus peuvent étre facilement obtenus par 'lhomme du
métier, par exemple & partir d'un échantillon d’ADN humain ou encore &
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partir d'une banque d’ADN humain, a I'aide d’amorces spécifiques de
'une des séquences SEQ ID N°12 & SEQ ID N°22, par exemple par
amplification PCR.

Comme cela sera exposé plus loin dans la description,
I’expreésion d’'un variant d'un polypeptide a domaine HECT selon
l'invention, dans lequel le domaine HECT a été complétement ou
partiellement délétée, ou muté peut étre recherchée dans le cas ol I'on
désire obtenir une diminution ou un blocage de la dégradation du
substrat spécifique. Un tel variant d'un polypeptide a domaine HECT
selon linvention peut conserver sa capacité a interagir spécifiquement
avec le substrat, mais n'est plus capable d'ubiquitiner ce substrat.

Selon un autre aspect, l'invention est donc aussi relative a un
acide nucléique codant pour un variant d’un polypeptide & domaine
HECT tel que défini ci-dessus, dans la séquence duquel tout ou partie de
la séquence du domaine HECT a été délétée.

Par « délétion partielle » du domaine HECT, on entend la
suppression d’au moins 2, de préférence d'au moins 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12,
14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 110, 120, 130,
140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270,
280, 290, 300, 310, 320, 330, 340 ou 350 acides aminés consécutifs de
la séquence du domaine HECT d'un polypeptide selon linvention, la
longueur de la délétion étant limitée par la longueur en acides aminés
d’'un domaine HECT dans chacun des polypeptides a domaine HECT
selon l'invention.

Dans un mode de réalisation préféré, I'acide nucléique codant
pour un variant d'un polypeptide @ domaine HECT dans la séquence
duquel la séquence ‘du ‘domaine HECT a été complétement ou
partiellement délétée est choisi parmi les acides nucléiques suivants :

a) un polypeptide comprenant la séquence SEQ ID N°12 dans
lequel a été totalement ou partiellement délétée la séquence allant de
I'acide aminé en position 1248 jusqu'a I'acide aminé en position 1585 de
la séquence SEQ ID N°12 ;

b) un polypeptide comprenant la séquence SEQ ID N°13 dans
lequel a été totalement ou partiellement délétée la séquence allant de



WO 03/012102 PCT/FR02/02782

10

15

20

25

30

21

~ lacide aminé en position 1259 jusqu’a I'acide aminé en position 1624 de

la séquence SEQ ID N°13 ;

c) un polypeptide comprenant la séquence SEQ ID N°14 dans
lequel a été totalement ou partiellement délétée la séquence allant de
I'acide aminé en positioh 230 jusqu’a 'acide aminé en position 567 de la
séquence SEQ ID N°14 ;

d) un polypeptide comprenant la séquence SEQ ID N°15 dans
lequel a été totalement ou partiellement délétée la séquence allant de
I'acide aminé en position 1153 jusqu’a I'acide aminé en position 1620 de
la séquence SEQ ID N°15;

e) un polypeptide comprenant la séquence SEQ ID N°16 dans
lequel a été totalement ou partiellement délétée la séquence allant de
I'acide aminé en position 742 jusqu’a 'acide aminé en position 1083 de la
séquence SEQ ID N°16 ;

f) un polypeptide comprenant la séquence SEQ ID N°17 dans
lequel a été totalement ou partiellement délétée la séquence allant de

- l'acide aminé en posmon 481 jusqu'a I'acide aminé en position 823 de la
' séquence SEQ ID N°17 ; L : :

g) un polypeptide comprenant la séquence SEQ ID N°18 dans
lequel a été totalement ou partiellement délétée la séquence allant de
I'acide aminé en position 1 jusqu'a I'acide aminé en position 206 de la
séquence SEQ ID N°18 ;

h) un polypeptide comprenant la séquence SEQ ID N°19 dans
lequel a été totalement ou partiellement délétée la séquence allant de
I'acide aminé en position 48 jusqu’a I'acide aminé en position 372 de la
séquence SEQID N°19;

i) un polypeptide comprenant la séquence SEQ ID N°20 dans
lequel a été totalement ou partiellement délétée la séquence allant de
I'acide aminé en position 618 jusqu’a I'acide aminé en position 947 de la
séquence SEQ ID N°20 ;

j) un polypeptide comprenant la séquence SEQ ID N°21 dans
lequel a été totalement ou partiellement délétée la séquence allant de |
I'acide aminé en position 1235 jusqu'a I'acide aminé en position 1572 de
la séquence SEQ ID N°21 ;
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k) un polypeptide comprenant la séquence SEQ ID N°22 dans
lequel a été totalement ou partiellement délétee la séquence allant de
I'acide aminé en position 373 jusqu’a I'acide aminé en position 694 de la
séquence SEQ ID N°22 ; -

Selon un autre mode de réalisation d’'un acide nucléique selon
l'invention, cet acide nucléique est caractérisé en ce qu'il code pour un
polypeptide & domaine HECT, ou un variant ou un fragment de ce
polypeptide, qui est fusionné avec un polypeptide hétérologue.

Par « polypeptide hétérologue », on entend une séquence
d’acides aminés qui n'est pas exprimée naturellement par la cellule sous
une forme chimiquement liée a un polypeptide a domaine HECT tel que
défini ci-dessus.

Selon un premier mode de réalisation, le polypeptide hétérologue
consiste en un polypeptide capable de se fixer sélectivement sur un
support, tel que la glutathione S transferase ou GST, bine connue de
'homme du métier.

Selon un second mode de réalisation, le polypeptide hétérologue
consiste en un polypeptide détectable, par exemple un polypeptide
fluorescent comme les protéines GFP et YFP, bien connues de 'homme
du métier.

Selon un troisiéme mode de réalisation, le polypeptide hétérologue
consiste en un polypeptide accepteur ou donneur de fluorescence
utilisable dans des systémes de détection d'interactions par transfert
d'énergie de fluorescence (ou FRET pour « Fluorescence Resonance
Energy Transfer »).

Selon un quatrieme mode de réalisation, le polypeptide
hétérologue conéiste en un premier partenaire protéique lequel, lorsqu'il

~ interagit spécifiquement avec un second partenaire ‘protéique, a la

capacité de se fixer sur un motif d'acide nucléique régulant la
transcription d'un géne rapporteur, pour une utilisation dans des
systétmes de détection d'interactions du type « double-hybride » bien
connus de 'homme du métier. Un tel polypeptide peut &tre, par exemple,
la protéine GAL4 ou la protéine LexA.
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Selon encore un autre aspect d'un acide . nucléique selon
I'invention, cet acide nucléique comprend un polynucléotide régulateur
contrélant I'expression du polypeptide a domaine HECT ou de son
fragment ou variant, éventuellement fusionné a un 'pdlypeptide
hétérologue, dans une cellule héte. Des exemples illustratifs de
polynucléotides régulateurs préférés selon linvention sont listés ci-
dessous dans la partie descriptive des vecteurs recombinants préférés.

Fait aussi partie de linvention tout acide nucléique dont la
séquence est complémentaire a l'un des acides nucléiques tels que
définis dans la présente description.

Vecteurs recombinants
Tout acide nucléique selon l'invention peut étre inséré dans un

vecteur a des fins de clonage ou a des fins d’expression.

L'invention -est également relative a un vecteur recombinant

vcomprenant un acide nucléique codant pur un polypeptide a domaine

HECT, un fragment ou un variant de ce polypeptide, éventuellement
fusionné avec un polypeptide hétérologue et pour lequel ledit acide
nucléique a été artificiellement inséré dans le vecteur.

Avantageusement, un tel vecteur recombinant comprendra un
acide nucléique choisi parmi les acides nucléiques suivants :

a) un acide nucléique codant pour un polypeptide ayant une
séquence en acides aminés choisie dans le groupe des séquences SEQ
ID N°1 a SEQ ID N°11 ou un fragment ou un variant de ce polypeptide,
éventuellement fusionné a un polypeptide hétérologue ;

b) un acide nucléique comprenant un polynucléotide choisi parmi
les séquences SEQ ID N°12 a SEQ ID N°22, ou un fragment ou un
variant de ce dernier

c) un acide nucléique ayant au moins 95% d'identité en
nucléotides avec un acide nucléique choisi dans le groupe constitué des
séquences SEQ ID N°12 a SEQ ID N°22 ou un fragment ou un variant de

ce dernier ;
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d) un acide nucléique hybridant, dans des conditions d’hybridation
de forte stringence, avec un acide nucléique de séquences SEQ ID N°12
a SEQ ID N°22, ou un fragment ou un variant de ce dernier.

Par “ vecteur " au sens de la présente invention on entendra une
molécule d’ADN ou d’ARN circulaire ou linéaire qui est indifferemment
sous forme de simple brin ou double brin.

Selon un premier mode de réalisation, un vecteur recombinant
selon linvention est utilisé afin d’amplifier I'acide nucléique qui y est
inséré aprés transformation ou transfection de I'héte cellulaire désiré.

Selon un second mode de réalisation, il s'agit de vecteurs
d’expression comprenant, outre un acide nucléique conforme a
linvention, des séquences régulatrices permettant d’'en diriger la
transcription et/ou la traduction.

Selon un mode de réalisation avantageux, un vecteur recombinant
selon l'invention comprendra notamment les éléments suivants :

(1) des éléments de régulation de I'expression de I'acide nucléique
a insérer, tels que des promoteurs et des enhanceurs ;

(2) la séquence codante comprise dans I'acide nuclélque conforme
a l'invention a insérer dans un tel vecteur, ladite séquence codante étant
placée en phase avec les signaux de régulation décrits aux (1) ; et

(3) des séquences d'initiation et d'arrét de la transcription
appropriées.

En outre, les vecteurs recombinants selon l'invention pourront
inclure une ou plusieurs origines de réplication chez les hétes cellulaires
dans lesquels leur amplification ou leur expression est recherchée, des
marqueurs ou des marqueurs de sélection. '

A titre d'exemples, les promoteurs bactériens pourront étre les
promoteurs Lacl, LacZ, les promoteurs de I'ARN polymérase du
bactériophage T3 ou T7, les promoteurs PR, ou PL du phage lambda.

Les promoteurs pour cellules eucaryotes comprendront le
promoteur de la thymidine kinase du virus HSV ou encore le promoteur
de la métallothionéine-L de souris.

De maniére générale, pour le choix d'un promoteur adapté,
'homme du métier pourra avantageusement se référer a l'ouvrage de
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SAMBROOK et al. (1989) précité ou encore aux techniques décrites par
FULLER et al. (1996).

Les vecteurs bactériens préférés selon linvention sont par
exemple les vecteurs pBR322(ATCC37017) ou encore des vecteurs tels
que pAA223-3 (Pharmacia, Uppsala, Suéde), et pGEM1 (Promega
Biotech, Madison, WI, ETATS-UNIS).

On peut encore citer d'autres vecteurs commercialisés tels que les
vecteurs pQE70, pQE60, pQES (Qiagen), psiX174, pBluescript SA,
pNH8A, pNH16A, pNH18A, pNH46A, pWLNEO, pSV2CAT, pOG44,
pXTl, pSG(Stratagene).

Il peut s’agir également de vecteurs de type baculovirus tel que le
vecteur pVL1392/1393 (Pharmingen) utilisé pour transfecter les cellules
de la lignée Sf9 (ATCC N°CRL 1711) dérivées de Spodoptera frugiperda.

Il peut encore s'agir de vecteurs adénoviraux tels que I'adénovirus
humain de type 2 ou 5.

Un vecteur recombinant selon linvention peut aussi étre un

“vecteur rétroviral ou-encore un vecteur adéno-associé (AAV). De tels

vecteurs adéno-associés sont par exemple décrits par FLOTTE et al.
(1992), SAMULSKI et al. (1989), ou encore McLAUGHLIN BA et al.
(1996).

Cellules hétes recombinantes

L'invention concerne aussi une cellule héte recombinante qui a été
artificiellement transfectée ou transformée par un acide nucléique ou par
un vecteur recombinant tels que définis ci-dessus. _

De préférence, une cellule héte recombinante selon l'invention est
une cellule eucaryote, et de maniére tout a fait préférée une cellule héte
recombinante humaine.

Les cellules hotes préférées selon I'invention sont par exemple les
suivantes :

a) cellules hétes procaryotes: souches d'Escherichia coli (souche
DH5-a), de Bacillus subtilis, de Salmonella typhimurium, ou encore des
souches d'espéces telles que Pseudomonas, Streptomyces et
Staphylococus ;
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b) cellules hétes eucaryotes: cellules HeLa (ATCC N°CCL2),
cellules Cv 1 (ATCC N°CCL70), cellules COS (ATCC N°CRL 1650),
cellules Sf-9 (ATCC N°CRL 1711), cellules CHO (ATCC N°CCL- 61) ou
encore cellules 3T3 (ATCC N°CRL-6361).

Polypeptides de 'invention

Selon un autre aspect, linvention concerne un polypeptide
comprenant une séquence en acides aminés choisie dans le groupe
constitué des peptides de séquences SEQ ID N°1 a SEQ ID N°11, ou un
fragment ou un variant de ce polypeptide, éventuellement fusionné avec
un polypeptide hétérologue..

L'invention est relative a un polypeptide a domaine HECT, un
fragment ou un variant de ce polypeptide, éventuellement fusionné avec
un polypeptide hétérologue, caractérisé en ce qu'il est codé par un acide
nucléique tel que défini dans la présente description.

L’invention concerne aussi un polypeptide comprenant au moins
15 acides amines conseécutifs d'une séquence en acides aminés choisie -
dans le groupe constitué des peptides de séquences SEQ ID N°1 & SEQ
ID N°11, ou un fragment ou un variant de ce polypeptide, éventuellement
fusionné avec un polypeptide hétérologue.

L'invention est également relative a un polypeptide comprenant
une séquence en acides aminés ayant au moins 95% d’identité en acides
aminés avec une séquence en acides aminés choisie dans le groupe
constitué des peptides de séquences SEQ ID N°1 a SEQ ID N°11, ou un
fragment ou un variant de ce polypeptide.

De maniére générale, les polypeptides selon la présente invention
se presentent sous une forme isolée ou purifiée. .

L'invention concerne aussi un polypeptide comprenant des
modifications d’acides aminés de 1, 2, 3, 4, 5, 10 a 20 substitutions,
additions ou délétions d’'un acide aminé par rapport a la séquence en
acides aminés d'un polypeptide de séquences SEQ ID N°1 a SEQ ID
N°11, ou encore d'un fragment ou d’un variant de ce dernier.

L'invention est également relative a un procédé pour la production
de I'un des polypeptides de séquences SEQ ID N°1 a SEQ ID N°11 ou
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d'un fragment peptidique ou d’un variant de ce dernier, ladite méthode
comprenant les étapes de :

a) insérer un acide nucléique codant pour ledit polypeptide dans
un vecteur approprié ; . -

b) cultiver, dans un milieu de culture approprié, une cellule hote
préalablement transformée ou transfecter avec le vecteur recombinant de
I'étape a) ;

c) récupérer le milieu de culture conditionné ou lyser la cellule
héte, par exemple par sonication ou par choc osmotique ;

d) séparer et purifier & partir dudit milieu de culture ou encore a
partir des lysats cellulaires obtenus a I'étape c), ledit polypeptide ;

e) le cas échéant, caractériser le polypeptide recombinant produit.

Les peptides selon linvention peuvent étre caractérisés par
fixation sur une colonne de chromatographie d'immunoaffinité sur
laquelle les anticorps dirigés contre ce polypeptide ou contre un fragment
ou un variant de ce dernier ont été préalablement immobilisés.

- Selon un autre’ aspect, un polypeptide recombinant selon
Finvention peut étre purifié par passage sur une série appropriée de
colonnes de chromatographie, selon les méthodes connues de 'lhomme
de l'art. v '

Un polypeptide selon l'invention peut étre également preparé par
les techniques classiques de synthése chimique indifféeremment en
solution homogéne ou phase solide.

A titre illustratif, un polypeptide selon linvention pourra étre
préparé par la technique ou en solution homogéne décrite par HOUBEN
WEYL (1974) ou encore la technique de synthése en phase solide
décrite par MERRIFIELD (1965a; 1965b). .

Font également partie de [linvention des polypeptides dits
“homologues " a l'un quelconque des polypeptides de séquences
d’acides aminés SEQ ID N°1 & SEQ ID N°11, ou de leurs fragments ou
variants. .

De tels polypeptides homologues ont des sequences d’acides
aminés possédant une ou plusieurs substitutions d'un acide aminé par un
acide aminé équivalent, par rapport aux polypeptides de référence.
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On entendra par acide aminé équivalent selon la présente
invention, par exemple remplacement d’'un résidu sous la forme L par un
résidu sous la forme D ou encore le remplacement d'un acide glutamique
(E) par.un acide pyro-glutamique selon des techniques bien connues de
I'homme du maétier. A titre illustratif, la synthése de pep’tide contenant au
moins un résidu sous la forme D est décrite par KOCH (1977).

Selon un autre aspect, sont également considérés comme des
acides aminés équivalents deux acides aminés appartenant a la méme
classe, c'est-a-dire deux acides aminés acide, basique, non polaire ou
encore polaire non charge.

Font également partie de l'invention des polypeptides comprenant
au moins une liaison non peptidique telle qu'une liaison rétro-inverso
(NHCO), une liaison carba (CHyCHz) ou encore une liaison
cétométhyléne (CO-CHy).

De préférence, les polypeptides selon I'invention comprenant une
ou plusieurs additions, délétions, substitutions d’au moins un acide aminé

, conserveront leur capacité a étre reconnus par des anticorps dirigés
contre” les polypeptides non modifiés. Ces polypeptides conserveront

également leur capacité a reconnaitre leur substrat spécifique et/ou
partenaires potentiels avec lesquels ils se lient.

Anticorps

Les polypeptides selon l'invention, en particulier les polypeptides
de séquences en acides aminés SEQ ID N°1 & SEQ ID N°11 ou les
fragments et les variants de ces derniers ainsi que les peptides
homologues peuvent étre utilisés pour la préparation d'anticorps.

Par “ anticorps ” au sens de la présente invention, on entendra
notamment des anticorps polyclonaux ou monoclonaux ou des fragments
(par exemple les fragments F (ab);, Fab) ou encore tout polypeptide
comprenant un domaine de I'anticorps initial reconnaissant le polypeptide
ou le fragment de polypeptide cible selon I'invention .

Des anticorps monoclonaux peuvent étre préparés a partir
d’hybridomes selon la technique décrite par KOHLER et MILSTEIN
(1975).
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La présente invention concerne également des anticorps dirigés
contre un polypeptide tel que décrit ci-dessus ou un fragment ou un
variant de ce dernier, tels que produits dans la technique du trioma ou
encore la technique d’hybridome décrite par KOZBOR et al. (1983).

L'invention a également trait & des fragments d'anticorps simple
chaine Fv (ScFv) tels que décrits dans le brevet US N° 4,946,778 ou
encore par MARTINEAU et al. (1998).

Les anticorps selon linvention comprennent également des
fragments d’anticorps obtenus a l'aide de banques de phages RIDDER et
al,, (1995) ou encore des anticorps humanisés REIMANN et al. (1997);
LEGER et al., (1997).

Les préparations d'anticorps selon l'invention sont utiles dans des
tests de détection immunologiques destinés a lidentification de la
présence et/ou de la quantité d'antigénes présents dans un échantilion.

Un anticorps selon linvention pourra comprendre en outre un
marqueur détectable isotopique ou non-isotopique, par exemple

fluorescent ou encore étre couplé & une molécule telle que la biotine,

selon des techniques bien connues de 'lhomme du métier.

Ainsi, la mention a en outre pour objet un procédé pour détecter la
présence d'un polypeptide conforme a finvention dans un échantillon,
ledit procédé comprenant les étapes de :

a) mettre en contact I'échantillon a tester avec un anticorps tel que
décrit ci-dessus ;

b) détecter le complexe antigéne/anticorps formé.

L'invention est également relative a un nécessaire ou kit de
diagnostic ou pour la détection de la présence d’'un polypeptide conforme
a l'invention dans un échantillon, ledit nécessaire comprenant :

a) un anticorps tel que défini ci-dessus ;

b) un réactif permettant la détection des complexes
antigéne/anticorps formés.
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Sondes et amorces nucléotidiques

Les fragments d'acides nucléiques dérivés de 'une quelconque
des séquences nucléotidiques SEQ ID N°12 4 SEQ ID N°22 sont utiles
pour la détection de la présence d’au moins une copie d'une séquence
nucléotidique choisie parmi les séquences SEQ ID N°12 a SEQ ID N°22
ou encore d'un fragment ou d'un variant de cette derniére dans un
échantillon.

Les sondes ou les amorces nucléotidiques selon [linvention
comprennent au moins huit nucléotides consécutifs d’'un acide nucléique
choisi dans le groupe constitué des séquences SEQ ID N°12 4 SEQ ID
N°22, ou d'un acide nucléique de séquence complémentaire.

De préférence, des sondes ou amorces nucléotidiques selon
l'invention auront une longueur de 10, 12, 15, 18 ou 20 a 25, 35, 40, 50,
70, 80, 100, 200, 500, 1000, 1500 nucléotides consécutifs d'un acide
nucléique selon I'invention, en particulier un acide nucléique de séquence
nucléotidique choisie parmi les séquences SEQ ID N°12 a SEQ ID N°22

~ou d'un acide nucléique de séquence complémentaire. .

Alternativement, une sonde ou une amorce nucleotldlque selon
l'invention consistera et/ou comprendra les fragments d'une longueur de
12, 15, 18, 20, 25, 35, 40, 50, 100, 200, 500, 1000, 1500 nucléotides
consécutifs d'un acide nucléigue selon I'invention, plus particulierement
d’un acide nucléique choisi parmi les séquences SEQ ID N°12 4 SEQ ID
N°22, ou d’'un acide nucléique de séquence complémentaire.

La définition d’'une sonde et d’'une amorce nucléotidique selon
l'invention englobe donc des oligonucléotides qui hybrident, dans les
conditions d’hybridation de forte stringence définies ci-avant, avec un
acide nucléique choisi parmi les séquences SEQ ID N°12 & SEQ ID N°22
ou avec une séquence complémentaire de ces derniers.

Une amorce ou une sonde nucléotidique selon l'invention peut étre
préparée par toute méthode adaptée bien connue de I'homme du metier,
y compris par clonage et action d’enzymes de restriction ou encore par
synthése chimique directe selon des techniques telles que la methode au
phosphodiester de NARANG et al. (1979) ou de BROWN et al. (1979), la
méthode aux diéthylphosphoramidites de BEAUCAGE et al. (1980) ou
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encore la technique sur support solide décrite dans le brevet EU N°EP 0
707 592.
Chacun des acides nucléiques selon linvention, y compris les

. sondes et amorces oligonucléotidiques décrites ci-dessus, peuvent étre

marqués, si désiré, en incorporant un marqueur détectable par des
moyens spectroscopiques, photochimiques, biochimiques,
immunochimiques ou encore chimiques.

Par exemple, de tels marqueurs peuvent consister en des isotopes
radioactifs (3P, *P, , ®H, %S, ), des molécules fluorescentes (5-
bromodeoxyuridine, fluorescéine , acétylaminofluoréne, digoxigénine) ou
encore des ligands tels que la biotine.

Le marquage des sondes est fait de préférence par incorporation
de molécules marquées au sein des polynucléotides par extension
d’amorces, ou bien par rajout sur les extrémités 5' ou 3'

Les sondes oligonucléotides selon [linvention peuvent étre
utilisées notamment dans des hybridations de type Southern & I'ADN
genomique ou encore dans des hybridations & I'ARN messager
correspondant lorsque I'expression du transcrit correspondant est
recherchée dans un échantillon.

Les sondes selon l'invention peuvent aussi étre utilisées pour la
détection de produits d’amplification PCR ou encore pour la détection de
mésappariements. .

Des sondes ou amorces nucléotidiques selon l'invention peuvent
étre immobilisées sur un support solide. De tels supports solides sont
bien connus de 'homme du métier et comprennent des surfaces des
puits de plaques de microtitration, des lits de polystyrene, des lits
magnétiques, des bandes - de nitrocellulose, ou . encore des
miCroparticules telles qué des particules de latex. |

En conséquence, la présente invention concerne également un
procédé de détection de la présence d'un acide nucléique tel que décrit
ci-avant dans un échantillon, ladite méthode comprenant les étapes de :

1) mettre en contact une ou plusieurs sondes nucléotidiques selon
P'invention avec I'échantillon a tester ; ‘

2) détecter le complexe éventuellement formé entre la ou les
sondes et I'acide nucléique présent dans I'échantillon.
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Selon un mode de réalisation particulier du procédé de détection
selon l'invention, la ou les sondes oligonucléotidiques sont immobilisées
sur un support. '

Selon un autre aspect, les sondes oligonucléotidiques |
comprennent un marqueur détectable.

L’invention concerne en outre un nécessaire ou kit pour la
détection de la présence d'un acide nucléique selon l'invention dans un
échantillon, ledit nécessaire comprénant :

a) une ou plusieurs sondes nucléotidiques telles que décrites ci-
dessus ;

b) le cas échéant, les réactifs nécessaires a la réaction
d’hybridation. ’

Selon un premier aspect, le nécessaire ou kit de détection est
caractérisé en ce que la ou les sondes sont immobilisées sur un support.

Selon un second aspect, le nécessaire ou kit de détection est

caractérisé en ce que les sondes oligonucléotidiques comprennent un

marqueur détectable.

Selon un mode de réalisation particulier du kit de détection décrit
ci-dessus, un tel kit comprendra une pluralité de sondes
oligonucléotidiques conformes a l'invention qui pourront étre utilisées
pour détecter des séquences cibles d'intérét ou alternativement détecter
des mutations dans les regions codantes ou les régions non codantes
des acides nucléiques selon linvention, plus particulierement des acides
nucléiques de séquences SEQ ID N°12 a SEQ ID N°22 ou les acides
nucléiques de séquence complémentaire.

~Ainsi, les sondes selon linvention immobilisées sur un support
peuvent étre ordonnées en matrices telles que les “ puces a ADN". De
telles matrices ordonnées ont été en particulier décrites dans le brevet
US N° 5,143,854, dans les demandes PCT N° WO 90/150 70 et
92/10092.

Des matrices supports sur lesquelles des sondes
oligonucléotidiques ont été immobilisées a une haute densité sont par
exemple décrites dans les brevets US N°5,412,087 et dans la demande
PCT N°WO 95/11995.
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Les amorces nucléotidiques selon l'invention peuvent étre utilisées
pour amplifier I'un quelconque des acides nucléiques selon l'invention, et
plus particulierement tout ou partie d'un acide nucléique de séquences

SEQ ID N°12 a SEQ ID N°22, ou encore un variant de celui-ci.

Un autre objet de linvention conceme un procédé pour
'amplification d'un acide nucléique selon Tlinvention, et plus
particuliérement un acide nucléique de séquences SEQ ID N°12 & SEQ
ID N°22 ou un fragment ou un variant de celui-ci contenu dans un
échantillon, ledit procédé comprenant les étapes de :

a) mettre en contact I'échantillon dans lequel la présence de
'acide nucléique cible est suspectée avec une paire d'amorces
nucléotidiques dont la position d’hybridation est localisée respectivement
du coté 5 et du c6té 3’ de la région de l'acide nucléique cible dont
I'amplification est recherchée, en présence des réactifs nécessaires a la
réaction d’amplification ; et

b) détection des acides nucléiques amplifiés.

Pour mettre en oeuvre le procédé d'amplification tel que défini ci-
dessus, on aura avantageusement recours a l'une quelconque des
amorces nucléotidiques décrites ci-avant.

L'invention a en outre pour objet un nécessaire ou kit pour
I'amplification d'un acide nucléique selon [linvention, et plus
particuliérement tout ou partie d'un acide nucléique de séquences SEQ
ID N°12 a SEQ ID N°22, ledit nécessaire ou kit comprenant :

a) un couple d’amorces nucléotidiques conformes a l'invention,
dont la position d’hybridation est localisée respectivement du cote 5' et
du c6té 3’ de I'acide nucléique cible dont I'amplification est recherchée ;

| b) le cas échéant, les réactifs nécessaires a la réaction
d’amplification.

Un tel nécessaire ou kit d’amplification comprendra
avantageusement au moins une paire d'amorces nucleotidiques telles
que décrites ci-dessus.



WO 03/012102 PCT/FR02/02782

10

15

20

25

30

35

34

Procédés de criblages

Identification des partenaires ou des cibles des protéines a domaine
HECT _

L’invention concerne aussi des pfocédés de criblage de composés
candidats interagissant avec un polypeptide & domaine HECT tel que
défini dans la présente description.

La premiére étape vers I'utilisation des protéines & domaine HECT
comme cible thérapeutique est l'identification des substrats ciblés pour la
dégradation par ces composants. L'identification et la caractérisation de
ces cibles peuvent notamment apporter des informations essentielles sur
les mécanismes biologiques dans lesquels elles interviennent.

Les méthodes pour identifier les polypeptides qui interagissent
avec les protéines a domaine HECT de la présente invention sont variées
et comprennent les expériences de double hybride chez la levure ainsi
que les méthodes de phage display; ces méthodes présentent I'avantage
que la séquence nucléique codant les peptides interactant est identifiée
simultanémént; au contraire d'autres méthodes plus biochimiques qui
nécessitent un séquengage protéique.

~ Le double hybride chez la levure peut étre utilisé pour cribler une
banque d'expression d'’ADNc de mammiféres (humaines), ou un ADNc
est fusionné au domaine de liaison a 'ADN ou au domaine activateur de
GAL4, et I'acide nucléique codant le peptide d'intérét, comme la protéine
cible, est fusionné également soit au domaine activateur soit au domaine
de liaison a I'ADN de GAL4 respectivement (Gyuris et al.,, 1993). Le
double hybride a été développé afin de détecter des interactions

- protéine-protéine spécifiques. Un des aspects de la présente invention

est d'utiliser une protéine‘pdur détecter des interactants. Cette protéine,
qui peut étre une protéine & domaine HECT (tronquée ou non), est
utilisée comme appéat pour identifier un ou des substrats cible potentiels.
Alternativement, des substrats cibles d'intérét peuvent étre utilisés pour
identifier I'ubiquitine ligase ou le complexe ubiquitine ligase responsable
de sa dégradation.

Le ou les polypeptides cibles peuvent également étre identifiés par
la technologie de "phage display". Une banque de "phage display" est



WO 03/012102 PCT/FR02/02782

10

15

20

25

30

35

une banque d'expression proteique construite dans un vecteur de type
phagique qui exprime une collection de séquences protéiques clonées en
fusion avec une protéine de la paroi du phage. Cette construction
particuliére permet I'expression da la protéine de fusion a I'extérieur de la
particule phagique. Cette disposition favorise donc l'interaction entre Ia
protéine recombinante exposée au niveau de la paroi et une protéine
ligand immobilisée. La protéine a domaine HECT est par exemple
immobilisée sur une matrice solide et une solution contenant les phages
est passée sur ce support. On analyse alors les phages retenus et la
nature de la protéine gu'ils expriment.

Les partenaires cible d'une protéine & domaine HECT pourront
également étre identifiés de la maniére suivante. Un peptide
correspondant a une protéine a domaine HECT concernée par la
présente invention ayant subi ou non des modifications post-
traductionnelles est immobilisé sur une résine, par exemple une résine
activée NHS-sepharose® (pharmacia). Un lysat cellulaire, par exemple

- de cellules HELA ou d'autres cellules appropriées’ est fractionné sur la -

colonne d'affinité préparée selon une méthode standard. Aprés lavage,
les protéines retenues sur la colonne sont éluées en augmentant la force
ionique des lavages ou par élution compétitive avec des peptides
représentant le domaine HECT en partie ou dans son intégralité. Les
protéines cellulaires sont ensuite identifices par une ou l'autre des
combinaisons de techniques mentionnées ci-dessous : fractionnement
sur gel SDS PAGE, suivi ou non d'un western-blot, une fois purifiées du
gel et éventuellement hydrolysées partiellement les protéines pourront
étre caractérisées plus avant en utilisant le micro-séquencage peptidique
ou I'analyse par MALDI-TOF.

Selon un autre aspecf, l'invention concerne aussi un procédé pour
cribler des composés candidats se liant & un polypeptide a domaine
HECT, caractérisé en ce qu'il comprend les étapes suivantes :

a) mettre en contact un polypeptide & domaine HECT tel que défini ci-
dessus avec au moins un composé candidat a tester ;

b) détecter les complexes éventuellement formés entre ledit
polypeptide et le ou les composé(s) candidat(s) .
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Le procédé de criblage ci-dessus peut en outre étre caractérisé en
ce qu'il comprend ['étape additionnelle suivante :

c) caractériser le ou les composé(s) candidat(s) ayant formé un
complexe avec le polypeptide & domaine HECT.

Selon un premier mode de réalisation particulier du procéde ci-
dessus, le polypeptide a domaine HECT est préalablement immobilisé
sur un support.

Selon un second mode de réalisation particulier, le ou les
composé(s) candidat(s) sont initialement contenus dans le lysat cellulaire
d'une culture de cellules eucaryotes, de préférence des cellules
humaines.

Selon un troisiéme mode de réalisation, le composé candidat est
le produit d’expression d'un phage constitutif d'une collection
combinatoire de clones de phages (« phage display »).

L'invention est également relative a un procédé pour cribler des
composés candidats se liant & un polypeptide & domaine HECT,
caractérisé en ce qu'il comprend les étapes suivantes :

~~ a) cultiver une celiule hote recombinante telle que définie ci-dessus

dans un milieu de culture approprié, de telle maniére & ce que ladite
cellule héte produise un polypeptide & domaine HECT selon
I'invention;
b) détecter les complexes éventuellement formés entre le polypeptide
a domaine HECT et d’autres composés produits par la cellule héte.
Selon un mode particulier de réalisation du procédé de criblage ci-
dessus, ledit procédé est caractérisé en ce qu'il s'agit d’'un systeme
double-hybride dans lequel la cellule hote transfectée a I'étape a) est
transfectée avec un acide nucléique codant pour un polypeptide a.
domaine HECT, un frégment ou un variant de ce polypeptide qui est
fusionné avec un polypeptide hétérologue, ledit polypeptide héterologue
consistant en un premier partenaire protéique lequel, lorsqu'il interagit
spécifiquement avec un second partenaire protéique, a la capacité de se
fixer sur un motif d'acide nucléique régulant la transcription d'un géne
rapporteur, pour une utilisation dans des systémes de detection
d'interactions du type « double-hybride » bien connus de I'homme du
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métier. Un tel polypeptide peut étre, par exemple, la protéine GAL4 ou la
protéine LexA.

Selon ce méme mode de réalisation particulier du procédé de
criblage ci-dessus, la cellule héte recombinante est en outre co-
transfectée avec un acide nucléique codant le composé candidat sous
une forme fusionnée avec le second partenaire protéique mentionné ci-
dessus. De cette maniére, l'interaction entre le polypeptide a domaine
HECT, ou son fragment ou son variant, et le composé candidat est
détecté par visualisation de I'activation ou au contraire de l'inhibition du
géne rapporteur également contenu dans la cellule hdte recombinante
co-transfectée.

L’invention concerne aussi un composé se liant a un polypeptide a
domaine HECT tel que décrit ci-dessus, caractérisé en ce qu'il est
susceptible d'étre obtenu par I'un des procédés de criblages ci-dessus.

Identification de composés qui modulent l'interaction des protéines
a domaine HECT avec d'autres protéines : - ‘
L'invention est également relative & des procédés de criblage de
composés modulant I'interaction entre un polypeptide & domaine HECT
et une protéine cible spécifique, ou alternativement entre un polypeptide
a domaine HECT et un ou plusieurs partenaires protéiques éventuels.
Une fois qu'un substrat d'une protéine & domaine HECT ou qu'une
protéine capable d'interagir avec cette protéine & domaine HECT est
identifiée, la recherche de modulateurs de l'interaction peut alors étre
entreprise. La présente invention présente des méthodes pour identifier
des drogues qui sont soit des agonistes soit des antagonistes de la
fonction cellulaire normale des protéines a domaine HECT, ou du réle
des protéines & domaine HECT dans Ia'pathogenése de la prolifération
et/ou différenciation cellulaire normale ou anormale provoquée par
l'ubiquitination d'une protéine par un processus dépendant d'une protéine
a domaine HECT. Les tests évaluent I'habilité d'un composé & moduler
I'association et/ou l'ubiquitination d'une protéine cible (cellulaire ou virale)
par une protéine a domaine HECT. De tels modulateurs peuvent étre
utilisés par exemple dans le traitement de désordres prolifératifs ou
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différenciatifs, pour moduler I'apoptose et dans le traitement d'infections
virales.

Une variété de méthodologies est applicable & ces études. Les
méthodologies qui permettent I'ubiguitination d'une protéine cible par une
voie dépendante des protéines a domaine HECT incluent les systémes
acellulaires, utilisant par exemple des protéines purifiées ou des lysats,
ainsi que des systémes cellulaires utilisant des cellules intactes (cellules
de mammiféres, humaines, d'insecte ou de levure). Des expériences de
simple liaison peuvent aussi étre utilisées pour détecter les agents qui
empéchent 'ubiquitination en se liant par exemple au substrat ou a la
protéine & domaine HECT. Les agents testés pour étre des inhibiteurs
peuvent étre produits par des bactéries, des levures ou d'autres
organismes (produits naturels) ou produits chimiquement (petites
molécules nucléiques ou chimiques).

Dans de nombreux programmes de criblage de drogues qui
testent des banques de composés, des criblages & haut débit (high
throughput assays) sont prefeérables afin de maximiser le nombre de
composés testés dans une méme expérience.:

Tests dans des systémes acellulaires

Ces méthodes peuvent étre utilisées pour identifier des composés
capables d'interagir avec une protéine 4 domaine HECT ou un de ses
partenaires pour modifier I'activité de la protéine & domaine HECT ou de

~son partenaire. Un tel composé peut par exemple modifier la structure

d'une protéine & domaine HECT ou de son partenaire et donc en affecter
l'activité. Ces tests peuvent également étre utilisés pour identifier des
composés qui modulent l'interaction de la protéine @ domaine HECT et
d'un partenaire de cette protéine.' Un tel systéme a été utilisé pour
reconstituer, par exemple, la polyubiquitination de la protéine p53 par E6-
AP (Yabuki, N. et al., 1999).

Ces tests consistent essentiellement en un mélange réactionnel
comprenant la protéine & domaine HECT, le composé a tester ou une
banque de composés en présence ou non du partenaire de liaison. Les
composés testés peuvent étre un dérivé du partenaire de la protéine a
domaine HECT, par exemple un peptide cible inactif, ou une petite
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molécule chimique ou nucléique (aptaméres). Un exemple de criblage de
cette invention pourrait consister a détecter la formation d'un complexe
entre une protéine a domaine HECT de linvention et un de ses
partenaires en présence d'un composé ou d'une banque de composes.
Pour la détection, la molécule peut étre marquée avec un marqueur
spécifique, et le ou les composés(s) par un marqueur différent.

 L'interaction du composé avec la protéine a domaine HECT ou le

partenaire de la protéine & domaine HECT peut étre detecte en
déterminant le niveau des deux marquages aprés une étape d'incubation
et de lavage. Si les deux marquages sont présents cela signifie qu'il y a
eu interaction.

Une interaction entre deux molécules peut également étre
déterminée en utilisant I'analyse d'interaction biomoléculaire (BIA) en
temps réel qui détecte la résonance plasmonique de surface, un
phénoméne optique. La détection dépend des changements dans la
concentration de masse des macromolécules sur linterface, et ne
requiert aucun marquage préalable. Une banque de composes a tester
peut étre immobilisée sur une surface sensible. Une solution contenant la-
protéine & domaine HECT ou un partenaire de cette protéine est alors
versée en continue sur cette surface. Un changement dans l'angle de
résonance détectable grace a un enregistrement des signaux indique
qu'une interaction s'est produite. Cette technique est décrite dans le livre
BlAtechnology de Pharmacia.

Un autre exemple d'expérience de criblage de la présente
invention inclut les étapes de: (a) réaliser un mélange réactionnel
comprenant, une protéine & domaine HECT, un partenaire de cette
protéine, et un composé a tester; (b) détecter linteraction entre la
protéine & domaine HECT et son partenaire. Cette proteine a domaine
HECT et son partenaire peuvent étre produites par une technologie
recombinante, étre purifiéfes ou synthétisées chimiquement. Un
changement statistique significatif (activation ou inhibition) dans
linteraction de la protéine & domaine HECT et de son partenaire en
présence d'un composé indique un agoniste potentiel (mimétique ou
activateur) ou antagoniste (inhibiteur). L'efficacité du composeé peut étre
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testée en effectuant des études de dose-réponse en utilisant différentes
concentrations du composé.

La formation d'un complexe entre une protéine a domaine HECT et son
partenaire peut étre détectée par une variété de techniques. La
modulation de la formation des complexes peut étre quéntifiée en
utilisant par exemple des protéines marquées détectables grace a un
radiomarquage, un marquage fluorescent ou enzymatique.

Typiquement, il est souhaitable d'immobiliser la protéine a domaine
HECT ou son partenaire pour faciliter la séparation des complexes des
formes non complexées et faciliter I'automatisation de I'expérience. La
liaison peut étre réalisée dans des plaques de microtitration, des tubes a
essais, des microtubes, toute vaisselle permettant de contenir les

~ différents réactifs. Une protéine de fusion peut étre produite qui permet la

liaison de la, protéine a une matrice. Par exemple, des protéines de
fusion & domaine HECT/GST (glutathione S transferase) peuvent étre
adsorbées sur des billes de sépharose qui sont ensuite mis en présence
du partenaire marqué au **S et du composé testé. Ce mélange est
incubé dans des conditions favorables a la formation du complexe, des
conditions physiologiques en terme de sel et de pH par exemple. Apres
cette incubation, les billes sont lavées pour retirer tout matériel non fixé,
la matrice immobilisée et la radioactivité déterminée directement (les
billes sont placées dans du liquide a scintillation par exemple), ou dans le
surnageant aprés dissociation des complexes. Les complexes peuvent
également étre dissociés de la matrice, séparés par une électrophorése
de type SDS-PAGE, et le niveau de protéine a domaine HECT ou de
partenaire trouvé dans la fraction de bille quantifié sur gel en utilisant les
techniques d'électrophorese standard. N
L'interaction entre deux molécules peut également étre déterminée
en utilisant la technique de FRET (Fluorescence resonance energy
transfer). Le principe est basé sur le fait que le transfert d'énergie qui se
produit entre deux fluorophores quand ils sont proches (<10nm), et que
le spectre d'émission du premier fluorophore (le donneur) recouvre le
spectre d'excitation du second (I'accepteur). Une association étroite entre
deux fluorophores adaptés et I'excitation du donneur, se traduit donc par
une augmentation de la fluorescence de l'accepteur et/ou une diminution
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de la fluorescence du donneur par FRET (Herman, 1989). Cette
technique peut notamment étre appliquée a I'étude de l'interaction entre
des protéines & domaine HECT et leurs substrats et étre utilisée pour
identifier des inhibiteurs ou des activateurs de l'interaction. Comme le
FRET est une méthode spectroscopique non destructive Apour mesurer
les interactions moléculaires, elle peut se faire sur des cellules vivantes.

L'invention est donc aussi relative a un procédé pour cribler des
composés modulant l'interaction entre un polypeptide a boite 4 domaine
HECT et un partenaire, comprenant les étapes suivantes :

a) mettre en contact un polypeptide a domaine HECT tel que défini ci-
dessus, une protéine partenaire et le composé candidat a tester ;

b) détecter les complexes éventuellement formés entre le polypeptide
a domaine HECT et la protéine partenaire.

Test dans des systémes cellulaires

- L'invention fournit également des méthodes expérimentales -
cellulaires pour identifier des agents agonistes ou antagonistes modulant
l'activité des protéines @ domaine HECT. L'effet d'un composé sur
I'expression d'un géne codant une protéine a domaine HECT peut étre

. déterminé par des expériences de transfection en utilisant un gene

rapporteur. Ce géne rapporteur peut étre n'importe quel géne codant une
protéine quantifiable, par exemple la luciférase ou le géne CAT. Le
niveau d'expression de ce gene rapporteur est alors déterminé en
présence ou en l'absence du composé. Des tests cellulaires utilisables
pour détecter des inhibiteurs des activités ubiquitine ligase ont déja éeté
décrits qui utilisent des protéines fusionnées a la GFP comme substrats
(Dantuma, N., 2000). Une approche similaire a également été utilisée
pour étudier I'ubiquitination de c-jun en utilisant une protéine de fusion c-
jun-B-galactosidase (Treier, M. et al., 1994). Le méme principe pourra
étre utilisé pour étudier la protéolyse dépendante de l'ubiquitine de
n'importe quelle protéine cellulaire en construisant la fusion appropriée.
Une autre application des méthodes cellulaires est le double
hybride chez la levure (Gyuris et al., 1993), adapté a l'isolement de
peptides naturels (provenant par exemple d'une banque d'expression
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d'ADNc), ou synthétiques(d'une banque d'expression de cadres de
lecture au hasard), interagissant avec un polypeptide de l'invention. Ce
polypeptide interactant peut ensuite étre utilisé pour détecter une
augmentation ou une diminution de son interaction avec la protéine a
domaine HECT, permettant donc lidentification d'agonistes  ou
d'antagonistes.

Le systéme de conjugaison peut étre effectué dans des cellules
entiéres, tirant avantage des techniques de culture cellulaire. Par
exemple, le systéme de conjugaison peut étre constitué dans un systéme
de cellules eucaryotes en culture, y compris les cellules de mammiferes
et de levure. Les avantages d'effectuer I'expérimentation dans une cellule
intacte incluent la possibilit¢ de détecter des inhibiteurs qui sont
fonctionnels dans un environnement plus proche de celui que l'utilisation
thérapeutique de linhibiteur nécessitera, incluant la capacité de l'agent
de rentrer dans la cellule. De plus, certaines des expériences in vivo sont
compatibles avec une analyse a grande échelle, comme cela est indiqué
plus bas. | o -_ |
Les composants du systtme de conjugaison de I'Ubiquitihe '
peuvent étre endogénes & la cellule sélectionnée pour effectuer
l'expérience. Autrement, certains ou tous les composants peuvent
provenir de sources exogénes. Par exemple, des protéines de fusion
peuvent étre introduites dans la cellule par des techniques
recombinantes (comme I'utilisation d'un vecteur d'expression), ou en
microinjectant dans la cellule la protéine de fusion elle-méme ou 'ARNm
codant cette protéine. '

Dans tous les cas, la cellule n'est manipulée qu'aprés incubation
avec un inhibiteur candidat afin de faciliter la détection de l'ubiquitination
ou la dégradation de la cible. Comme décrit plus haut, poUr des
expériences réalisées avec des mélanges reconstitués de protéines ou
des lysats, I'efficacité du candidat inhibiteur est évaluée en mesurant des
caractéristiques directes de la protéine cible, tel que le changement de
poids moléculaire par des meéthodes électrophorétiques, ou par detection
dans un test de liaison. Dans ce cas, la cellule doit étre lysée a la fin de
lincubation avec I'agent candidat, et le lysat manipulé dans une étape de
détection de la méme maniére que précédemment.
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Dans ces expériences utilisant des cellules entiéres, I'utilisation
d'un géne rapporteur peut également s'avérer judicieuse. Un géne
rapporteur comprend tout géne qui exprime un produit détectable, sous
forme d'ARN ou de protéine. Les génes rapporteurs privilégiés sont ceux
qui sont détectables directement. Ce gene rapportéur peut étre inclus
dans une construction sous la forme d'un géne de fusion avec la protéine
cible d'intérét.

Parmi les exemples variés de genes rapporteurs, il y a le géne
CAT (chloramphenicol acetyl transferase) (Alton et Vapnek, 1979), la
luciferase, et d'autres systémes de détection enzymatiques telles que la
beta-galactosidase, la luciférase bactérienne, la phosphatase alcaline,
etc. Le produit du géne rapporteur est détecté par une activité intrinseque
associée avec ce produit. par exemple, le géne rapporteur peut coder le
produit d'un géne avec une activité détectable par la couleur, la
fluorescence, ou la luminescence. Le niveau d'expression du géne
rapporteur est alors comparé au niveau d'expression dans la méme

~cellule en I'absence du compose teste. La moindre différence statistique

ou d'un autre ordre indique que le composé a d'ine maniére ou d'une
autre altéreé |'activité de la ligase.

L'invention a également pour objet un procédé pour cribler des
composés modulant P'interaction entre un polypeptide a domaine HECT
et une protéine partenaire, comprenant les étapes suivantes :

a) co-transfecter ou co-transformer une cellule héte recombinante
selon 'une des revendications 11 ou 12 avec un vecteur codant une
protéine partenaire, dans un systéme double-hybride ;

b) incuber la cellule hite obtenue & I'étape a) avec le composé
candidat & tester ; | : | o

c) détecter les modifications dans I'interaction entre le polypeptide
a domaine HECT et la protéine partenaire.

L'invention est également relative a un composé modulant
I'interaction entre un polypeptide a domaine HECT ‘tel que défini ci-
dessus et une protéine partenaire, caractérisé en ce qu'il est susceptible
d’étre obtenu selon le procédé de criblage ci-dessus.
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L'invention fournit donc des moyens pour stabiliser la cible d'une
ubiquitine ligase in vivo en empéchant son ubiquitination et donc sa
dégradation. En d'autres termes, ces inhibiteurs empéchent l'interaction
de l'ubiquitine ligase avec un polypeptide cible. L'inhibiteur est une petite
molécule. Le. mécanisme d'inhibition peut étre cdmpétitif ou non
compétitif, et le polypeptide cible peut étre une protéine cellulaire, une
protéine codée par un organisme pathogéne.

Des inhibiteurs compétitifs efficaces peuvent par exemple
empécher l'interaction entre 'ubiquitine ligase et la proteine cible.

Des inhibiteurs non compétitifs peuvent comprendre par exemple
des composés qui se lient & une région du polypeptide cible autre que la
région d'interaction avec l'ubiquitine ligase et altérent la structure de la
région d'interaction. De tels non-compétiteurs allostériques présentent
certains avantages, ils peuvent notamment fournir un trés haut degre de
spécificité de l'inhibition car ils ne seront pas capables de se lier a
d'autres cibles de l'ubiquitine ligase. '

Les inhibiteurs compétitifs des ubiquitine ligase peuvent mimer la
structure polypeptidique de la région d'interaction de l'ubiquitiné ligase ou
de la cible. De tels inhibiteurs empéchent le recrutement du polypeptide
cible par l'ubiquitine ligase. En fonction de la structure de linhibiteur,
linhibition du recrutement peut étre trés spécifique de la cible ou affecter
le recrutement d'autres polypeptides qui sont la cible de la méme
ubiquitine ligase. Par exemple, des inhibiteurs spécifiques peuvent mimer
la structure WW de la séquence polypeptidique qui interagit avec la
protéine cible. Ces inhibiteurs compétitifs des répétitions WW se lient a la
protéine cible, empéchant ainsi son interaction avec les répétitions WW
d'une protéine a domaine HECT.

D'une maniére générale, les molécules recherchées seront des
molécules capables d'inhiber ou d'activer I'activité ubiquitine ligase vis a
vis de ses substrats gradce notamment & des essais fonctionnels
permettant de visualiser in vivo ou in vitro cette activité ubiquitine ligase.
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Compositions pharmaceutiques

Utilisation thérapeutique des protéines a domaine HECT, de leurs
dérivés et de leurs modulateurs ‘

L'utilisation thérapeutique d’une protéine a domaine HECT ou d'un
de ses dérivés peptidiques peut également étre envisagée. Ainsi, les
composés ou les methodes qui augmentent l'activité d'une protéine a
domaine HECT peuvent étre utilisés dans le traitement de désordres
prolifératifs. Les symptomes d'un cancer pourraient ainsi étre atténués
par l'utilisation d'un composé qui stimule l'activité d'une protéine a
domaine HECT. Ainsi, une baisse de l'activit¢ ou d'expression d'une
protéine a domaine HECT dont le substrat est un régulateur positif du
cycle cellulaire, comme un membre de la famille des cyclines, se traduira
par une augmentation de la prolifération cellulaire. Dans ce cas, une
augmentation du niveau d'expression ou d'activité de la protéine a
domaine HECT pourrait permettre I'amélioration des symptomes

De la méme fagon, des composés qui diminuent ou inactivent une
protéine a4 domaine HECT, peuvent étre utilisés en thérapie pour
améliorer les symptdomes d'une maladie proliférative. Ainsi, si une
protéine a domaine HECT responsable normalement de la dégradation
d'un inhibiteur du cycle cellulaire devient trop active suite a une mutation,
l'utilisation d'une drogue qui en limite l'activité pourrait s'avérer utile pour
limiter certains symptdomes de la maladie et notamment la prolifération
cellulaire. Dans les cas ou une diminution de la dégradation du substrat
est recherchée, I'expression d’'un mutant dit « AHECT » de la protéine a
domaine HECT est également une stratégie de choix pour bloquer la
dégradation du substrat. Un mutant « AHECT » est un dérivé _dé'la
protéine & domaine HECT ne comprenant plus le motif HECT qui aura
été délété. Un tel dérivé est capable d’interagir avec le substrat mais
n'est plus capable de l'ubiquitiner. Dans ce cas, la surproduction du
mutant « AHECT » empéche [I'ubiquitination et la dégradation
concomitante de ce substrat. On parle de stabilisation par protection (ou
par "trapping" ).

Les agents thérapeutiques modulant l'activité des protéines a
domaine HECT pourront étre des acides nucléiques. lls pourront agir soit
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d’eux-mémes comme par exemple des aptaméres modulant une
interaction, soir par l'intermédiaire de la protéine gqu'ils codent comme par
exemple des séquences codant pour un peptide servant d'inhibiteur
compétitif. Il pourra également s’agir d'acides nucléiques non naturels.
comprenant des nucléotides modifiés. Dans tous les cas, ils devront étre
apportés dans la cellule par un vecteur approprié dont la nature sera
fonction des progrés des techniques de vectorisation. |l pourra s'agir par
exemple de vecteurs d’expression et de pénétration viraux ou bactériens,
de systéme de dispersion colloidal ou de liposomes. Dans le cas d’acides
nucléiques devant étre exprimés, ils devront comprendre outre la
séquence codante, toutes les séquences permettant I'expression dans
les cellules hétes visées.

Les vecteurs viraux qui peuvent étre utilisés pour introduire une
séquence d'acide nucléique dans les cellules cibles d'un patient
comprennent, sans y étre limité, des dérivés des virus de la vaccine, de
I'herpes ou de rétrovirus ou de l'adénovirus. Dans tous les cas, les
vecteurs utilisés seront défectifs, c’est a dire non pathogene. '

Les autres moyens d'introduire les acides nucléiques dans les
cellules du patient sont les systétmes de dispersion colloidal. Ceux ci
incluent des complexes macromoléculaires, des nanocapsules, des
microspheres, des billes, des systémes mettant en jeux des émulsions de
lipides dans I'eau, des micelles, et des liposomes. Dans le cas des
liposomes par exemple, les acides nucléiques sont encapsulés dans une
vésicule de membrane artificielle. Introduits dans l'organisme les
liposomes fusionnent avec les cibles du patient et délivrent ainsi les
acides nucléiques. Préférablement ces liposomes fusionneront

~ préférentiellement avec des cellules spécifi ques

L'invention couvre les plantes ou animaux transgemques
contenant une ou plusieurs des protéines & domaine HECT présentées
ici. Ces organismes transgéniques peuvent étre obtenus en utilisant la
séquence d'acide nucléique de linvention. Ces organismes
transgéniques peuvent étre utilisés pour exprimer une protéine a
domaine HECT entiére ou tronquée, ou pour inactiver une protéine a
domaine HECT (knock-out). Ces derniers organismes (souris
trangéniques par exemple), mutants pour une protéine & domaine HECT,
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peuvent notamment étre utilisés pour la recherche de drogues qui
atténuent ou suppriment les effets de I'absence de la protéine.

Les méthodes pour obtenir de tels organismes transgéniques sont
bien connues. Les souris knock-out par exemple sont obtenues par
intégration homdlogue d'une construction dans une cellule souche
embryonnaire de souris (cellule ES), construction qui code le géne a
inactiver. La séquence de la construction est modifiée et idéalement
permet l'intégration conjointe d'un marqueur de sélection positif (un gene
de résistance a la néomycine par exemple)au locus du gene a inactiver.
Ces changements peuvent alors étre introduits dans la lignée germinale
de la souris pour générer des individus chimeres. (pour détails voir,
Doetschman et al., 1985)

L’invention a en outre pour objet une composition pharmaceutique
comprenant une quantité thérapeutiquement efficace d'un acide
nucléique selon l'invention ou d'un vecteur recombinant tel que défini ci-
dessus, en association avec un ou plusieurs excipients

_physiologiquement compatibles.

L'invention est également relatve & une | composition
pharmaceutique comprenant une quantité efficace d'un polypeptide a
domaine HECT, un fragment ou un variant de ce polypeptide, en
association avec un ou plusieurs excipients physiologiquement
compatibles.

Utilisation diagnostique des protéines a domaine HECT

Les régulateurs du cycle cellulaire sont souvent les produits des
oncogeénes ou des suppresseurs de tumeur. Les protéines a domaine
HECT, en tant qu'ubiquitine ligases, pourraient en conséquence étre les
produits des oncogénes ou de génes suppresseurs de tuméurs, en
fonction des protéines régulatrices du cycle cellulaire dont elles régulent
I'abondance. Les protéines a domaine HECT, ses analogues, dérivés et
par voie de conséquence les séquences nucléiques des protéines a
domaine HECT, ou les anticorps anti-protéines & domaine HECT peuvent
donc avoir leur utilité dans le diagnostique. Les séquences nucléiques
des nouvelles protéines & domaine HECT peuvent étre utilisées pour
détecter, pronostiquer ou diagnostiquer des désordres tels que la
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tumorigénése, les carcinomes, les adénomes, etc., par la recherche
d'éventuelles mutations par exemple (délétions, changements dans la
séquence,...). L'activité des ces ubiquitine ligases peut également étre
testée dans différentes pathologies afin de détecter un éventuel
changement dans leur niveau d'expression et leur possible implication
dans la pathologie considérée.

Les molécules de l'invention peuvent ainsi étre utilisées dans des
tests immunologiques utilisant des techniques tels que les immunoblots,
I'immunohistochimie par radioisotope, les test ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay), l'immunoprécipitation, les test d'immunodiffusion,
les tests d'agglutination pour en nommer certains.

Les génes des protéines a domaine -HECT, leur séquence
nucléique directe ou complémentaire peuvent aussi étre utilisés dans des
tests d'hybridation dans le but de détecter, de diagnostiquer des
désordres ou maladies associés avec des changements dans
I'expression ou l'activité des protéines a domaine HECT. Ces tests
d'hybridation sont effectués en mettent en présence un échantilion
contenant des-acides nucléiques (comme une coupe de tissu) avec une
sonde nucléique capable de s'hybrider & de 'ARN ou de I'ADN de
protéine & domaine HECT dans des conditions favorables a I'hybridation.

Des maladies ou des désordres induisant la surprolifération
cellulaire peuvent étre diagnostiqués ou détectés (ou leur prédisposition)
en recherchant des baisses d'expressions d'une protéine a domaine
HECT ou de son ARN, ou de son activité (par exemple, l'activité
ubiquitine ligase), ou en détectant des mutations dans 'ARN, I'ADN ou la
séquence protéique d'une protéine a domaine HECT (par exemple,
delétions, translocations) qui causent une diminution de I'expression.ou
de l'activité. Le niveau de protéine a domaine HECT peut atre détecté par
immunochimie, le niveau d'ARN par hybridation (northern blot,
hybridation in situ). L'activité de la protéine a domaine HECT, peut étre
détectée en mesurant |'activité ubiquitine ligase E3. Les translocations,
délétions et mutations ponctuelles dans les séquences nucléiques des
protéines & domaine HECT peuvent étre détectées par Southern blot,
FISH, analyse RFLP, SSCP, PCR, séquengage,etc.
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REVENDICATIONS

1. Acide nucléique codant pour un polypeptide & domaine HECT
choisi parmi les séquences d'acides aminés comprenant les séquences
SEQ ID N°1 a SEQ ID N°11, ou pour un fragment ou un variant du
polypeptide choisi parmi les séquences d'acides aminés comprenant les
séquences SEQ ID N°1 4 SEQ ID N°11.

2. Acide nucléique selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'il
code pour un polypeptide choisi parmi les séquences d'acides aminés
SEQ ID N°1 & SEQ ID N°11 ou pour un fragment ou un variant de ce
polypeptide.

3. Acide nucléique selon l'une des revendications 1 ou 2,

caractérisé en ce qu'il comprend un polynucléotide choisi parmi les

séquences nucléotid:iques SEQ ID N° 12 & SEQ ID N°22, ainsi que les
séquences nucléotidiques qui en sont dérivées et qui comprennent le
cadre de lecture ouvert contenu dans les séquences SEQ ID N°12 a SEQ
ID N°22.

4. Acide nucléique selon l'une des revendications 1 ou 2,
caractérisé en ce que le fragment du polypéptide a domaine HECT est
choisi parmi les séquences en acides aminés suivantes :

a) la séquence allant de I'acide aminé en position 1248 jusqu'a
I'acide aminé en position 1585 de la séquence SEQ ID N°1 ;

b) la séquence allant de I'acide aminé en position 1259 jusqu'a
I'acide aminé en position 1624 de la séquence SEQ ID N°2;

c) la séquence allant de 'acide aminé en position 230 jusqu'a
I'acide aminé en position 567 de la séquence SEQ ID N°3 ;

d) la séquence allant de I'acide aminé en position 1153 jusqu’a
I'acide aminé en position 1620 de la séquence SEQ ID N°4 ;
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e) la séquence allant de I'acide aminé en position 742 jusqu'a
I'acide aminé en position 1083 de la séquence SEQ ID N°5;

f) la séquence allant de I'acide aminé en position 481 jusqu’a
I'acide aminé en position 823 de la séquence SEQ ID N°6 ;

g) la séquence allant de I'acide aminé en position 1 jusqu'a Pacide
aminé en position 206 de la séquence SEQ ID N°7 ;

h) la séquence allant de l'acide aminé en position 48 jusqu'a
I'acide aminé en position 372 de la séquence SEQ ID N°8 ;

i) la séquence allant de I'acide aminé en position 618 jusqu'a
I'acide aminé en position 947 de la séquence SEQ ID N°9 ;

j) la 'séquence allant de I'acide aminé en position 1235 jusqu'a
I'acide aminé en position 1572 de la séquence SEQ ID N°10 ;

k) la séquence allant de I'acide aminé en position 373 jusqu'a
I'acide aminé en position 694 de la séquence SEQ ID N°11 ;

5. Acide nucléique selon l'une des revendications 1 ou 2,
caractérisé en ce que le variant du polypeptide a domaine HECT est un
polypeptide & domaine HECT comprehant une séquence d'acides
aminés choisie parmi les séquences SEQ ID N°1 & SEQ ID N°11 et dans
la séquence duquel la séquence du domaine HECT est totalement ou
partiellement délétée.

6. Acide nucléique selon l'une des revendications 1 a 5,
caractérisé en ce que le polypeptide & domaine HECT ou le fragment ou
le variant du polypeptide & domaine HECT est fusionné avec un
polypeptide hétérologue.

7. Acide nucléique selon la revendication 6, caracterisé en ce que

le polypeptide hétérologue consiste en un marqueur détectable.

8. Acide nucléique selon la revendication 6, caractérisé en ce que
le polypeptide hétérologue consiste en un premier partenaire protéique
lequel, lorsqu'il interagit spécifiquement avec un second partenaire



WO 03/012102 PCT/FR02/02782

10

15

20

25

53

protéique, a la capacité de se fixer sur un motif d’acide nucléique
régulant la transcription d’'un géne rapporteur, pour une utilisation dans

des systémes de détection d'interactions du type « double-hybride ».

9. Acide nucléique selon l'une des revendications 1 a 8,
caractérisé en ce qu'il comprend un polynucléotide régulateur contrélant
I'expression du polypeptide & domaine HECT ou de son fragment ou
variant, éventuellement fusionné a un polypeptide hétérologue, dans une
cellule héte.

10. Vecteur recombinant dans lequel a été artificiellement inséré

un acide nucléique selon 'une des revendications 1 a 9.

11. Cellule héte recombinante qui a été artificiellement transfectée
ou transformee par un acide nucléique selon I'une des revendications 1 &

9 ou par un vecteur recombinant selon la revendication 10.

12. Cellule héte selon la revendication 11, caractérisée en ce
qu'elle est une cellule eucaryote.

13. Polypeptide & domaine HECT, ou un fragment ou un variant de
ce pblypeptide, le cas échéant fusionné avec un polypeptide hétérologue,
caractérisé en ce qu'il est codé par un acide nucléique selon l'une des

revendications 1 a8 9.

14. Polypeptide selon la revendication 13, caractérisé en ce qu'il
comprend une séquence d’acides aminés choisie parmi les séquences
SEQ ID N°1 a SEQ ID N°11,



WO 03/012102 PCT/FR02/02782

10

15

20

25

30

54

15. Procédé pour cribler des composés candidats se liant & un
polypeptide & domaine HECT, caractérisé en ce qu'il comprend les
étapes suivantes :

a) mettre en contact un polypeptide selon l'une des revendications 13

ou 14 avec au moins un composé candidat & tester ; '

b) détecter les complexes éventuellement formés entre ledit

polypeptide et le ou les composé(s) candidat(s) .

16. Procédé selon la revendication 15, caractérisé en ce qu'il
comprend en outre I'étape suivante :
c) caractériser le ou les composé(s) candidat(s) ayant formé un
complexe avec le polypeptide & domaine HECT.

17. Procédé selon l'une des revendications 15 ou 16, caractérisé en
ce que le polypeptide & domaine HECT est immobilisé sur un support.

18. Procédé selon l'une des revendications 15 & 17, caractérisé en . -
ce que le ou les composé(s) candidat(s) sont contenus dans le lysat
cellulaire d’une culture de cellules eucaryotes, de préférence de cellules

humaines.

19. Procédé selon l'une des revendications 15 a 17, caractérisé en
ce que le composé candidat est le produit d'expression d'un phage

constitutif d’'une collection combinatoire de clones de phages.

20. Procédé pour cribler des composes candidats se liant & un
polypeptide & domaine HECT, caractérisé en ce qu'it comprend les
étapes suivantes :

a) cultiver une cellule héte recombinante selon l'une des
revendications 11 ou 12 dans un milieu de cuiture approprié, de telle

maniére & ce que ladite cellule hote produise un polypeptide a

domaine HECT selon I'une des revendications 13 ou 14 ;
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b) détecter les complexes éventuellement formés entre le polypeptide
a domaine HECT et d'autres composés produits par la cellule héte.

21. Procédé selon la revendication 20, caractérisé en ce qu'il s'agit
d’'un systéme double-hybride dans lequel : _

(i) la cellule hote cultivée a I'étape a) est transfectée avec un acide
nucléique codant pour un polypeptide & domaine HECT, un fragment ou
un variant de ce polypeptide qui est fusionné avec un polypeptide
hétérologue, ledit polypeptide hétérologue consistant en un premier
partenaire protéique lequel, lorsqu'il interagit spécifiquement avec un

~ second partenaire protéique, a la capacité de se fixer sur un motif d'acide

nucléique régulant la transcription d’'un géne rapporteur, et

(i) la cellule hote recombinante est en outre co-transfectée avec
un acide nucléique codant le composé candidat sous une forme
fusionnée avec le second partenaire protéique mentionné en (i).

22. Procédé pour cribler des composés modulant F'interaction entre un

polypeptide & domaine HECT et une protéine cible ou un partenaire,

comprenant les étapes suivantes :

a) mettre en contact un polypeptide & domaine HECT selon l'une
des revendications 13 ou 14, une protéine cible ou un partenaire et le
composé candidat a tester ; _

b) détecter les complexes éventuellement formés entre le
polypeptide & domaine HECT et la protéine cible ou le partenaire.

23. Procédé pour cribler des composés modulant 'interaction entre un
polypeptide & domaine HECT et une protéine cible ou un partenaire,

comprenant les étapes suivantes :

a) co-transfecter ou co-transformer une cellule hote recombinante
selon I'une des revendications 11 ou 12 avec un vecteur codant une
protéine cible ou un partenaire, dans un systéme double-hybride ;

b) incuber la cellule hote obtenue & I'étape a) avec le composé
candidat a tester ;

c) détecter les modifications dans l'interaction entre le polypeptide
a domaine HECT et la protéine cible ou un partenaire.
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24. Anticorps dirigé contre un pblypeptide selon l'une des

revendications 13 ou 14.

25. Amorce nucléotidique hybridant avec un acide nucléique selon

'une des revendications 1 a 9.

26. Amorce nucléotidique selon la revendication 27, caractérisée
en ce quelle est choisie parmi les séquences SEQ ID N°12 a SEQ ID
N°22. '

27. Sonde nucléotidique hybridant avec un acide nucleique selon

I'une des revendications 1 & 9.

28. Composition pharmaceutique comprenant une quantité
thérapeutiquement efficace d'un acide nucléique selon. l'une des -
revendications 1 & 9 ou dun. vecteur recombinant selon l'une des
revendications 11 ou 12, en association avec un ou plusieurs excipients

physiologiquement compatibles.

29. Composition pharmaceutique comprenant une quantité
thérapeutiquement efficace d'un polypeptide selon [lune des
revendication 13 ou 14, en association avec un ou plusieurs excipients

physiologiquement compatibles.
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CYTOMICS SYSTEMS
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LISTE DE SEQUENCES

Acides nucléiques codant de nouvelles protéines a

domaine HECT, leurs utilisations en diagnostic et
thérapie
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Trp

Leu

95

Gly

Sexr

His

Lys

val

175

Phe

Tyx

Glu
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Lys
His
225
Pro
Val
Ile
Glu
Arg
305
Ile
Glu
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Ser
Gly
385
Ile
Ala
Ser
Ala
Pro
465
Glu

Gly

Pro
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Leu
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Trp
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Leu
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Leu
Glu
Glu
Arg

500

Leu

Gln
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Ala
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Leu
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Leu
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Leu
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Phe
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Gln

Glu
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Pro

Val

410

Lys

Asp

Pro

Ser
Asp
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Ser

Glu

Ile

Ile

235

val

Ala

Pro

Ser

Leu
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Glu

Pro

Ala
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Ala
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Leu

Ala
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Asn

240

Asp

Ile

Leu

Arg

Glu

320

Thr
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Leu
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Asp
Glu
Pro
Gln
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Lys
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Pro
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Ala

Ser
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Pro

Ser

Ala

Ser
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Arg

Ser
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Gly

Ser

660

Cys

Phe

Glu

Ala

Glu

740

Ser
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Gln

Pro

Ser

820

Trp

Gly

Glu

Met

Glu

565

Glu

Glu

Gly

Thr

Gly
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Ala

Ser
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Thr
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Thr
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Gly
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630

Asp

Tyr
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Ser

Thr

710

Glu

Thr
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Ser

Val
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Ile

Gly

Arg

Ile

Pro

535

Ser

Glu
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Pro
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615

Pro
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Ser

Ala
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695

val
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Pro

Gln

Axg
Ala
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vVal
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Arg
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Ala
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Arg

Arg

Leu

Pro
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Ala

Met
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Gly
Leu
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Ala
Ala
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Gly

Glu
650

Cys
Tyx
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ser
Asp
730
Gly
Ser
Glu

Pro

Leu
810

Tyr

Ala

Glu

Gly
555
Lys
Ala
Thr
Leu
Ser
635
Gly
Tyr
Ser
Ser
Gln
715
Ser
Pro

Pro

Gly

Ile
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Ser

Asp

Asp

Pro

Ala
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Glu
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Pro

Ser

700

Asp

Met

Trp

Glu
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Ser
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Pro

val

Ala

Gln

Leu

Pro

Asp

Thr

Leu

Arg
Ala
Ser
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605
Asn
Serx
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Ser
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Gln
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Gly
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Cys
Arg
Asn
His
Pro

845

Asn

Ile

Ala

Ser

Glu

Glu

575

Ser

590

Thr

Gly

Asp

Ala

Ser
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Cys

Asp

Glu

Ser

Asp
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Leu

Pro

Pro

Trp
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830

Asp

Arg

Ala

Ala

Ala

Ser

Ser
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Cys

Tyr

Ser

Glu

Pro
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Glu
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Asn
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850 855 860

Gln Asn Ile Gln Arg Thr Ile Ala Thr Glu Arg Ser Glu Glu Asp Ser
865 870 875 880

Gly Ser Gln Ser Cys Glu Gln Ala Pro Ala Gly Gly Gly Gly Gly Gly
885 890 895

Gly Ser Asp Ser Glu Ala Glu Ser Ser Gln Ser Ser Leu Asp Leu Arg
' 900 905 910

Arg Glu Gly Ser Leu Ser Pro Val Asn Ser Gln Lys Ile Thr Leu Leu
915 920 925

Leu Gln Ser Pro Ala Val Lys Phe Ile Thr Asn Pro Glu Phe Phe Thr
930 935 940

Val Leu His Ala Asn Tyr Ser Ala Tyr Arg Val Phe Thr Ser Ser Thr
945 950 955 960

Cys Leu Lys His Met Ile Leu Lys Val Arg Arg Asp Ala Arg Asn Phe
965 970 975

Glu Arg Tyr Gln His Asn Arg Asp Leu Val Asn Phe Ile Asn Met Phe
980 985 990

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

Gln Gln Gly Lys Ser Phe Phe Val Asp His Asn Ser Arg AlamThr>Thr
1010 - 1015 1020 '

Phe Ile Asp Pro Arg Ile Pro Leu Gln Asn Gly Arg Leu Pro Asn His
1025 1030 1035 1040

Leu Thr His Arg Gln His Leu Gln Arg Leu Arg Ser Tyr Ser Ala Gly
1045 1050 1055

Glu Ala Ser Glu Val Ser Arg Asn Arg Gly Ala Ser Leu Leu Ala Arg
1060 1065 1070

Pro Gly His Ser Leu Val Ala Ala Ile Arg Ser Gln His Gln His Glu
1075 1080 1085

Ser Leu Pro Leu Ala Tyr Asn Asp Lys Ile Val Ala Phe Leu Arg Gln
1090 1095 , - 1100

Pro Asn Ile Phe Glu Met Leu Gln Glu Arg Gln Pro Ser Leu Ala Arg
1105 1110 1115 1120

Asn His Thr Leu Arg Glu Lys Ile His Tyr Ile Arg Thr Glu Gly Asn
1125 1130 1135

His Gly Leu Glu Lys Leu Ser Cys Asp Ala Asp Leu Val Ile Leu Leu
1140 1145 1150

Ser Leu Phe Glu Glu Glu Ile Met Ser Tyr Val Pro Leu Gln Ala Ala
1155 1160 1165

Phe His Pro Gly Tyr Ser Phe Ser Pro Arg Cys Ser Pro Cys Ser Ser
1170 1175 1180
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Pro Gln Asn Ser Pro Gly Leu Gln Arg Ala Ser Ala Arg Ala Pro Ser
1185 1190 1195 1200

Pro Tyr Arg Arg Asp Phe Glu Ala Lys Leu Arg Asn Phe Tyr Arg Lys
1205 1210 1215

Leu Glu Ala Lys Gly Phe Gly Gln Gly Pro Gly Lys Ile Lys Leu Ile
1220 1225 : ' 1230

Ile Arg Arg Asp His Leu Leu Glu Gly Thr Phe Asn Gln Val Met Ala
1235 1240 1245

Tyr Ser Arg Lys Glu Leu Gln Arg Asn Lys Leu Tyr Val Thr Phe Vval
1250 1255 1260

Gly Glu Glu Gly Leu Asp Tyr Ser Gly Pro Ser Arg Glu Phe Phe Phe
1265 1270 1275 1280

Leu Leu Ser Gln Glu Leu Phe Asn Pro Tyr Tyr Gly Leu Phe Glu Tyr
1285 1290 1295

Ser Ala Asn Asp Thr Tyr Thr Val Gln Ile Ser Pro Met Ser Ala Phe
1300 1305 1310

Val Glu Asn His Leu Glu Trp Phe Arg Phe Ser Gly Arg Ile Leu Gly
1315 1320 1325

Leu Ala Leu Ile His Gln Tyr Leu Leu Asp Ala Phe Phe Thr Arg Pro
1330 1335 - 1340

Phe Tyr Lys Ala Leu Leu Arg Leu Pro Cys Asp Leu Ser Asp Leu Glu
1345 1350 1355 1360

Tyr Leu Asp Glu Glu Phe His Gln Ser Leu Gln Trp Met Lys Asp Asn
1365 1370 1375

Asn Ile Thr Asp Ile Leu Asp Leu Thr Phe Thr Val Asn Glu Glu Vval
1380 1385 1390

Phe Gly Gln Val Thr Glu Arg Glu Leu Lys Ser Gly Gly Ala Asn Thr
1395 1400 1405

Gln val Thr Glu Lys Asn Lys Lys Glu Tyr Ile Glu Arg Met Val Lys
1410 : 1415 1420 -

Trp Arg Val Glu Arg Gly Val Val Gln Gln Thr Glu Ala Leu Val Arg
1425 1430 1435 1440

Gly Phe Tyr Glu Val Val Asp Ser Arg Leu Val Ser Val Phe Asp Ala
1445 1450 1455

Arg Glu Leu Glu Leu Val Ile Ala Gly Thr Ala Glu Ile Asp Leu Asn
1460 1465 1470

Asp Trp Arg Asn Asn Thr Glu Tyr Arg Gly Gly Tyr His Asp Gly His
1475 1480 1485

Leu Val Ile Arg Trp Phe Trp Ala Ala Val Glu Arg Phe Asn Asn Glu
1490 1495 1500
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Gln Arg Leu Arg Leu Leu Gln Phe Val Thr Gly Thr Ser Ser Val
1505 1510 1515

Tyr Glu Gly Phe Ala Ala Leu Arg Gly Ser Asn Gly Leu Arg Arg
1525 1530 1535

Cys Ile Glu Lys Trp Gly Lys Ile Thr Ser Leu Pro Arg Ala His
1540 1545 1550

Cys Phe Asn Arg Leu Asp Leu Pro Pro Tyr Pro Ser Tyr Ser Met
1555 1560 1565

Tyr Glu Lys Leu Leu Thr Ala Val Glu Glu Thr Ser Thr Phe Gly
1570 1575 1580

Glu
1585

<210> 2

<211> 1630

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Lys Thr Phe Gly Leu His Gly Val Val Leu Asp Val Asp Ser Val
1 5 10 15

Glu Leu Val Gln Val Glu Thr Tyr Leu Arg Ser Glu Gly Val Leu
) ’ . 20 25 ) 30

Arg Tyr Trp Tyr Pro Ile Asp Met Leu Glu Arg Pro Pro Ala Gly
35 40 45

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

Gln Ile His Arg Glu Leu Leu Arg Cys Glu Ala Ala Leu Ala Arg
65 70 75

Tyr Cys Arg Met Ala Leu Leu Asn Ile Phe Ala Pro Lys Leu Pro
85 90 95

Leu Phe Thr Arg Leu Phe His Ile Pro Ala Ile Arg Asp Ile Thr
100 105 110

Glu His Leu Gln Leu Leu Ser Asn Gln Leu Leu Ala Pro Pro Leu
115 120 125

asp Gly Thr Ile Ser Ser Ser Ser Ile Leu Leu Ala Gln Ser Leu
130 135 140

His Cys Ile His Ser Gln Asn Cys Ser Ala Thr Asp Leu Phe Tyr
145 150 155

Gly BAsn Ser Gln Thr Val Arg Glu Trp Leu Asn Val Ala Ile Thr
‘ 165 170 175

Thr Leu His Gln Gly Glu Glu Ser Leu Leu Glu Leu Thr Lys Gln
180 185 190

Pro

1520

Phe

Thr

Leu

Leu

Asn

Val

Tyx
Leu
Leu

80
His
Leu
Pro
Gln
Gln
160

Arg

Ile
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Cys

Pro

Ala

225

Asp

Leu

Ala

Pro

val

305

Leu

Gln

Glu

Leu

Leu

385

Glu

Leu

Lys

Gly

TYyr
465

Leu

Ala
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Ser
Ile
210
Phe
Ser
Gly
Cys
Pro
290
His
His
Leu
Pro
Gly
370
val
Gln
Asn
Leu
Gly
450
Phe

Pro

Pro

Phe

1958

Ser

val

Ser

His

Tyr

275

Thr

1le

Ser

Leu

Asp

355

Asn

Phe

Arg

Pro

Tyr
435

Ser

Thr

Asn

Leu
Glu
val
Leu
Lys
260
Pro
Ala
Lys
Leu
Ser
340
Thr
Phe
His
Arg
Cys
420
Asp
Gly
Ala

Asn

Leu
500

Gln
Ser
val
Tyx
245
vVal
Arg
Asp
Leu
Pro
325
Trp
Ile
Leu
Leu
His
405
Leu
Glu
Gly
Leu
Met

485

Ser

Thr
Lys
Ser
230
Lys
Lys
Asp
Gln
Gly
310
Leu
Lys
Pro
Trp
Leu
390
Pro
Ala
Glu
Ala
Met
470

Ser

Asp

Ala
val
215
Cys
Ala
Arg

Ala

Tyr
295
val
Glu
Ser
Thr
Thr
375
Ala
Ala
Met
Thr
Ala
455
Glu

val

Ser

Pro

200

Asn

Lys

Pro

Asn

Ser

280

Pro

Ser

Phe

Glu

Ser

360

Thr

Glu

Gly

Leu

Gln

440

Ala

Gly

Thr

Ser

Glu

Met

Glu

Trp

Gly

265

Pro

Ser

Pro

Pro

Asp

345

val

Asp

Leu

Leu

Met

425

Asn

Gly

Cys

Ala

Ser
505

Gln
Asp
Ser
Ala
250
Gln
Ala
Val
Pro
Leu
330
Ser
Leu
Met
Leu
Ser

410

Ala
Trp
Asp
Leu
Ser

490

Ser

7/53

Phe
val
Gln
235
Arg
Leu
Asn
Val
Pro
315
Ala
Glu
Leu
Ala
Arg
395
Ser
Leu
vVal
Gln
Ala
475

Gly

Ser

Pro
Asn
220
Ser
val
Asn
Thr
Leu
300
Gly
Met
Gly
Gln
Ala
380
Thx
Ser
Gln
Ser
Gly
460
val

Val

Ser

Ser

205

Phe

Gly

Leu

Leu

Gly

285

Ser

Ala

Ala

Lys

Glu

Pro

Phe

val

Ile

270

Leu

Thr

Val

Phe

Ser

© 350

val

365

Cys

val

Ile

Ser

Gly

445

Arg

Ala

Thr

Ser

Val

Vval

His

Ala

Glu

430

Gly

Phe

Glu

Ser

Ser
510

Glu

Gly

Arg

YT
255
Glu
Ala
Asp
Leu
Ala
335
Glu
Glu
Lys
Thr
Leu
415
Leu
Ala
Ser
Val
Ala

495

Pro

Phe

Ala

Lys

240

Gly

Ala

Pro

Arg

Val

320

Glu

Asp

Leu

Glu

Leu

400

Gln

Cys
Thr
Thr
480

Thr

Gly
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Gln

Met

Thr

545

Glu

Arg

Ala

Arg

Val

625

Lys

Lys

Leu

Leu

Ser

705

val

Leu

Cys

Asp

val

785

Phe

Ala

Gly
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Thr

Lys

530

Val

Asp

His

Ile

Leu

610

Arg

Asp

Asp

Ala

Thr

690

Ile

Asp

Glu

Ser

Asn

770

Thr

Ala

Ser

Glu

Pro
515
Arg
Asp
Met
Leu
Ala
595
Leu
Gly

Glu

Lys

660

Phe

675

Pro

Cys

Pro

Pro

Thr

755

Ala

Sexr

val

Leu

Asp

Gln

Glu

Ser

Leu

Thr

580

Asp

val

Ala

Ile

Ala

Pro

Ala

Ser

Leu

His

740

Gly

Glu

Leu

val

Phe

820

Glu

Ser
Lys
Asp
Trp
565
Arg
Ala

Ile

Ile

Tyx
645
Glu
Gly
Met
Ser
Pro
725
Ala
Ser
Thr
Asp
Glu
805

Asn

Leu

Pro

Ala

Pro

550

Phe

Lys

Cys

Ser

Arg

630

Ile

Gly

Thr

Ser

Gln

710

Ala

Val

Leu

Ala

Asn

790

Ile

Asn

Met

Ser

Ser

535

Thr

His

Asp

Gln

Gly

615

Lys

Pro

Gly

Asp

Ile

695

Gly

Gly

Ser

Gly

Ser

775

Gln

Arg

Asn

Glu

Leu

520

Ser

val

Arg

Pro

Ala

600

Ile

Ala

Leu

Asp

Ser

680

Ser

Ile

Leu

Ser

Ser

760

val

Pro

Ser

Asp

Met

Leu
Ser
Leu
Ala
Gln
585
Leu
Pro
Cys
Gln
Gly
665
Met
Ala
Sexr
Glu
Gln
745
Leu
Ser
Leu
Arg
Leu

825

Ser
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Ser
Gly
Ser
Leu
570
Gly
Val
Thr
Asn
Glu
650
Lys
Glu
Ser
Gln
Leu
730
Glu
Gly
Asp
Ala
Ala
810

Ile

Thr

Lys

Lys

Ile

555

Thr

Leu

Gly

His

Ala

635

Glu

val

Val

Ala

Thx

715

Pro

Ser

Ser

Met
Ala
795
Lys

Gly

Glu

Arg
Arg
540
Gly
Leu
Gly
Pro
Leu
620
His
Asp
Glu
Sex
Ser
700
Val
Ile
Leu
Leu
Gly
780
Arg
Ile

Leu

Glu

Lys

525

Gln

Gly

Leu

Val

Thr

605

Asp

Gly

Thr

Pro

-Thr

685

Thr

Ser

Pro

Asp

Gly

765

Ser

Pro

Glu

Ser

Ile

Lys
Ser
Ser
Ile
Thr
590
Ala
Glu
Gly
Lys
Glu
670
Ser
Ser
Asp
Pro
Ile
750
Glu
Met
Ile
Lys
Ser

830

Leu

Val
Ser
Lys
Ile
575
ser
His
Gly
val
Lys
655
Lys
Ser
Gln
Leu
Gly
735
Ser
Pro
Tyr
Lys
Ile
815

Leu

Thr

Lys

Arg

Pro

560

Leu

Asp

Ser

vVal

Phe

640

Pro

Thr

Ser -

Ala

Ser

720

Leu

Leu

Leu

Thr

Gly

800

Arg

Asp

val
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835 840 845

Ser Val Val Asn Gln Ser Leu Phe Asp Thr Gln Gly Ser Pro Gly Leu
850 855 860

Glu Asp Tyr Phe Asn Asp Lys Ser Ile Lys Gly Glu Lys Leu val Pro
865 870 875 880

Gly Ala Arg Glu Val Leu Thr Glu Ile Phe Lys Ser Cys Ala His Ser
885 890 ’ 895

Glu Gln Thr Leu Ser Leu Thr Pro Ala Lys Pro Ile Arg Val Ser Asp
900 905 910

Ile Tyr Leu Ser Lys Glu Gln Ile Asn Ser Gln Thr Pro Gly Asn Leu
915 . 920 925

Leu His Leu Phe Phe Thr Asn Val Arg Pro Pro Lys Lys Val Leu Glu
930 935 940

Asp Gln Leu Thr Gln Ile Leu Arg Lys Tyr Gly Val Pro Lys Pro Lys
945 950 955 960

Phe Asp Lys Ser Lys Tyr Ser Lys Ala Gly Lys Glu Gln His Pro Val
965 970 975

Lys Val Val Ser Thr Lys Arg Pro Ile Thr Lys Pro Pro Ala Lys Asp
980 985 990

Lys Ala Val Leu Asn Ser Val Ser Arg Thr Ala Leu Ser Glu Lys Lys
995 - 1000 ‘ 1005 .

Pro Thr Val Lys Pro Lys Ser Pro Glu Lys Ser Lys Pro Asp Glu Lys
1010 1015 1020

Asp Pro Glu Lys Ser Pro Thr Lys Lys Gln Glu val Pro Glu Glu Lys
1025 1030 1035 1040

Tyr Leu Thr Leu Glu Gly Phe His Lys Phe Val Ile Asp Arg Ala Arg
1045 1050 1058

Gln Asp Ile Arg Ser Val Trp Arg Ala Ile Leu Ser Cys Gly Tyr Asp
1060 1065 1070

Leu His Phe Glu Arg Cys Ala Cys Ile Asp Val Arg His Ala Gln Lys
1075 1080 1085

Ala Ser Arg Lys Trp Thr Leu Glu Met Asp Val Ala Leu Val Gln Tyx
1090 1095 1100

Ile Asn Gln Leu Cys Arg His Leu Ala Ile Thr Pro Ala Arg Leu His
1105 1110 1115 1120

Pro His Glu Val Tyr Leu Asp Pro Ala Asp Ala Ala Asp Pro Arg val
1125 1130 1135

Ala Cys Leu Leu Asn Val Pro Ile Glu Ser Leu Arg Leu Arg Phe Ala
1140 1145 1150

Leu Leu Gln Ser Leu Asn Thr Thr Leu Glu Thr Phe Phe Leu Pro Leu
1155 1160 1165



WO 03/012102

Val Glu Leu Arg Gln Thr Pro
1170 1175

Leu Lys Glu Ala Lys Gly Leu
1185 1190

Met Asn Arg Val Leu Asn Ala
‘ 1205

Ala Pro Glu Ile Thr Leu Asp
1220
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Met Tyr Thr His Ser Ile Ala Ala Leu

1180

Ile Phe Tyr Asp Thr Lys Val Thr Vval

1195 1200

Thr Val Gln Arg Thr Ala Asp His Ala

1210 _ 1215

Pro Leu Glu Ile Val Gly Gly Glu Ile

1225 1230

Arg Ala Ser Glu Asn Ser Tyr Phe Cys Gln Ala Ala Arg Gln Leu Ala

1235

Ser Val Pro Ser Ser Gln Leu
1250 1255

Pro Thr Tyr Ala Phe Asn Ile
1265 1270

Thr Ser Gly Ser Phe Arg His
1285

Gln Ser Ser Ser Leu Ser Leu
1300

Asn Lys Asn Lys Gly Lys Tyr
1315

Gly Glu Glu Gln Leu Leu His
1330 1335

Ile Arg Ala Asp Val Pro Leu
1345 1350

Lys Thr Leu Val Gly Glu Pro
1365

Ala Asp Ile Leu Thr Tyr Asn
1380

Asp Glu Thr Glu Leu Glu Ala Leu Cys Ala Glu Ile Ala Ser Gln His

1395

1240

Cys

1245

Val Lys Leu Ala Ser Gly Gly Asp
1260

Arg Phe Thr Gly Glu Glu Val His Gly

Phe

1275 1280

Leu Trp Gln Val Cys Lys Glu Leu
1290 1295

Leu Leu Leu Cys Pro Ser Ser Ala Val

Ile

1320

Phe

Pro

Leu

1305 1310

Leu Thr Pro Ser Pro Ile Thr Tyr
1325

Leu Gly Gln Leu Leu Gly Ile Ala
1340

Leu Asp Leu Leu Pro Ser Phe Txp
1355 1360

Asp Pro Glu Gln Asp Leu Gln Glu
1370 1375

Tyr val Lys Lys Phe Glu Ser Ile Asn

1400

1385 1390

1405

Leu Ala Thr Glu Ser Pro Asp Ser Pro Asn LysVPro Cys Cys Arg Phe

1410 1415

1420

Thr Tyr Leu Thr Met Thr Gly Glu Glu Val Glu Leu Cys Ser Arg Gly

1425 1430

1435 1440

Arg His Ile Leu Val Ala Trp Glu Asn Lys Asp Ile Tyr Ala Ala Ala

1445

1450 1455

Ile Arg Ser Leu Arg Leu Arg Glu Leu Gln Asn Val Glu Cys Val Thr

1460

1465 1470

Ala Val Arg Ala Gly Leu Gly Ser Ile Ile Pro Leu Gln Leu Leu Thr

1475

1480

1485
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Met Leu Ser Pro Leu Glu
1490

Ile Asn Leu Glu Phe Leu
1505 1510

Met Glu Thr Asp Gln His
1525

Phe Thr Gln Glu Glu Leu
1540

Met
1495
Lys

Ile

Cys

1
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Glu Leu Arg Thr Cys
1500

Ala His Thr Met Tyr

1515

Glu Phe Phe Trp Gly

1530

Lys Phe Ile Lys Phe

Glu Arg Ile Pro Phe Thr Cys Pro

1555

Ala His Vval Pro Pro Tyr
1570

Ala Gly Ser Pro Asp Ser
1585 1590

Met Ile Lys Leu Pro Gln
1605

Leu Arg Cys Ala Ile His
1620

<210> .3

<211> 562

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
Met Met Phe Lys Lys His
1 5

Trp His Ser Leu Asp Glu
20

Lys Asn Lys Arg Asp Ser
35

Lys Gly Gln Asp Gln Asp
50

Gly Pro Gly Ser Tyr Glu
65 70

Pro Asp Ala Leu Ala Gly
85

Val Ile Ser Met Thr Ala
100

Tyr Met Cys Cys Ser Cys
115

Phe Ile Glu Phe Val Cys
130

Pro

1560

Met

1575

Arg

Tyr

Phe

Trp

Thr

Ala

55

Asn

Arg

Asn

Gln

Lys
135

Tyr

Ser

1545

Gly Leu Pro Tyr

Gln Val Gly Leu

Ala Leu Glu

Ala

Cys Lys Asp Gly Gly
1565

Lys Ile Ala Pro
1580

Ile Arg Val Glu

1595

Ser Leu Glu

1610

Arg Glu Asp Pro

Cys
Leu
Glu

40
Ala
ﬁeu
Gln
Arg
Met

120

His

1625

Phe
val

25
Ile
Ser
Ser
Glu
Leu
108

Pro

Asp

Ser

10

Leu

Thr

Ile

Thr

Ala

90

Ser

Pro

Glu

Gln

Ile

Ser

Pro

Gly

Ser

Ala

Gly

Val

Ile

Leu

Pro

Ala

Ile

Pro

60

Thr

Ala

val

Met

Leu
140

Pro

Thr

Met

Ser

Leu

Thr

Leu

45

Phe

Arg

Asp

Ile

Thr

125

Lys

Cys
1550
Pro

Asp

Cys

1535

Asn

Asp

Gly

Met

1520

Met

Gln

Thr

Thr

Phe
1600

Leu Glu Lys

Gly
1630

Glu

Glu

30

Leu

Glu

Glu

Cys

Gln

110

Ser

Cys

1615

Leu

15

Leu

Lys

Pro

Ser

Gln

95

Ala

Pro

Phe

Leu

Met

Gln

Pro

Lys

80

Asp

Phe

Arg

vVal
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Asn
145
Cys
Phe
Pro
Leu
Lys
225
Gly
Leu
Ala
Asp
Leu
305
Lys
Asp
Ser
Gly
Val
385
Arg
Phe

Glu

Trp

WO 03/012102

=
Pro
Lys
Asp
Val
210

Ala

Glu

Ser

Asp

His

290

Asn

His

Pro

Asp

Ala

370

Thr

Met

His:

Leu

Ile
450

Asn
Glu
Asp
Ser
195
His
Asn
Glu
Asn
Gly
275
Leu
His
Ile
Glu
Leu
3565
Met
Gln
Thr
Met
Glu

435

Lys

Pro
Leu
Arg
180
Asp
Arg
Cys
Gly
Glu
260
Thr
Asn
Arg
Leu
Tyr
340
Gly
Glu
Asn
Arg
Phe
420

Leu

Asn

Lys

Ile

- 150

Met
165
Cys
Met
Asp
Ala
Met
245
Ile
Thr
Tyr
Gln
Gly
325
Ala
Leu
Glu
Asn
Ala
405
Ile

Leu

Thr

Sexr

Glu

val

Ser

Lys

230

Gly

Val

Phe

Phe

Leu

310

Ile

Lys

Glu

val

Lys

390

Ile

Pro

Leu

Glu

Ile

Arg

Trp

Ile

215

Leu

Gln

Asn

Gln

Arg
295

Val

Pro

Asn

Leu

Pro

375

Ala

Gln

Pro

Ser

TYyTr
455

Phe
Phe
Phe
Arg
200
Phe
Lys
Gly
Pro
Pro
280
Phe
Asn
val
Leu
Thr
360
Leu
Glu
Pro
Ser
Gly

440

Thr

Asp

Met

TyY
185
Pro
Arg
Gln
Vall

Asp
265

Asn.

Ala

Ile

Asn

Gln

345

Phe

Lys

Tyr

Gln

Leu

425

Met

Ser

12/53

His

His

170

Glu

val

Ser

Gly

Val
250

Tyr

Serxr

Gly

Tyr

Tyr
330
Txp
Ser
Pro
val
Ile
410
Ile

Pro

Gly

Phe

155

Ile

His

Asn

Ser

Ile

235

Arg
Ala
Asn
Gln
Fhe
Gln
Ile
val
Gly
Gln
395
Asn
Gln

Glu

Tyr

His

Ile

Leu

Glu

Cys

220

Ala

Glu

Leu

Ser

Ile

300

Thr

315

Asp

Leu

Glu

Gly

380

Leu

Ala

Leu

Ile

Glu
460

Phe
Lys
His
Asn
205
Glu
val
Trp
Phe
Tyi‘
285
Leu
Arg
val
Asp
Thr
365
Gly
val
Phe
Phe
Asp

445

Arg

Leu

Ala

Ser

190

Asp

Val

Arg

Phe

Thr

270

Val

Gly

Ser

Ala

Asn

350

Asp

Ser

Thr

Leu

Asp

Leu

Gln

175

Gly

Ile

val

Phe

Asp

255

Gln

Asn

Leu

Phe

Ser

335

Asp

vVal

Ile

Glu

Gln

415

Glu

430 |

val

Glu

Ser

Asp

Glu
160
Pro
Gln
Leu
Ser
His
240
Ile
Ser
Pro
Ala
Tyr
320
Ile
Ile
Phe
Leu
Leu

400

Gly
Tyr
Asp

Pro
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Val
465
Arg
Gly
Ile
Cys
Lys
545

Met

WO 03/012102

Ile
Val
Gly
Ala
Ile
530

Asp

Ala

<210> 4
<211> 1620
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4

Asn
1
‘Pro
Glu
Val
Arg
65
Phe
Ala
Ser
Ser
Ala

145

Thr

Leu
Gly
Pro
Ala

50
Lys
Asp
Tyr
Ser
Arg
130

Trp

Leu

gln
Leu
Phe
Ala
515

Asn

aArg

Gln

Glu'

Leu

35

Lys

Leu

Glu

Glu

Glu

115

Asp

Phe

Arg

Trp
Leu
Ala
500
Val

Met

Leu

Ile
Thr
20
Ala
Gln
Arg
Asn
Trp
100
Gly
Asn

Ala

His

Phe
Leu
485
Asn
Pro

Leu

Leu

Leu
5
Ala
Thr
Trp
Glu
Gly
85
Val
Arg
Ser

Ile

Ala
165

Trp
470
Gln
Ile
Tyxr

Lys

Val
550

Thr
Leu
val
Tyr
Gly

70
Ile
Asn
Asn
Ala
Asp
150

Arg

Glu
Phe
Met
Thr
Leu

535

Ala

Arg
Il‘e
Glu
Asp
Gln
Ile
Pro
Leu
Leu
135

Leu

Gly

Val
Val
Gly
Pro
520

Pro

Leu

Arg
Asp

Ser

40

Phe

Asn

Tyr

Ala

Pro

120

Asn

Gly

Tyr

val

Thr

Gly

505

Asn

Glu

His

Leu

Arg

25

Leu

Asp

Phe

Trp

Ala
105

Tyr

Cys

Leu

Gly
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Glu

Gly

490

Ser

Leu

Tyr

Cys

Arg

Thr

Glu

Arg

Ile

Ile

90

Tyr

Gly

His

Trp

Arg
170

Asp

475

Ser

Gly

Leu

Pro

Gly
555

Phe

Gly

Gln

Ser

Phe

75 .

Gly

Gly

Arg

Ser

Val

155

Ser

Ile

Ser

Leu

Pro

Ser

540

Ser

Arg

Arg

Tyr

Ser

60

Arg

Thr

Leu

Leu

Asn

140

Ile

Ala

Thr
Arg
Gln
Thr
525

Lys

Tyr

Leu
Met
Leu

45
Phe
His
Asn
Val
Glu
125
Asp

Pro

Leu

Gln

Val

Asn

510

Ser

Glu

Gly

Glu

Leu

30

Leu

Val

Gln

Ala

Val

110

Asp

Asp

Ser

Arg

Glu
Pro
495
Phe
Ser

Ile

Tyr

Arg
Lys
Lys
Phe
His
Lys

95
Val
Ile
Lys

Ala

Asn
175

Glu

480

His

Thr

Thr

Leu

Thr
560

Ala

Met

Met

Val

Asp

Thr

Thr

Leu

Asn

Tyr

160

Trp
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Pro
Ile
225
Leu
Gln
Arg
Arg
Pro
305
Asp
Glu
val
Ser
Ala

385

Val

Glu

Thr
465

Arg

WO 03/012102

Phe
Val
Leu
210
Lys
Ser
Leu
Arg
Val
290
Gln
Val
Gly
Ala
Trp
370
Ala
Ala
Ser
Glu
Val
450

Gly

Thr

Gln

Asp

195

Agp

Gln

Gly

Gly

Leu

275

Ile

Gly

Thr

Lys

Ser

355

Sexr

Gly

Ser

Glu

Pro

435

Gly

Ser

Pro

val

180

Asp

Pro

Met

Phe

Lys

260

Val

Arg

Glu

Trp

Phe

340

Pro

Ser

Ser

Ser

Ile

420

Ile

Ser

Glu

Gly

Ser

Cys

Pro

Gly

Glu

245

Ala

Arg

Gly

Gly

Asp

325

Asp

Lys

Leu

Ser

Ser

405

Val

Val

Ser

Asn

Glu
485

Lys

Ser

Lys

Lys

230

Leu

Ala

Ser

Leu

Thr

310

Ala

Leu

Pro

vVal

Ser

390

Asp

Met

Val

Ser

Ala

470

Ser

Asp
Leu
Asp

215

Asn

Tyr

Lys

Gln

Asp

295

Val

Gly

Lys

val
Lys
375
Arg
Ile
Glu
Leu
Ser
455

Glu

Ser

Gly

Asn

200

Glu

Ala

Gly

Glu

Val

280

Trp

Thr

Gly

Leu

Ser

360

Asn

Lys

Ser

His

Ser

440

Ala

Arg

Ala

Gln

185

Glu

Lys

Ser

Thr

Ala

265

Leu

Lys

Gly

Ser

Ala

345

Ser

Asn

Gly

Leu

Ser

425

Ser

Ser

Lys

Ile
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Asn

Pro

Gln

Gly

val

250

Glu

Lys

Trp

Glu

Asn

330

Pro

Thr

cys

Ser

Gly

410

Ile

Ala

Thr

Leu

Ser
490

Trp

Gly

Gly

Gln

235

Asn

Ala

Tyr

Arg

Leu

315

Ser

Gly

val

Pro

Ser

395

Ser

Val

Glu

Ser

Gly

475

Met

Thr

Ser

Trp

220

Thy

Gly

Asn

Met

Asp

300

His

Tyr

Tyr

Ser

Asp

380

Ser

Thr

Ser

Asn

Thr

460

Pro

Gly

Ser

Thr

205

Arg

His

val

Leu

val

285

Gln

Asn

Arg

Asp

Gly

365

Lys

Ser

Lys

Gly

Val

445

Leu

Asp

Ile

Leu

190

Ala

His

Tyr

cys

Arg

270

Pro

Asp

Gly

Met

Pro

.350

Thr

Thr

Val

Thr

Ala

430

Pro

Thr

Ser

val

Tyx
Thr
val
Leu
Glu
255
Arg
Gly
Gly
Trp
Gly

335

Asp

-Thr

Ser

Cys

Glu

415

Asp

Gln

Ala

Ser

Ser
495

Thr

Trp

Arg

Ser

240

Asp

Gln

Ala

Ser

Ile

320

Ala

Thr

Gln

Ala

Ser

400

Arg

Val

Thr

Glu

Val

480

Val
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Ser
Ala
Ser
Pro
545
Ser
Met
Leu
Val
625
Gly
Ser
Leu
Glu
Asn
705
Ser
val
Ile
Arg
val
785

Thr

Glu

WO 03/012102

Ser

Ser

Ser

530

Asn

Val

Arg

Ser

Thr

610

Thr

Gln

Glu

Asp

Asp

690

Gln

Leu

Thr

Gly

Thr

770

Pro

Asp

Glu

Pro

Gln

515

Leu

Leu

Ala

Ser

Thr

595

Thr

Ser

Ser

Ser

Ser

675

Leu

Glu

Gln

Ser

Glu

755

Trp

Ala

Leu

Val

Asp

500

Arg

Leu

Ser

Asn

Ser

580

Ala

Pro

Ser

Leu

Asp

660

cys
Pro
Asp
Arg
Gln
740
Gln
Asp
Phe

Glu

Glu

val

Pro

Ala

Ser

Ile

565

Ser

Thr

Gly

Ser

Ser

645

Thr

Arg

Glu

Gln

Arg

725

Leu

Glu

Asp

Asp

Ile

805

Cys

Ser

Leu

Ala

Arg

550

Ala

Asp

Ser

Thr

Asn

630

Asn

Gly

‘Ala

Pro

Glu

710

Ala

Pro

Glu

Asp

Pro

790

Pro

Thr

Ser

Ser

Gly

535

Glu

Arg

Asn

Pro

Thr

615

vVal

Thr

Gln

Ser

Asp

695

Tyr

Gly

Gln

Glu

Tyr

775

Arg

Pro

Pro

val
Ser
520
Ala
Thr
Thr
Asn
Leu
600
Ser
Ala
Leu
Glu
Thr
680
Glu
Glu
Ser
Val
Glu
760
val
Pro

Pro

Ser

Ser

505

Ser

Pro

ser

Asn

Thr

-585

Met
Thr
Thr
Thr
Ala
665
Leu
Glu
Glu
Arg
Pro
745
Tyr

Leu

Gly

Gly

Pro
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Glu
Ala
Met
ser
Ala
570
Asn
Gly
val
Ala
Thr
650
Glu
Leu
Asp
Val
Ser
730
Ala
Glu
Lys
Arg
Thr

810

Arg

Leu
Ser
Ser
Leu
555
Thr
Thr
Ala
Thr
Thr
635
Ser
Tyr
Ala
Asp
Met
715
Asp
Gly
Thr
Arg
Thr
795

Pro

Leu

Thr

Asn

Ser

540

Glu

Asn

Leu

Gln

Met

620

Thr

Leu

Ser

Glu

Glu

700

Ile

Vval

Ala

Lys

Gln

780

Asn

Asn

Arg

525

Ser

Ser

Asn

Gly

Ser

605

Ser

Val

Thr

Leu

Leu

685

Asn

Leu

Thr

Gly

Gly

765

Phe

Val

Ser

Leu

Lys

510

Leu

Ala

Phe

Met

Arg

590

Phe

Thr

Leu

Ser

Tyr

670

Asp

Glu

Arg

His

Ser

750

Gly

Ser

Gln

Glu

Thr

Glu

Ser

Ser

val

Asn

575

Asn

Pro

Ser

Ser

Thr

655

Asp

Asp

Asp

Arg

His

735

Arg

Arg

Ala

Gln

Leu

815

Leu

Ala

val

val

Arg

560

Leu

val

Asn

Ser

Val

640

Ser

Phe

Asp V

Asp

Pro

720

Ala

Pro

Axg

Leu

Thr

800

Leu

Lys
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Val

Phe

Cys

865

Thr

Glu

Leu

Lys

Asn
945

Tyr

Ala

Gln

Asp

Tyxr

1025

Phe

Gln

WO 03/012102

Thr

Arg

850

Asn

Tyr

Asn

Gly

Asn

930

Lys

Lys

Ile

Pro

val

1010

Ser

Pro

Gln

Gly
835
Ser
Gly
Thr
Gly
Thr
915
Ala
Ser
Asp
Ser
Gln
995
Leu

Arg

Pro

820

Leu
Thr
Asn
Ile
Lys
900
Asp
Asp
Ile
Phe
Thr
980
Ala
Gln

Ile

Gly
Ile
Val
Met
885
Met
Glu
Ala
Arg
Cys
965
Leu
Lys

Leu

Thr Thr

Phe Tyr
855

Lys Ser
870

Tyr Arg
Gly Cys
Leu Pro
Ala Phe

935

Lys Asn
950

Glu His
Gln Ser

‘nla Gly

Leu Arg
1015

Arg
840
Tyr
Asp
Glu
Trp
Lys
520
Leu
Arg
Gly
Ser
Asn

1000

Ile

Ser Gln Glu Asp

1030

Asp Glu Phe Thr Ser

1045

825

Glu
val
Lys
Met
Ser
9Q5
JAsn
Arg
Asn

Thr

Asp
985

cly

Leu

Gly

Lys

Vval

Gln

Leu

Lys

890

Ile

Asp

His

Cys

Lys

970

Ile

Gln

Tyr

Asp

Lys
1050

Ile Glu Glu Pro Leu Ala Leu Ala

Trp Cys Glu

1075

Thr Arg Gln

1090

Ile Val Trp

1105

Thr Thr Ser

1060

1065

Gln Leu Thr Ser Lys Cys Pro

1080

Leu Tyr Phe Thr Cys Thr Ala

1095
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Glu
Lys
Arg
875
Asp
Glu
Leu
Trp
Ser
955
Ser

Leu

Asn

Leu
Leu
860
Arg
Ser
His
Ile
Lys
940
Gln
Gly

Asn

Ser

Pro

845

Leu

Ile

Asp

val

Thr

925

Leu

Leu

Leu

Leu

Cys
1005

Ile vVal Ala

Glu

1035

Ile

Ser

Phe

1020

Gln

Thr

Pro

Thr

830

Leu
Gln
Trp
Lys

Glu
910

Tyr
Thr
Ile
Asn
Thr
990
Gly
Ser

Gln

Lys

Thr Asn
Leu Ser
Glu Pro

880

Glu Lys
895

Gln Tyr
Leu Gln
Gly Thr

Ala Ala
960

Gln Gly
975

Lys Glu
Vai Glﬁ
Asp Pro
Phe Thr

1040

Ile Leu
1055

Gly Ala Leu Pro Asp

Leu

Ile
1085

Phe Gly Ala

1100

Leu Gln Asn Arg Arg Glu Ala Thr Val Giu

1110

1115

Ser val Arg Arg Asp Asp Pro Gly Glu Phe

1125

1130

1070

Pro

Ser

Arg

Arg

Phe Glu

Arg Ala

Thr Arg
1120

val Gly
1135

Arg Leu Lys His Glu Arg Val Lys Val Pro Arg Gly Glu Ser Leu Met

1140

1145

1150
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WO 03/012102
17/53

Glu Trp Ala Glu Asn Val Met Gln Ile His Ala Asp Arg Lys Ser Val
1155 1160 1165

Leu Glu val Glu Phe Leu Gly Glu Glu Gly Thr Gly Leu Gly Pro Thr
1170 1175 1180

Leu Glu Phe Tyr Ala Leu Val Ala Ala Glu Phe Gln Arg Thr Asp Leu
1185 1190 1195 1200

Gly Ala Trp Leu Cys Asp Asp Asn Phe Pro Asp Asp Glu Ser Arg His
1205 1210 1215

Val Asp Leu Gly Gly Gly Leu Lys Pro Pro Gly Tyr Tyr Val Gln Arg
1220 1225 1230

Ser Cys Gly Leu Phe Thr Ala Pro Phe Pro Gln Asp Ser Asp Glu Leu
1235 1240 ) . . 1245

Glu Arg Ile Thr Lys Leu Phe His Phe Leu Gly Ile Phe Leu Ala Lys
1250 1255 1260

Cys Ile Gln Asp Asn Arg Leu Val Asp Leu Pro Ile Ser Lys Pro Phe
1265 1270 1275 1280

Phe Lys Leu Met Cys Met Gly Asp Ile Lys Ser Asn Met Ser Lys Leu
1285 1290 1295

Ile Tyr Glu Ser Arg Gly Asp Arg Asp Leu His Cys Thr Glu Ser Gln
1300 1305 1310

Ser Glu Ala Ser Thr Glu Glu Gly His Asp Ser Leu Ser Val Gly Ser
1315 1320 1325

Phe Glu Glu Asp Ser Lys Ser Glu Phe Ile Leu Asp Pro Pro Lys Pro
1330 1335 1340

Lys Pro Pro Ala Trp Phe Asn Gly Ile Leu Thr Trp Glu Asp Phe Glu
1345 1350 1355 1360

Leu Val Asn Pro His Arg Ala Arg Phe Leu Lys Glu Ile Lys Asp Leu
1365 1370 1375

Ala Ile Lys Arg Axrg Gln Ile Leu Ser Asn Lys Gly Leu Ser Glu Asp
1380 1385 1390

Glu Lys Asn Thr Lys Leu Gln Glu Leu Val Leu Lys Asn Pro Ser Gly
1395 1400 1405

Ser Gly Pro Pro Leu Ser Ile Glu Asp Leu Gly Leu Asn Phe Gln Phe
1410 1415 1420

Cys Pro Ser Ser Arg Ile Tyr Gly Phe Thr Ala Vval Asp Leu Lys Pro
1425 1430 1435, 1440

Ser Gly Glu Asp Glu Met Ile Thr Met Asp Asn Ala Glu Glu Tyr Val
1445 1450 1455

Asp Leu Met Phe Asp Phe Cys Met His Thr Gly Ile Gln Lys Gln Met
1460 1465 1470
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WO 03/012102

18/53

Glu Ala Phe Arg Asp Gly Phe Asn Lys Val Phe Pro Met Glu Lys Leu

1475

Ser Ser Phe Ser His Glu Glu
1490 1495

Ser Pro Ser Trp Ala Ala Glu
1505 1510

Leu Gly Tyr Thr Arg Asp Ser
1525

Leu Cys Gly Met Ser Ser Asp
1540

Thr Gly Cys Ser Thr Leu Pro
1555

Arg Leu Thr Val Val Arg Lys
1570 1575

Ser Val Asn Thr Cys Val His
1585 1590

Glu Glu Ile Met Arg Glu Arg
1605

Phe His Leu Asn
1620

<210> 5

<211> 1083

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5
Met Phe Ser Phe Glu Gly Asp
1 5

Gly Gly Ala Ser Arg Lys Glu
20

Gln Glu Glu Arg Arg Lys Arg
35

Ala Ile Ile Ile Gln Ser Phe
50 55

Gln Tyr Ser Ile Gln Arg Ser
65 70

Gln Ser Gly Gly Ala Phe Pro
85

Leu Val Arg Gln Leu Leu Phe
100

Arg Leu Ile Trp Leu Tyr Gln
115

1480

Val

Asp

Pro

1485

Gln Met Ile Leu Cys Gly Asn Gln
1500

Ile Ile Asn Tyr Thr Glu Pro Lys

Gly

Phe
1530

Glu Arg Lys

Pro
1560
val

Tyr

Leu

Phe

Glu

Glu

40

Ile

Ala

Ile

Phe

Asn
120

1545

1515

Leu

Ala

Gly Gly Leu

Asp

Ala

1520

Arg Phe Val Arg Val

1535

Phe Leu Gln Phe Thr

Ala Asn Leu His Pro

1565

1550

Thr Asp Ala Ser Tyr Pro

1580

Leu Lys Leu Pro Glu Tyr Ser Ser

1595

1600

Leu Ala Ala Thr Met Glu Lys Gly

Lys

Lys

25

Glu

Arg

Phe

Ala

Tyr
105

Leu

1610

Thr

10
Ala
Glu
Gly
Asp
Asn

90

Lys

Ile

Arg

Ser

Arg

Tyr

Arg

75

Gly

Gln

Lys

Pro Lys
Leu Leu
Arg Arg

45

Arg Asp
60

Cys Ala

Pro Asn

Asn Glu

His Ser
125

val

His

30

Leu

Arg

Thr

Leu

Asp

110

Ser

1615

Ser

15

Arg

Lys

Lys

Leu

Thr

95

Ser

Leu

Leu

Thr

Asn

Gln

Ser

80

Leu

Lys

Phe

PCT/FR02/02782



Val

Lys

145

Asp

Ser

Ser

Arg

Tyr

225

val

Arg

Phe

Gln

WO 03/012102

Lys

130

Arg

Ser

Glu

Val

Ser

210

Ser

Leu

Gln

Thr

Thr

.. 290

Glu
305
Phe
Gly
Pro
Glu
Arg
385
Thy

Ala

Met

Ser

Val

Leu

Val

Glu

370

Leu

Lys

Ser

Val

Gln

Leu

Leu

Asn

Ile

185

Leu

Asp

Lys

Gln

Asp

275

Val

Arg

Leu

Leu

Ser

355

Glu

Ser

Gln

Glu

Gln
435

Leu

Met

Asn

Thr

180

Glu

Tyr

Leu

Pro

Val

260

Gln

Phe

Cys

Thr

Val

340

Pro

Ser

val

Gln

Glu

420

His

Asp

Ser

Val

165

Tyr

Gln

Leu

Ser

Leu

245

Phe

Ile

Pro

Sex

Val

325

Tyr

Ala

Glu

Ser

Thr

405

val

Arg

Gly

Leu

150

Ala

Leu

Ile

Leu

Arg

230

His

Thr

Phe

Tyr

Arg

310

Gly

Leu

Ser

Glu

Tyr
390
Asn

Phe

Met

Ser

135

Cys

Leu

Pro

Leu

Ile

215

val

Phe

Ala

His

Glu

295

Lys

Glu

Arg

Ala

Ala

375

Ile

Thr

Thr

Met

Glu

Cys

Pro

Val

His

200

Asn

Pro

Thr

Phe

Phe

280

Pro

Ser

Asn

Val

Ser

360

Asp

Thr

Leu

Thr

val
440

Arg

Arg

Met

Leu
185

Tyr

Ser

Ile

Tyx

Thr

265

Ile

Phe

Gly

Tyr

Leu

345

Cys

Lys

Glu

Leu

Met

425

Pro

19/53

Leu
Leu
Arg
170
Gln
Met
Lys
Ala
Asn
250
Glu
Ile
Leu
Gly
Leu
330
Gln
His
Pro
Glu
Asn
410

Ala

Lys

Thr

Leu

155

Met

Asp

Ile

Leu

Lys

235

Ser

Glu

Pro

Asn

Ala

315

Gly

Thr

Asp

Ser

Cys

395

Leu

Ser

Val

Cys

140

Gln

Leu

Pro

220

Ile

Cys

Phe

Ala

Ala

300

Pro

Ala

Phe

Ser

Ser

380

Leu

Val

Val

Arg

Leu

Asn

Glu

Ser

Asn

205

Ser

Leu

Pro

Leu

Leu

285

Leu

Trp

Leu

Leu

Ala

365

Pro

Lys

Trp

Cys

Leu
445

Phe

Cys

Val

Tyr
190
Gly
Ser
Leu
Glu
Ala

270

Ala

Leu

Leu

Ser

Serx

350

Ser

Glu.

Lys

Arg

His

430

Leu

Gln
Asn
Phe

175

Val
Tyr
Ile
Glu
Gly
255
Ala
Asp
Leu
Phe
Glu
335
Gln
Asp
Asp
Leu
Asp

415

Thx

Tyr

Ile

Asp

160

Sex

val

Tyr

Glu

Asn

240

Ala

Pro

Ala

Ile

Tyr

320

Glu

Leu

Ser

Gly

Asp

400

Ser

Leu

Ser
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Leu

Ser

465

Val

Ile

Ser

Gln

Leu

545

Gln

Met

val

Asn

625

Gln

Gly

Pro

Leu

Leu

705

Asp

TyY

Arg

Gly

WO 03/012102

Ala

450

Met

Ile

Pro

Ile

Axg

530

Ser
Pro
Ser
Glu
Lys
610
His
Leu
Arg
Pro
Pro
690
Ile
Gly
Asp

val

Gly

Phe
Ser
Ser
Leu
His
515
Gln
Afg
Glu
Ile
Gln
595
Met
Trp
Tyr
Ile
Leu
675
Phe
Tyr
Ile
Lys
His
755

Gly

Asn
Thr
Arg
Phe
500
Asp
Ser
Cys
Thr
Gly
580
Lys
Leu
Leu
Val
Gly
660
Ser
Val
Ala
Asn
Leu
740

Leu

Ile

Ala
Arg
Gly
485
Tyr
Asn
Ser
Leu
Lys
565
Val
Arg
Lys
Ser
Pro
645
Pro
val
val
Asp
vVal
725
Ser

Leu

Phe

Arg

Met

470

Ser

Leu

Glu

Met

Arg

550

Pro

Thr

Trp

ser

Glu

630

Ala

Leu

Ser

Pro

Lys

710

Thr

Pro

Asn

Arg

Phe

455

Ile

Pro

Phe

Phe

Met

535

Asp

Glu

Thr

Ile

Arg

615

Gln

Ser

Gln

Glu

Phe

695

Gln

Ile

Glu

Ala

Glu

Leu

Thr

Met

Ser

Phe

520

Pro

Ala

Val

Ser

Gln

600

Asp

Glu

Axrg

Serx

Glu

680

Glu

Glu

Axrg

Asn

His

760

Phe

Arg

Gly

Ser

Ser

505

Gly

Phe

Cys

Arg

Ser

585

Leu

Thr

Asp

His

Thr

665

Arg

Glu

Val

Arg

Glu

745

Gly

Leu

20/53

His

Ser

Phe

490

Leu

Asp

Thr

Leu

Glu

570

Glu

Phe

Arg

Ile

Val

650

Leu

Gln

Arg

Gln

Asn

730

Pro

Leu

Asn

Leu

Met

475

Glu

Phe

Pro

Leu

Gly

555

Glu

Met

Lys

Arg

Lys

635

Trp

Asp

Leu

val

Gly

715

Tyr

Asp

Asp

Glu

Trp

460

val

Asp

Ser

Ile

Glu

540

Ile

Tyr

Gln

val

Asn

620

Ala

Arg

val

Ala

Lys

700

Asp

Ile

Leu

Glu

Leu

Phe

Pro

Ser

His

Glu

525

Glu

Ile

Ile

Gln

Ile

605

Phe

Asp

Phe

Gly

val

685

Ile

Gly

Lys

Ala
765

Leu

Leu
Leu
Ser
Ser
510
Val
Leu
Lys
Thr
Cys
590
Thr
Cys
Lys
Arg
Leu
670
Leu
Phe
Pro
Glu
Lys
750
Gly

Lys

Ile

Leu

Arg

495

Leu

val

Ile

Leu

Ala

575

Ile

Asn

Pro

Val

Arg

655

Glu

Thr

Gln

Phe

Asp

735

Arg

Ile

Ser

Ser
Gln
480
Ile
Ile
Gly
Met
Ala
560
Phe
Gln
Leu
Pro
Thr
640
Met
Ser
Glu
Arg
Leu
720
Ala
Ile

Asp

Gly

PCT/FR02/02782



Phe
785

Tyr

His

Met

Gly

Glu

865

Glu

Ala

Ser

Asn

Asn

945

Gln

Lys

Ile

Arg

Gly

WO 03/012102

770

Asn

Pro

Tyr

Leu

Thr
850

val

Glu

Gln

Ala

Arg
930

val

val

Ser

Lys

Lys

1010

Phe

1025

Asp

Leu

Leu

Pro

Pro
Asn
Tyr
val
835
Ser
Tyr
Leu
Val
Asn
915
Gln
Val
Leu
Phe
val
995
Leu

Lys

Glu

Asn

Pro

Phe

820

Glu

Ala

Lys

Gly

Val

900

Arg

Ile

Ser

Ile

Thr

280

Phe

Leu

Glu

Gln Gly
790

Ala Ala
BO5

Leu Ala
Leu Pro
Asp Val

Asn Leu
870

Leu Asn
885

Glu Leu
Ile Ala
Arg Gln
Leu Glu

950

Ser Gly
965

Asn Tyr

Trp Arg

775

Phe

Gln

Arg

Phe

Asp

855

Leu

Phe

Lys

Tyr

His

935

Trp

Ala

Ser

val

Phe
Met
Met
Ala
840
Ile
Phe
Thx
Phe
Ile
920
Cys
Leu
Gln

Gly

val
1000

Lys Phe val Thr

1018

Leu Tyr Pro Ala

1030

Arg Leu Pro Thr Ala
1045

Lys
Leu
Leu

825

Gly

Leu
Val
Gly
205
His
Leu
Arg
val
Gly
985
Glu

Ser

Phe

21/53

Thr

Val

810

Gly

Phe

His

Lys

Val

890

Gly

Leu

Ala

Met

Pro

970

TyTr

Gly

Cys

Cys

Thr

795

Gly

Lys

Phe

Leu

Ser

875

Asn

Lys

vVal

Phe

Phe

955

Ile

Ser

Phe

780

Asn
Asp
Ala
Leu
Ala
860
Asn
Asp
Ala
Arg
940
Asp
Ser

Ala

Thr

Glu

Ser

Leu

Ser

845

Ser

Glu

Asp

Ile

Asp

925

Gln

Gln

Leu

Asp

Asp
1005

Ser Arg Pro

Ile
1035

Ser Thr Cys

1050

1020

His

Met

Asn

Asn

Gly

Phe

Tyr

830

Lys

Leu

Asp

Leu

Pro
910

Tyr

Gly

Gln

Glu

His

980

Glu

Pro

Gly

Leu
Ala
815
Glu
Leu
Asp
Asp
Gly
895
vVal
Arg
Leu
Glu
Asp
975
Pro
Glu

Leu

Gly

Leu

800

Arg

Asn

Leu

Pro

Val

880

Glu

Thr

Leu

Ala

Ile -

- 960

Leu

val

Lys

Leu

Ser
1040

Leu Leu Lys

1055

Glu Phe Tyr Asp Glu Thr Leu Leu Arg Ser Lys Leu Leu Tyr

1060

1065

Ala Ile Glu Cys Ala Ala Gly Phe Glu Leu Ser

1075

1080

1070
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WO 03/012102

<210> 6

<211>
<212>
<213>

<400> 6

Met
1
Phe
Leu
Tyr
Asp
65
His
Gly
Val
Ala
Gly
145
Gly
Leu
Asp
His
Ser
225
Phe
Ala

Ile

Ser

Phe

Thr

B23
PRT
Homo sapiens

Tyr Val Ile

Ile

Lys
20

Gln Asn Glu

Val

50

Trp

Leu

Leu

Thr

Phe

130

Gly

Met

Val

Glu

Asn

210

Thr

Gln

Cys

Ile

Thr

35

Arg

Lys

Phe

Arg

Gln

115

Thr

Leu

Val

Leu

Tyr

195

Tyr

Gly

val

Ile

Val

275

Ser

Gly

Asp

Tyr
Val
100
Glu
val
Asn
val
Thr
180
Asp
Thr
val
Phe
Ser
260

Leu

Gly

5

Phe

Asp

Asn

Pro

Lys

85

His

Val

Arg

val

Pro

165

Cys

Asn

Leu

Ser

Leu
245

Tyx

Ser

val

Gly

Leu

Arg

Tyr

Tyr

70

Asn

Ile

Leu

Lys

Ala

150

Ser

Gly

Pro

Ser

Phe

230

Arg

Gln

Glu

Ser

Gly

Phe

Glu

Leu

55

Glu

Gly

Ser

Gln

Ala
135

Tyr

Lys

Gln

Thr

Ilé

215

Glu

Leu

Asn

Asp

Ile

Ile

Glu

Arg

40

Asp

Val

Gln

His

Glu

120

Gly

Ser

Thr

Pro

Asn

200

His

Lys

Thr

Gln

Glu
280

Tyx

Thr
Leu

25
Arg
Pro
Gly
Pro
Val
105
Pro
Arg
Pro
Lys
His
185
Asn
Glu
Ser
Leu
Pro
265

Lys

Phe

22/53

Val

10

Ala

Gly

Arg

His

Phe

90

Glu

Asn

Tyr

Tyr

Ile

170

Thr

Ser

Leu

Val

His

250

Ile

Asn

Glu

Ser
Ala
Asp
Ser
Ser

75
Pro
Leu
Ser
Glu
Tyr
155
Val
Leu
Met
Gly
Thr
235
Ser
Asn
Ile

Ala

Val
Arg
Arg
Cys

60
Met
Ala
Ala

Asn

Ile
140

Lys

Cys

Gln

Ser

Pro

220

Ser

Arg

Asn

val

Tyr

val

Val

Thr

45

Lys

Ala

Hisg

Val

Val

125

Thr

Ile

His

Ile

Leu

205

Gln

Asn

Gly

Gly

Glu

285

Leu

Ala

Val

30

Ile

Val

Phe

Arg

Glu

110

val

Val

Phe

Phe

val

190

Arg

Glu

Arg

Cys

Glu

270

Arg

Tyr

Phe
15

Ser

Tyr

Ser

Arg

Pro

95

Ile

Lys

Lys

Gln

Ser

. 175

Pro

Asp

Glu

Gln

Phe

255

Phe

Asn

Asn

Phe

Phe

Asp

Trp

vVal

80

Val

Pro

Val

Leu

Pro

160

Thr

Arg

Glu

Glu

Thr

240

His

Asp

vVal

Ala
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Thr

305

Ser

Ser

Val

Leu

Thr

385

Leu

Glu

Ile

Glu

Lys

465

Asn

Asp

Leu

Phe

Ala

545

Lys

Arg

Met

Lys

WO 03/012102

290

Asn
Ser
Pro
Tyr
Lys
370
Lys
Val
Arg

Gly

Leu
450

val ‘

Phe

Glu

Ile

Ser

530

His

Cys

Ala

His

Val
610

Cys

Gln

Ser

Cys

355

Ile

' Phe

Val

Asn

Gly

435

Arg

Ser

Glu

Cys

515

Asp

Leu

Leu

Arg

Tyr

595

Cys

Ser

Ser
Arg

Glu
340

Tyr
Ile
Ser
Asp
Ile
420
Ser
Gln
Arg
Ile
Ala
500
Lys
Asn
Arg
Tyr
Phe
580

Lys

Phe

Ser
Arg
325
Cys
Val
Pro
Tyr
Asp
405
Leu
Glu
Val
His
Ser
485
Leu

Ala

Asn

Leu

Glu
565

Thr

Tyr

Ile

Thr

310

Pro

His

Ser

Trp

Leu

390

Gly

Ala

Thr

His

,Aia

470

Asp

Asp

Leu

Gln

Lys

550

Serx

Arg

Phe

Leu

295

Pro

Ser

Thr

Pro

Arg

375

Gly

Ile

Ala

Phe

Met

455

Leu

Trp

Trp

Phe

Ala

535

Met

Ser

Ser

Glu

Asn
615

Trp

Thr

Pro

Lys

360

Leu

Pro

Gln

Thr

Gln

440

Lys

Leu

Ser

CGly

Asp

520

Leu

Tyr

Leu

Phe

Thr

600

Asn

His

Ala

Glu

345

Gln

Tyr

‘Asp

Pro
Phe
425
Asp
Arg
Glu
Lys
Gly
505
Thr
val

Glu

Gly

23/53

Leu

Val

330

Lys

Phe

Thr

Pro

Pro

Pro
315

Asp

Val

Ser

Phe

Val

395

val

410

Ile

Lys

Pro

Ser

Asn

490

Pro

Thr

His

Phe

Gly

570

Leu
585

Asp

Rsp

Ala

Asp

Met

Arg

Val

His

Ser

475

Phe

Arg

Asn

Pro

Ala

555

Ala

Gln

Pro

Ser

300

Pro
Glu
Lys
Val
Arg
380
His
Glu
Ser
Asn
Ser
460
Leu
Glu
Arg
Gln
Asn
540
Gly
Tyr
Ile

Glu

Glu
620

Met

Glu

Lys

Lys

365

Val

Lys

Leu

Leu

Phe

445

Lys

Lys

val

Glu

Leu

525

Pro

Arg

Lys

Ile

Phe

605

Met

His

Asp

Pro

350

Glu

Cys

Leu

Ser

His

430

Phe

Val

Ala

Val

Trp

510

Phe

Asn

Leu

Gln

Gly

590

Tyr

Glu

Met
Glu
335
Lys
Phe
Pro
Leu
Cys
415
Lys
Gln
Thr
Thr
Phe
495
Phe
Thr
Arg
val
Leu
575
Leu

Lys

Leu

Thr

320

Asp

Lys

Tyr

Gly

Thr

400

Lys

Asn

Arg

Leu

Arg

480

Gln

Glu

Arg

Pro

Gly

560

val

Arg

Ser

val
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Phe
625
Glu
Ile
Lys
Glu
Cys
705
val
Trp
Gln
Leu
Pro
" 785

Ser

Cys

WO 03/012102

Ala

Leu

Phe

Glu

Asn

690

Gly

Val

Thr

Phe

Cys

770

Thr

Tyx

Glu

<210> 7
<211s> 210
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 7
Met Glu Gly Met Asp

1

Glu

Met

Glu

675

Leu

Thr

Gly

Val

Thr

755

Pro

Ala

Glu

Gly

Glu

Thr

Leu

660

Val

Leu

Gly

Gly

val

740

Thr

Ser

His

Glu

Phe
820

Lys

Gly

645

Agn

Glu

Ala

Asp

Ser

725

Ser

Gly

Phe

Thx

Tyr

630

Gly

Leu

His

Ile

Ile

710

Trp

Sex

Ser

Gln

Cys

Asn

Ala

Leu

Phe

Phe

695

Ser

His

Leu

Ser

Ile

775

Phe

. 790

Val
805

Gly

5

Leu Thr Phe Thr Thr

20

Pro Gly Gly Ala Gly

35

Ile Gln Leu Val Gln

50

Ala Ala Met Gln Ala

His

Met

Lys

Val

Ile

Lys

Gly

Arg

Leu

Glu

Leu

Val

Ala

55

Leu

Lys

Gln

Ala

Leu

680

Asp

val

Phe

Thr

Gln

760

Ile

Asn

Met

Thr

Ser

val

40

Arg

Leu

Ser

Thr

Gln

665

Lys

Glu

Ser

Arg

Gln

745

Leu

Ala

Gln

Leu

Phe

Asp

Gly

Leu

Lys

24/53

Gly Gln Leu

Pro
650

Tyr

Gly

Asn

Asp

Glu

730

Glu

Pro

Ala

Leu

Gln
810

Glu
10

Gln

Glu

Val

635

val

Arg

Leu

Glu

Phe

715

Lys

Glu

Pro

Pro

Cys

795

Leu

Phe

Gln

Gly

Glu

Val

Thr

Leu

Asn

Leu

700

Lys

Val

Leu

Gly

Thr

780

Leu

Ala

Lys

Val

Asp

Ser

60

Pro

Asp
Asn
Ala
Glu
685
Glu
Ala
Met
Ala
Gly
765
His
Pro

Ile

Phe
Val
Arg

45

Lys

Gln

Lys
Ala
Ser

670

Leu

Arg
Arg
750
Phe
Ser

Thr

Ser

Gly
Glu

30
Ser

Glu

Ala

Val

Asn

655

Gln

Val

Leu

Ala

Trp

735

Leu

Ala

Thr

Tyr

Glu
815

Lys

15

Leu

Arg

Gln

val

val

640

Lys

Val

Pro

Met

val

720

Phe

Leu

Ala

Leu

Asp

800

Gly

Glu

Ile

Phe

val

Leu
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65

~ Asp Leun
Glu Val
Glu Pro
Phe Thr

130

Ser Arg
145

Glu Thr
Phe Leu

Tyr Ala

Glu Glu
210

<210> 8

Leu

Thr

Ser

115

Asn

Leu

Thr

Pro

Ala
195

<211> 378
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 8

Thr
Val
100
Asp
Glu
Pro
Rsp
His
180

Tyr

Trp

85

Asp

Ser

Asp

Ala

Ala
165

Tyr

Asn

Met Gln Met Ser Glu

1

Leu Gln

Val Arg

Ala Glu

50

Glu Ile
65

~Met Phe

Glu Met

Lys Arg

Lys

Arg

35

Ala

Cys

Glu

Cys

Tyr
115

Lys

20

Sex

Thr

Pro

Glu

Ser

100

Phe

5

Asp

Arg

Asp

Glu

Met

85

Cys

Leu

70

Gln

Ala

Axg

Arg

Arg

150

Leu

Ala

Cys

Lys

Glu

Leu

Phe

Ser

70

Thr

Met

Phe

Glu

Leu

Val

Ser

135

Ile

Pro

Ser

Val

Lys

Phe

Val

Cys

55

Gly

Lys

Trp

Gly

Leu
Arg
Gln
120
Arg
Tyr
Glu

Ala

Ala
200

Ala
Pro
Lys

40
Lys
Gly
Pro

Phe

Met
120

Glu

Lys

105

Tyr

Phe

Ile

Ser

Lys

185

Ile

Tyr

Pro

25

Asp

Val

Val

Glu

Pro

105

Leu

25/53

Lys
90
Leu

Phe

Leu

Ser
170
Val

Asp

Met

10

Ser

Ala

Leu

Ser

Tyr

90

Ala

Cys’

75

Lys

Thr

Trp

Arg

Pro

155

Thr

Cys

Thr

Leu

Pro

Leu

val

Ser

75

Gly

Lys

Gly

Val

Arg

Glu

Phe

140

Asp

Cys

Glu

Asp

Met

Arg

Arg

val

60

Glu

Met

Pro

Leu

Cys

Phe

Ala

125

Val

Lys

Ser

Glu

Met
205

His

Phe

Gln

45

Glu

Phe

Phe

Lys

Ser
125

Gly
Glu
110
Leu
Thr
Leu
Ser
Lys

190

Ser

»Glu

Ile

30

Leu

Phe

Phe

Met

Pro

110

Leu

Asp

95
Asp
Asn
Gly
Gly
Thr
175

Leu

Pro

Thr
15

Leu

Ser

Tyx
95

Glu

Phe

80

Pro

Phe

Asn

Arg

Tyr

160

Leu

Arg

Trp

Ile

Arg

Gln

Asn

Cys

80

Pro

Lys

Asn
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Leu

Leu

145

Leu

Gly

val

Lys

Val

225

Glu

Ile

Lys

Trp

" Phe

305

Met

Pro

Thr

Arg

WO 03/012102

Asn Val Ala Asn

130

Asp Gln

Gly Lys

Asp Ala

Asp Leu
195

Arg Asp
210

Lys Ala

Lys Glu

Ile Gly

Tyr Glu
275

Lys Ala
290

Phe Leu
Glu Ile
Thr Ser
Met Glu

355

Gly Phe
370

<210> 9
<211> 947
<212> PRT

<213>

<400> 9
Met Cys Val Asp Ser Leu Val Arg Ile Cys Ser Gly Leu Ser Tyr Gly

1

Lys
Ser
Leu

180

Ile

Tyr

Val

Ile

Asn

260

Gln

Phe

Thr

val

Ile

340

Arg

Val

Pro

Leu

165

Cys

Pro

Val

TYyr

Leu

245

Thr

Gly

His

Gly

Phe

325

Thr

Met

Ser

Homo sapiens

5

Leu

Ser

150

Gln

Ile

Asn

Ser

Glu

230

Arg

Asp

Tyr

Lys

Pro

135

Leu

Glu

Arg

Gly

Lys

215

Glu

His

Tyr

Gln

Leu

. 295

Arg

310

Arg

Cys

Glu

Pro

Asp
Cys
His
Glu

Met
375

Phe

Glu

val

Phe

Ile

200

TYyr

Phe

Phe

Asp

Lys

280

Thr

Arg

Pro

Asn

Ala

360

Leu

Pro

Asp

Leu

Ser

185

Ser

Ile

Gln

Tyr

Trp

265

Ser

Leu

Leu

Glu

Ile

345

Leu

Thr

26/53

Leu

Leu

Asp

170

Ile

Ile

Asp

Arg

Pro

250

Lys

His

Asp

His

Thr

330

Leu

Gln

Gln

10

Ala
Lys
155

Asp

Pro

Tyr

Leu

140

Glu

Ala

Trp

Val

Ile

© 220

Gly
235
Glu
Gln

Pro

Glu

Ala

315

Phe

Ser

Val

Ser

Phe

Glu

Phe

Thr

Lys

300

Arg

Ser

Leu

Ala

Tyr
Leu
Ala
Asp
Asp
205
Phe
Tyr
Leu
Glu
Ile
285
Lys
Gly
Glu

Pro

Ile
365

Lys
Ser
Asp
Gln
190
Gln
Asn
Arg
Met
Gln
270
Gln
Lys
Ile
Arg
Lys

350

Asn

Lys

Pro

Asp

175

Asn

Thr

Val

val

Thr

255

Asn

Leu

Phe

Gln

Asp

335

Tyr

Asn

15

Leu
Arg
160
Ile
Asp
Asn
Ser
Cys
240
Ala
Ser
Phe
Leu
Lys
320
His

Ser

Asn

Arg Ile Arg Asn Ile Lys Ser Leu Ser Asp Ile Gln Ile Val Gln Val

20

25

30
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Ala

Phe

Cys

65

Pro

Leu

Gly

Leu

Ala

145

Tyr

Lys

Arg

Phe

Arg

225

Gln

Ile

Asn

Ile

Ser

305

Ser

Asp

WO 03/012102

Cys

Cys

50

Lys

Phe

Ser

Leu

Arg

130

Ala

Gly

Val

Gln

Gly

210

Lys

Cys

Phe

Cys

Trp

290

Gly

Ser

His

Gly

35

Trp

Lys

Met

Gly

Asn

115

Ser

Leu

Gln

Phe

His

155

Leu

Ser

Leu

Ser

Gly

275

Thr

Arg

Ser

Tyr

Tyr

Gly

Gln

Gln

Ala

100

Asp

Gln

Thr

Leu

Glu

180

Thr

Gly

Pro

Pro

Gly

260

Pro

Val

Phe

Gly

Arg
340

Tyx

Gln

Thr

Val

8S

Ile

Glu

Lys

Lys

Gly

165

Leu

Ser

Gly

Phe

Asp

245

Gly

Pro

Asn

Pro

Cys

325

Thr

His

Asn

Ser

70

Ala

Phe

Asn

Ile

Glu

150

His

Met

Ala

Asn

Thr

230

Ile

Asp

Asp

Glu

Val

310

Leu

Gly

Ser

Lys

55

Pro

Ala

Gly

Asp

Val

135

Gly

Asn

Gly

Phe

Gly

215

val

Asp

Gln

Asp

Ala

285

Glu

Asn

Thr

Leu

40

Tyr

Gln

Gly

Trp

Arg

120

Tyr

Gly

Ser

Ser

Val

Ala

Gly

Leu

Gly

Gly

105

Tyx

Ile

val

Thr

Ile

185

Pro

200

Gln

Lys

Ser

Ser

Phe

280

Leu

Ile

Gly

Arg

Leu

Gly

Glu

Phe

265

Arg

Ile

Ala

Ser

Phe
345

27/53

Leu
Gln
Leu
Ala

90
Arg
Val
Cys
Phe
Ser
170
Val
Ser
Gly
Asn
Glu
250
Ser
Cys
Gln
Asn
Phe

330

Ser

Ser

Leu

Lys

75

His

Agn

Pro

Cys

Thr

155

Thr

Ser

Thr

Trp
235
Tyx
His
Pro
Lys
Glu
315

Leu

Gly

Lys
Gly

60
Ser

Ser

Lys

‘Asn

Gly

140

Phe

Glu

Glu

Gly

Gly

220

Tyr

Phe

Tyr

Asn

Trp

300

Ile

Ala

Val

Ala
45
Leu
Leu
Phe
Phe
Leu
125
Glu
Gly
Ile
Ile
Arg .
205
Ser
Pro
Cys
Sexr
Pro
285
Leu
Asp

Val

Asp

Ser

Gly

Leu

Val

Gly

110

Leu

Asp

Ala

Asn

Ala

190

Ile

Thr

Tyr

Val

Ser

270

Thr

ser

Gly

Ser

Met
350

Glu

Thr

Gly

Leu

95

Gln

Lys

His

Gly

Pro

175

Cys

Iyr

Sex

Asn

Lys

255

Pro

Lys

Tyr

Thr

Asn

335

Asn

val

Asp

Ile

80

Thr

Leu

Ser

Thr

Gly

160

Arg

Gly

Ser

Asn

Gly

240

Arg

Gln

Gln

Pro

Phe

320

Asp

Ala

PCT/FR02/02782



Ala
Ser
Thr
385
Pro
Ile
val
Ile
Lys
465
Met
Glu

Ala
Pro
545
Thr
Asp
Glu
Val
Lys
625
Gly

Asp

Trp

WO 03/012102

Arg Leu Leu

Gln
370
Ser
Glu
Pro
Leu
Val
450
Ile
Thr
Gly
Leu
Tyr
530
val
Thr
Gln
Sex
Gly
610
Lys
Gly

Pro

Phe

355

Gln

Ser

Cys

Phe

Glu

val

Leu

Pro

Gly

420

Asn

435

Glu

Gly

Ala

Gln

Ile
515

Gly

Thr

Leu

Ala

Val

595

Asp

Pro

val

Lys

Ser

Leu

Ile

Leu:

Ile

500

Asp

Met

Ile

Leu

His

580

Asn

Ala

Leu

Arg

Tyr

660

Asp

Phe

Ala

Pro

Leu

405

Thr

Trp

Phe

Pro

Lys

485

Ile

Ile

Asp

Cys

Gln

565

Arg

Pro

Met

Lys

Lys

645

Gly

Lys

His
Ala
Asp
390
Met
Ala
Txp
Lys
Pro
470
Val
Gln
Arg
val
Thr
550
Thr
Gln
Cys
Glu
Val
630
Glu

Met

Thr

Lys

Ser

375

val

Ser

Leu

Ser

Glu

455

Ser

Leu

Tyx

Asn

Asn
535

TYyr

Asp

Asn

Leu

val

615

Ile

Phe

Phe

Phe

Leu

360

Leu

Glu

Asp

val

val

440

Val

Glu

Glu

Asp

Asp

520

His

Pro

Ala

Val

Ile

600

Leu

Phe

Phe

Arg

Glu

Ile
Glu
Ala
Ser
Asn
425
Leu
Val
Arg
Ile
Lys

505

Tyr

Gly

Phe

val

Ser

585

Leu

Arg

val

Leu

Tyr
665

Asp

28/53

Gln
Lys
Leu
Asn
410
Leu
Glu
val
Arg
Leu
490
Phe
Ile
Leu
val
Leu
570
Ser
val
Lys

Gly

Leu
650

Tyr

Ser

Pro
Asn
Arg
395
Asn
Glu
Pro
His
Ile
475
Tyr
Asn
Thr
Phe
555
Gln
Leu
Val
Thr
Glu
635
Ile

Glu

Asp

Asp

Leu

380

Phe

Phe

Lys

Pro

Leui

460

Phe

Arg

Ile

Trp

Glu

540

Asp

Met

Phe

Arg

Lys

620

Asp

Met

Asp

Leu

His
365

Ile
Tyx
Thr
Ala
Leu
445
Leu
Asn
Val
His
val
525
Leu
Ala
Gln
Leu
Arg
605
Asn
Ala
Arg
Ser

Phe

Pro

Pro

Leu

Thr

Pro

430

Phe

Lys

Ser

Asn

Glu

510

Gln

Ala

Gln

Met

Pro

590

Glu

Ile

Val

Glu

Arg

670

His

Gln

Lys

Thr

Ile

415

Leu

Leu

Leu

Phe

Glu

495

val

Gln

AsSp

Ala

Ala

575

Val

Asn

Asp

Asp

Leu

655

Leu

Leu

Ile

Leu

Leu

400

Ala

Lys

Lys

Tyr

Leu

480

Lys

Gln

Gln

Ile

Lys

560

Ile

Ile

Ile

Tyr

Ala

640

Leu

Ile

Ile
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Gly
His
705
Leu
Gln
Asn
Leu
Glu
785
Ser
Lys
Gly
Lys
Val
865
Leu
Leu
His
Thr

Ser
945

WO 03/012102

val

650

Phe

Asp

Leu

Phe

val

770

Phe

Leu

Val

Asn

Gly

850

Phe

Thr

Vval

Thr

Leu

930

Leu

<210> 10
<211> 15

<212>
<213>

<400> 10

675

Ile
Pro
Asp
Leu
Thr
755
Leu
Val
Phe
Leu
Thr

835

Glu

Gly
Ile
Cys
915

Arg

Ile

72

PRT
Homo sapiens

Cys

Leu

Leu

Asp

740

Ile

Asn

Asp

Asp

Leu

820

Asn

Tyr

Glu

Ser

Gln

900

Phe

Ser

Gly

Ala

Lys

725

Tyr

Thr

Gly

Ala

Ala

805

Leu

TyY

Trp

Leu

Asp

885

Ser

Asn

Lys

Leu

Leu

710

Glu

Pro

Val

Ala

TyY

790

Phe

Phe

Asp

Ala

Pro

870

Arg

Thr

Leu

Leu

Ala
695

Tyr
Leu
Glu
Glu
Asp
775
Val
His
Gln
Trp
Glu
855
Leu
Ile
Gly

Leu

Ile
935

680

Ile

Lys

Met

Asp

Asn

760

Thr

Asp

Ala

Pro

Lys

840

His

Glu

Pro

Gly

Asp

920

Gln

Tyr

Lys

Pro

Asp

745

Phe

Ala

Tyr

Gly

Asn

825

Glu

Pro

Lys

Ile

Gly

905

Leu

Ala

29/53

Asn

Leu

Asp

730

Ile

Gly

Vval

Ile

Phe

810

Glu

Leu

Thr

Lys

Leu

890

Glu

Pro

Ile

Cys

Leu

715

Val

Glu

Ala

Asn

Phe

795

His

Leu

Glu

Ile

Lys

875

Gly

Glu

Lys

Asp

Thr

700

Lys

Gly

Glu

Thr

Lys

780

Asn

Lys

Gln

Lys

Lys

860

Gln

Met

Tyr

Tyr

His
940

685

Ile

Lys

Arg

Thx

Glu

765

Gln

Lys

Val

Ala

Asn

845

Ile

Phe

Lys

Leu

Thr

925

Asn

Val

Lys

Ser

Phe

750

Val

Asn

Ser

Cys

Met

830

Thr

-Phe

Leu

Ser

Pro

910

Glu

Glu

Asp

Pro

Met

735

Cys

Lys

Arg

Val

Gly

815

Val

Glu

Trp

Leu

Leu

895

val

Lys

Gly

Leu

Ser

720

Gln

Leu

Glu

Gln:

Ala
800
Gly
Ile
Tyxr
Glu
Phe
880
Lys
Ser

Glu

Phe
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Met

Pro

Ala

Asp

Met

65

Asp

Ile

Val

Pro

Gly

145

Asn

Gly

Arg

Leu

Ala

225

Asn

Asp

Ile

Leu

Arg

305

Glu

WO 03/012102

Ala

Gln

Gln

Thr

50

Tyr

Ile

Asp

Thr

Tyr

130

Ile

Pro

Asn

Ala

Lys

210

His

Pro

Val

Ile

Glu

290

Arg

Val

Ser
Met
Ser

35
Asp
Glu
Lys
Glu
Gly
115
Phe
Ser
Ala
Leu
Val
195
Met
His
Ile
Leu
Lys
275
Arg

Leu

Thr

Ser
Arg

20
Ser
Leu
TYr
Glu
Asn
100
Thr
Met
Gly
Val
His
180
Gly
Ser
Gly
Trp
Glu
260
Arg
Gln

Pro

Ser

Ala

Tyx

Met

val

Thr

Glu

85

Ser

Gln

Glu

Ala

Met

165

Ser

Leu

Ile

Gln

His

245

Ile

Phe

Ala

Ala

Ser

Arg

Thr

Pro

Thr

Leu

70

Val

Pro

Lys

Pro

Leu

150

Met

Arg

Lys

Gln

Glu

230

Arg

Glu

Leu

Ile

Asp

310

Val

Glu

Leu

Glu

Ser

55

Gly

Asp

Ala

Gly

Glu

135

Arg

Gly

Lys

Lys

Pro

215

Arg

Glu

Ile

Gly

Gly

295

His

His

His
Ser
Asn

40
Glu
Gln
Pro
Asn
Gln
120
Ile
Ala
Ala
Leu
Gly
200
Gly
Arg
Lys
Lys
Lys
280
Asp

val

Glu

Leu
Pro

25
Met
Ser
Ala
Ser
Phe
105
Ile
Lys
Thr
Glu
val
185
Met

Lys

Serx

Asp
265
Leu
Gln

Ser

Asp

30/53

Leu

10

Glu

Thr

Arg

Gln

Asp

90

Trp

val

Ile

Thr

Gly

170

Ser

Phe

Lys

Thr

Ser

250

Lys

Thr

Met

Gly

Ala

Phe

Asn

Leu

sSer

Asn
75

Trp

Asp

Trp

Cys

Pro

155

Met

Phe

Phe

Ser

Ile

235

Phe

Phe

Ile

Leu

Tyr
315

Ser

val

Leu

Gln

Ser

60

Leu

Ile

Ser

Arg

Phe

140

Cys

Glu

Thr

Asn

Ser

220

Ile

Phe

Ala

Pro

Ser

300

Leu

Pro

Arg
Gln
Arg

45
Leu
Ile
Gly
Lys
Ile
125
Lys
Ile
Gly
Leu
Pro
205
Phe
Ser
Ala

Lys

Val
285

Tyr

Gln

Glu

Arg

Ser

30

Ala

Thr

Ile

Leu

Asn

110

Glu

Tyr

Thr

Gly

Ser

190

Asp

Pro

Asn

Leu

Ser

270

Gln

Asn

Phe

Ala

Arg

15
Leu
Asn
Ala
Phe
Tyr

95
Arg
Pro
Tyr
Val
Ala
175
Asp
Pro
Thr
Thr
Leu
255
Arg
Arg
Leu

Lys

Val

Asn

Ala

Ser

Ser

Trp

His

Gly

Gly

His

Lys

160

Ser

Leu

Tyr

Cys

Thr

240

Thr

Pro

Leu

Gly

Val

320

Gly
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Thx

Asp

Asn

Sex

385

Sex

Asn

Thr

Ser

Ser

465

Sexr

Ala

val

Lys

Pro

545

Asp

Thr

Arg

Gln

Val

625

Ala

WO 03/012102

Ile

Asp

Gly

370

Phe

Thr

Asp

Ala

Ser

450

Asp

Leu

Asp

Glu

Pro

530

Ala

Gln

Ser

Ala

Val

610

Ser

Asp

Leu

Glu

355

Pro

Arg

Ser

Tyr

Thr

435

Phe

Glu

Glu

Asp

Asn

515

Glu

Pro

Gly

Gly

val

595

Ser

Glu

Ser

Gly

340

Asp

Val

Thr

Ser

Leu

420

Cys

Pro

Glu

Glu

Gly

500

Glu

Asn

Glu

Ser

Ala

580

Ser

Ser

Ala

Ser

325

Val
Met
Ser
Sexr
Arg
405
Asp
Ser
Thr
Asp
Glu
485
Ser
Glu
Leu
Glu
Ala
565
Asp
Glu
Glu

Ser

Cys
645

Asn
Pro
Glu
Ser
390
Thr
Ala
Glu
Asp
His
470
Gly
Leu
Ala
Pro
Gly
550
Glu
Thr
Thr
Thr
Thr

630

Asn

Ser

Gly

Asp

375

Thr

Ser

Ile

Arg

Thr

455

Glu

Gly

Thr

Ser

Glu

535

Glu

Leu

Gly

Glu

Glu

615

Arg

Glu

Val
Ser
360
Ser
Leu
Pro
Glu
Ser
440
Arg
Phe
Leu
Ser
Thr
520
Leu
Gly
Cys
Thr
Ser
600
Pro

Pro

Ser

Asn

345

His

Ala

Glu

Pro

His

425

Met

Leu

Gln

Ile

Gln

505
His

Ala

Gly

Gly

Ser

585

Leu

Ser

Glu

Val

31/53

330

Gly

His

Ala

Ile

Arg
410

Asn

Gly
Asn
Gln
Met
490
Thr
Glu
Glu
Pro
Ser
570
Asp
Asp
Asp

Gly

Thr
650

Asp
Asp
Asp
Asp
395
Gly
Gly
Ala
Ala
Asp
475
Phe
Lys
Ala
Ser
Glu
555
Gln
Ala
Gln
Pro
Glu

635

Thr

Leu
Ser
Gly
380

Thr

Arg

Ser
Met
460

Leu

Ser

‘Leu

Ala

Ser

540

Pro

Glu

Ser

Gly

Ala

620

Ser

Gln

Gly
Gln
365
Thr

Glu

Gln

Ser

Pro
445
Leu
Gly
Arg
Glu
Ser
525
Leu
Gln
val
Gly
Ser
605
Arg

Asp

Leu

Ser
350
Val
Pro
Glu
Asp
Arg

430

Lys

Tyx

Ala

Asp

510

Phe

Pro

Pro

Asp

Gly

590

Glu

Thr

Leu

Ser

335

Pro

Cys

Lys

Leu

Ser

415

Pro

Leu

Ile

Pro

Ser
495

Asn

Glu
Ala
Ser
Gln
575
Ser
Pro
Glu
Glu

Ser
655

Ser

Ser

His

Thr

400

Leu

Gly

Arg

Asp

Ser

480

Arg

Pro

Asp

Gly

Ala

560

Pro

Arg

Ser

Ser

Cys
640

Val

PCT/FR02/02782



Asp

Ala

Thr

Gly

705

Gly

Trp

Pro

Gly

Gly

785

Arg

Ile

Thr

Arg

Ser

865

Ala

Asp

Ile

Glu

Thr

945

Thr

WO 03/012102

Thr

Phe

Ser

690

Ser

Ala

Gln

Pro

Ala

770

His

TYyr

Asp

Thr

Ser

850

Ile

Ile

Phe

Thr

Phe

930

Asn

His

Arg

Ser

675

Ser

Leu

Glu

Arg

Gln

755

Thr

Gln

Gln

Ser

Trp

835

Asn

Arg

Asp

Arg

Leu

915

Phe

Asn

His

Cys

€60

Ser

Gly

Pro

Ser

Arg

740

Glu

Ala

Pro

Arg

His

Ser

Gln

Pro

Val

Ala

725

Gly

Glu

Gln

Leu

val

805

Gly

820

Gln

Ser

Arg

CGly

Arg

900

Leu

Thr

Thr

Phe

Arg

Ile

Thr

Ala

885

Glu

Leu

Val

Cys

Glu
965

Ser

Glu

Ala

Val

710

Thr

Ser

Gly

Glu

Arg

790

Asp

Arg

Pro

Gln

Met

870

Gly

Asn

Gln

Leu

Leu

950

Arg

Leu

Glu

Glu

695

Gln

Val

Leu

Ser

Glu

775

Ser

Glu

Ile

Thr

Gln

855

Thr

Glu

Ile

Ser

His

935

Lys

Tyr

Glu

Glu

680

Gly

Val

Pro

Glu

Ala

760

Gly

Leu

Ala

Phe

Ala

840

Met

Asn

Glu

Leu

Pro

920

Ser

His

Gln

Ser

665

Asp

Ser

Pro

Asp

Gly

745

Gly

Ala

Pro

Leu

Tyr

32/53

Ala

Gly

Gln

Ser

Gln

730

Ala

Glu

Thr

Ser

Pro

810

Val

825

Pro

Glu

Glu

Ala

Pro

905

Pro

Asn

Met

His

Pro
Gln
Arg
Asp
890
His
Val
P;o_
Ile

Asn
970

Arg
Ala
Glu
Gly
715
Glu
Al;
Ala
Gly
val

795

Pro

Asp.

Ala

Leu

Pro

875

Phe

Ser

Lys

Ser

Thr

955

Arg

Phe

Cys

Ser

700

Glu

Glu

Ala

Gln

Gly

780

Arg

Asn

His

Pro

Asn

860

Glu

Thr
Phe
Ala
940

Lys

Asp

Pro

Ala

685

val

Asp

Leu

Ala

Glu

670

Ala

Cys

Glu

Gly

Ala

750

Gly
765
Ser
Gln
Trp
Val
Gln
845
Axg
Glu
Gln

Ser

Leu
925

Tyr

Val

Leu

Thr

Gln

Asp

Glu

Asn

Thr

Glu

Thr

Gly

Glu

735

Glu

Cys

Ala

val

Ala

815

Arg

830

Val

Arg

Asn

Ala

Arg

910

Ile

Arg

Arg

Val

Leu

Tyr

Thr

Ser

895

Ser

Ser

Met

Arg

Gly
975

Pro
Pro
Ala
Pro
720
Val
Ser
Glu
Asn
ser
800
Arg
Thr
Gln
Gln
Asn
880
Ala
Arg
Pro
Phe
Asp

9260

Phe

PCT/FR02/02782
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Phe Ala Asn
980

Leu Asn Met

His
995

Met Lys Agp His Gln

Arg Thx Thr Thr Phe Ile

1010

Pro Thr
1025

Ala Leu Val
1030

Ser

His Ser Ala Gly Glu

1045
Val Leu

Pro Arg Pro Ser

1060

Tyr Gln Asp Met Val
1075

Pro

Leu Arg Gln Pro Asn Ile

1090

Leu Thr Arg Asn His Ser
1105 1110

Glu Gly Thr Pro Gly Leu
1125

Met Leu Leu Ser Leu Phe
1140

‘His Ala Leu Leu His Pro
1155

Lys Gln Leu
985

Gly Lys Ala
1000

Asp Pro Arg
1015

His Arg Gln

Val Gly Glu Asp Ser Arg His Ala

Ser Thr Phe
1065

Val Ala
1080

Tyr

Phe Glu Ile

1085

Leu Arg Glu

Val Arg

Glu Glu Glu

1145

Ser Tyr Cys
1160

33/53

Glu Leu Pro Arg Gly Trp

990
Phe Phe Val Asp His Asn
1005

Leu Pro Leu Gln
1020

Ser Ser

His Leu Thr Arg
1035

Gln Arg

Gly Pro

1050 1055

Asn Thr Val Ser Arg Pro
- 1070

Asn Asp Lys ile.Val'Ala
1085
Leu Gln Glu Arg Gln Pro
1100

Lys Ile Gln Phe Ile Arg
1115

1130 1135

Ile Met Ser Tyr Val Pro
1150

Gln Ser Pro Arg Gly Ser
1165

Val Ser Ser Pro Gln Asn Ser Pro Gly Thr Gln Arg Ala Asn Ala

1170

Ala Pro Ala Pro Tyr Lys
1185 1190

1175

Arg Asp Phe

1180

Glu Ala Lys Leu Arg Asn
1195

Tyr Arg Lys Leu Glu Thr Lys Gly Tyr Gly Gln Gly Pro Gly Lys

1205

Lys Leu Ile Ile Arg Arg Asp His Leu Leu

1220

Ile Met Gly Tyr Ser
1235

Arg

Thr Phe Val Gly Glu Glu

1250

Phe Phe Phe Leu Val Ser Arg Glu Leu Phe Asn Pro Tyr Tyr

1265 1270

Phe Glu Tyr Ser Ala Asn
1285

Ser Ala Phe Val Asp Asn

1225

Lys Asp Leu

1240

Gly Leu
1255

Asp

Asp Thr

His His

1210 1215

Glu Asp Ala Phe Asn
1230

Arg Asn Lys Leu Tyr
1245

Gln

Tyr Ser Gly Pro Ser Arg

1260
Gly
1275

1290 1295

Glu

Ser

Arg

Ser

1040

Pro

Gln

Phe

Asp

Thr
1120

Leu Ser Ser Asp Ala Asp Leu Val

Pro
Pro
Arg
Phe
1200
Leu
Gln
val

Glu

Leu
1280

Tyr Thxr Val Gln Ile Ser Pro Met

Glu Trp Phe Arg Phe Ser Gly Arg

PCT/FR02/02782
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1300

34/53

1305

Ile Leu Gly Leu Ala Leu Ile His Gln Tyr Leu Leu Asp

1315

Thr Arg Pro
1330

Asp Leu Glu
1345

Lys Asp Asn

Glu Glu Val Phe Gly Gln Ile Thr Glu Arg Glu Leu

Ala Asn Ile
1395

Met Val Lys
1410

1320

Phe Tyr Lys Ala Leu Leu Arg Ile Leu

1335

Tyr Leu Asp Glu Glu Phe

1350
Asp Ile His Asp Ile
1365
1380

Pro Val Thr Glu Lys
1400

1325

Cys
1340

His Gln Ser
1355

Leu

Leu Asp Leu Thr Phe

1370

Lys
1385

Glu Tyr
1405

Asn Lys Lys

Trp Arg Ile Glu Arg Gly Val Val Gln Gln

1415

1420

Leu Val Arg Gly Phe Tyr Glu Val Val Asp Ala Arg Leu

1425

Phe Asp RAla

Asp Leu Ser Asp Trp Arg Asn Asn Thr Glu

Asp Asn His Ile Val Ile Arg Trp Phe

1475

Asn Asn Glu Gln Arg Leu Arg Leu Leu Gln

1490

Ser Ile
1505

Arg Arg Phe

Ala His

Ser Met Leu Tyr Glu Lys Leu Leu Thr Ala Vval

1585

Phe Gly Leu
1570

<210> 11
<211> 706
<212> PRT

1430

Arg Glu Leu Glu Leu Val Ile

1445

1460

1480

1495

Pro Tyr Glu Gly Phe Ala Ser

1510

Cys Val Glu Lys Trp
1525

Thr Cys Phe Asn Arg Leu Asp Leu Pro

1540

1560

Glu

<213> Homo sapiens

<400> 11

1435

Ala Gly Thr
1450

Tyr Arg Gly
1465

Ala Vval
- 1485

Trp Ala
Phe Val Thr
1500

Leu Arg Gly Ser

1515
Gly Lys Ile Thr Ala
1530

Pro Tyr
1545

Glu Glu
1565

1310

Ala Phe Phe

Asp Leu Ser

Gln Trp Met
1360

Thr val Asn
1375

Pro Gly Gly
1390

Ile Glu Arg
Thr Glu Ser
Val Ser Vval

1440

Ala Glu Ile
1455

Gly Tyr His
1470

Glu Afg Phe
Gly Thr Ser
Asn Gly Pro

1520

Leu Pro Arg
1535

Pro Ser Phe
1550

Thr Ser Thr
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Met
Cys
Lys
Ser
Leu
65
‘Arg
Iie
Pro
Thr
145
Arg
val
Asn
Ile
Glu
225
Lys
Arg
Leu
VI le
Asn

305

Pro

WO 03/012102

Asn

Arg

Glu

Gly

50

Ile

Cys

Cys

Phe
Val
130
Ile
Ser
Gln
Asn
Pro
210
Leu
Glu
Cys

Arg

Tyr
290

Ser

Lys

Glu
Lys
Lys

35
Ile
Glu
Val
Lys
Gln
115
Gln
Cys
Pro
Ala
Ser
195
Glu
Leu
Gly
Gln
Ser
275
Asn

Asn

Leu

Ser

His

20

Trp

Trp

Asp

Cys

Arg

100

Phe

Ile

Leu

Cys

Ile

180

Asp

Lys

Gln

Arg

Cys

260

Trp

Ser

Asn

Pro

Lys

Asp

Asn

Gln

Ile

Lys

85

Ser

Thr

Ile

Glu

Cys

165

Asn

Ile

Asp

His

Asp

245

Cys

Glu

Gly

Val

Arg

Pro

Asp

Leu

Arg

70

Lys

Tyr

Gly

Thr

Phe

150

Lys

Ala

Phe

Ala

Tyx
230
Tyr
Gly
Gln
Glu
Gly

310

Gln

Gly
Cys
Thx
Gly

55
Lys
Asn
Hisg
Asn
Ser
135
Ile
Asn
Gly
Gln
Ser
215
Glu
Asn
Ser
Asn
Phe
285

Ile

Ser

Asp
Pro
Val

40
Lys
Glu
Gly
Phe
Phe
120
Asn

Glu

Ala

Ala

Lys

200

Trp

Arg

Ala

Ser

Trp

280

Gln

Thr

Pro

Ser

Asn

25

Glu

val

Ala

Pro

105

Ala

Asn

Pro

Trp

Phe

185

Glu

Glu

Cys

Pro

Gly

265

Glu

Lys

Asp

Gly

35/53

Gln

10
Lys
Tyr
Glu
Asn
Ser

90
Cys
Ser
Tyr
Ile
Phe
170
Phe
Met
Leu
Asp
Asp
250
Thr
Cys
Ala

Cys

Ser

Asn

Glu

Arg

75

Ile

Gly

Phe

Arg

Pro

155

His

Phe

Leu

Glu

val

235

Ser

His

Leu

Lys

Leu

315

Gln

Leu

Gly

Cys

Gly

60

Ala

Gly

Leu

Cys

Glu

140

Ser

Arg

Arg

Arg

Glu

220

Arg

Lys

Leu

Glu

Lys

300

Leu

Ser

Ala

Glu

Leu

45

val

Ser

Cys

Gln

Trp

125

Ser

Tyx

Asp

Cys

Met

205

Asn

Arg

Trp

Ala

Cys

285

His

Glu

Lys

Cys
Lys
30

Leu

Tyr

Lys

val

Axrg

110

Asp

Leu

Asn

Cys

Thr

190

Gly

Ala

Cys

Glu

Cys

270

Arg

Val

Glu

Asp

Val

15

Lys

Met

Gly

Leu

Ala

95

Glu

His

Pro

Ile

Leu

175

Ile

Ile

Tyr

Arg

Ile

255

Ser

Gly

Leu

Ser

Leu

Phe

Thr

Ser

Phe

Lys

80

Pro

Cys

Arg

Cys

Leu

160

Gln

Cys

His

Gln

Cys

240

Lys

Ser

Ile

Pro

Ser

320

Leu

PCT/FR02/02782



Arg
Leu
Ala
Asn
385
Phe
Met
Asn
Ala
Gly
465
Asn
Ile
Ile
Leu
Gly
545
Gln
Glu
Lys
Ala
Ser

625

Ser

WO 03/012102

Gln
Gly
Asn
370
Pro
Gly
Gln
Leu
Gly
450
Phe
Thr
Il_e
Ile
Ile
530
Tyxr
Gly
Ala
Ile
Leu
610
Thr

Ile

Gly
Phe
355
Ile
Ser
Ser
His
Ser
4135
Lys
Phe

Gln

ile

500 -

Asn

515

Thr

His

Leu

Phe

Leu

595

Gly

Thr

Pro

Ser
340

Gln

Trp

Tyr

Glu

Leu

420

Leu

Met

Ser

Pro

Arg

Glu

Thr

Val

Lys

cys

580

Ser

Phe

Thr

Pro

325

Lys
Ile
Asn
Ala
His
405
Glu
Asn
Leu
Lys

Ile
485

Il_e

Cys
Leu
Ile
Thr
565
Ser
Glu
Trp
Met

Ala
645

Phe

Lys

Ser

Ile

390

Pro

Asn

Ser

Ala

Thr

470

Leu

Asn

Tyr

Ser

Gln

550

Leu

Ile

Leu

Asn

Glu

630

Gly

Arg
Lys
Ala
375
Glu
Gly
Ser
Gln
Ile
455
Leu
Asp
Thr
Asn
Asp
535
Axrg
Gly
Leu
Phe
Ser
615

Asp

Phe

Arg
Lys
360
Leu
val
Ser
Ser
Ala
440
Ser
Phe
Asp
Ala
Tyr
520
Lys
Val
Val

Cys

Thr
600

Tyr
Ile

Lys

Asn

345

Thr

Asp

Ala

Lys

Leu

425

Leu

Leu

Asn

Val

Thr

505

Leu

Tyr

Leu

His

585

Val

Leu

Leu

Pro

36/53

330

Val

Lys

Ala

Tyr

Gln
410

Phe

Lys
Val
Cys
Ser
490
Thr
Glu
Met
Thr
Glu
570
Lys
His
Gln

Ile

Thr
650

Ser

Arg

Phe

Val

395

Glu

Glu

Glu

His

Leu

475

Asp

Val

Leu

Leu

Pro

555

Lys

Pro

Thr

Ala

Phe

635

Pro

Thr

Leu

Arg

380

Ile

Phe

Gly

Asn

Gly

460

Val

Phe

Ala

Ile

Val

540

Phe

Ile

Glu

Leu

Val

620

Ala

Ser

Leu

Tyr
365
Asn
Glu
Leu
Ser
Leu
445
Gly
Tyr
Asp
Asp
Gly
525
Lys
Glu
Gln
Ser
Pro
605
Glu

Thr

Ile

Leu

350

Ile

Arg

Asn

Ser

Leu
430

Tyr

Pro

Gly

Val

Leu

510

Cys

Asp

Ser

Ala

Leu

590

Asp

Asp

Gly

Glu

335

Ile

Asn

Asn

Asp

Leu

415

Ser

Tyr

Ser

Pro

Ala

495

Lys

Leu

Ile

Phe

Tyr

575

Ser

Val

Gly

Cys

Cys
655

Glu

Lys

Phe

Asn

400

Leu

Lys

Glu

Pro

Glu

480

Gln

Ser

Arg

Leu

Lys

560

Pro

Ala

Lys

Lys

Ser

640

Leu
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37/53

His Val Asp Phe Pro Val Gly Asn Glu Cys Asn
665

Pro Ile Thr Asn Thr Tyr Lys Glu Phe
675

Ile Arg Asn Thr Leu Arg Leu Glu Lys

690

Gly His
705

<210> 12

<211> 6200
<212> ADN
<213> Homo

<400> 12

ggtttttagg
gcaaggagcec
gcggccececa
cggacagccg
acctggtcat
acctcattga
gttctcatceg
aaactaagat
ccagtgtcac
ccgtccaagg
tggggttgaa
ctgggaaaca
tcataggcaa
ccactgacgt
agcgcettett
gggatagggt
agctgcaatt
tgagtaccga
gcggcagtgg
agctgggtga
cagctgagga
ctgaaggggc
cagaagagct
acggtgaagc
gccgggetag
tggagcaggg
gctccttgee
ccceogeggac
gcggcagcge
cggagaagga
aggacagaga
gccacttccce
ggagcgagag
cgtcetgetg
gctegtgcta
gccacacgcg
cgcaagacga
gccetgagcet
ccecctagegyg
gcaatcggag

660

sapiens

cctggeegee
gctecgatac
cgatggcgtc
ctcecacgcete
ccactgggac
tgaggtcttg
gggccagatc
ctgcttcaaa
ggtcaaaaac
acaaggaagt
gaaagggatg
cagcatette
caccgtgaac
gctggaaatt
gggaaagctg
ggtcagctac
ccgatttgag
gcctgagtca
ggaacctcgg
gggcagtgte
agcagcagtc
tggggagctc
ggccgagceag
cccagcecage
aagggaagaa
agagggcagg
tgtgtccgag
acactacatc
ggcagaggag
tgggctcagce
agagccecgag

cagcctggcee

cgactccage
cagccecteg
cagcgcctcg
cttecteccetcece
cgaggaggag
ggacccggag
gcacgtggaa
agaaggtgaa

680

695

atggcgtcte
agctacaacc
accattcccc
atggtcagca
ataaaggagg
tcecgaaaact
atctggaaga
tactaccatg
tcggeagcete
cggaggctga
tttttcaacc
ccecgecctece
cccatetgge
gaggtgaagg
tcgatgecceg
acacttggcc
atcacttect
gcccaaattce
tctgaggcac
ccecgategte
atcacggagq
ctggcccagg
ctggacctgg
accaaggagyg
gaggagaagg
ctgcagetgce
ctggagacgg
cgcatccaca
gaggacggcg
gaggtggaca
ggggctactc
aatggcgcegg
cccaggcaag
tgctacagcet
tgctacagcce
gtggacagcg
gagaacagcg
tccacgaacg
agaagcccgg
tgtcctatac

Gln Glu

Glu Glu

cttctagaaa
ccgaccagtt
gctccaccag
gctecctacta
aagtggacgce
ttctggacta
tcgatgccag
gagtgagtgg
ctatttttaa
tcagcttcete
cagaccctta
ctcaccatgg
aggccgagca
acaagtttge
ttcaaagact
gcaggcttcc
ccatccaccc
aggacagcce
cagagtcctc
cagggaacca
caggagacca
tgcaaaagga
gtgaggaggc
agcccttgga
agcaggagga
gggccteggt
tgatcgecgtc
ccctgetgea
cggaggagga
cggtggeege
caggcacggce
cccaggatgg
gcggggacca
cctegtgeta
cctectgeta
ccaagatctc
cgttcgagtce
gcegetgggec
aaggtctgga
tccataattce

Asn Cys Leu Ala Ile

670

Asn Met Asp Phe Thr

685

Ser
700

ctcececagage
ccacaacatg
cgacactgac
ttecatecggg
tggggactgag
taaaaaccgt
ctecgtacttt
ggccctgega
aagcattggt
tctctcagat
tctgaagatt
acaggagagg
attcagtttt
caagagccgce
cctggagaga
aacagatcat
agatgatgag
catgaacaac
tgagagctgg
aagcatagag
gggcatggtc
catccagccet
atcagcactg
ggaggaagca
ggagggagat
gaagagaaaa
agcctgcggg
cagcatgccce
gtccacccte
tgaccecgtet
gcaccectgge
cgacacgcac
cagttgcgag
cagcacgtcc
caacggcaac
cgagagcacg
ggtacccgac
gtggcaagac
atccccegtg
ccagccagta

Ser His Tyr Ile

cgacgccggt
gacctcaggg
ctggtcacct
cactctcagg
attggcatgt
ggagtcaatg
gtggaacctg
gcaaccaccce
gctgatgaga
ttccaagcca
tccattcagce
agatccaaga
gtgtccttge
cccatcatca
cacgccatag
gtgagtggac
gagatttccce
ctgatggaaa
aagccagagc
ctttececagac
tctgtgggac
gcccccagtg
ctgctggaag
acgacccaga
gtgtccaccc
agcaggccct
gaccccgaga
tcecgececcagg
aaggactcct
gccctggaag
cactcecgggg
cccagcaccg
ggctgtgacg
tgctacagca
aggttcgcca
gtcttectect
tccatgcaga
gagctggeeg
gcaggtccaa
agccagcttce

PCT/FR02/02782

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
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cttcecectgag
gggaagctcg
ccacctggea
tccagcagat
agaggtccga
gaggtggagg
aggggtcact
tcaagttcat
gagtcttcac
gcaattttga
acactcggcet
ttttcgtgga
acggtcgtcet
gcgctggaga
gacacagctt
ataatgacaa

gtcagccaag’

agggtaatca
tctttgaaga
gecttctctec
ccagtgcaag
acagaaaact
gccgggatca
tccagcgaaa
cctecgcggga
ttgagtactce
aaaaccatct
agtaccttct
gtgatttgag
aggacaacaa
gacaggtcac
acaagaagga
agaccgaggc
ttgatgccag
ggcggaataa
tctgggcetgc
cgggaacatc
ggcgecttctg
tcaaccgact
cagcagtaga
tttteectgge
aactctcctt
aaagctgtgc
ttttcaatga
atatetccac
accaaatggt
agcactccag
ctaataacca
ttcectgtge
tcaactcatg
tgcaaatatg
gcaatgcatc
gagcatccct
agaaagcttc
agaatgtggc
ctgagttctg
aaatgtgtag
aaaccctttt
aatcatggag
cagagagtga
gtaatcctec

gcctgaacat
aattgacagc
gcgtecgacyg
ggagcaactc
agaagattct
gagtgactca
ttctccagtg
caccaacccec
cagtagcacc
acgctaccag
ggaactgccc
ccacaacagt
tcccaatcat
ggcctcagaa
agtagctgct
gattgtggca
cttagcaaga
cgggcttgag
agagattatg
ccgctgttca
ageccccttec
ggaagccaaa
tttgttggag
caagctctac
gttecttcttce
ggcaaatgat
tgagtggttc
tgacgctttce
tgacctggaa
catcacagac
ggaaagggag
gtacatcgag
gctggtgcgce
ggagctggag
cactgagtac
ggtggagcgce
cagecgtgecce
catagagaaa
ggatcttcca
ggaaaccagc
cagtgacatc
tgattttggt
atgaagaact
actgctagcc
atacctccat
aataaatgtt
gctttcatat
actccagaac
ataatatcca
attcacatgt
acacttctaa
ccaatggttg
agtgaatact
ttgattgagg
aatgccaact
tactgttctg
atgataccat
tttaaaactt
ttcaagttcc
tggtgcttgt
tggggcagaa

catcactacc
cacgggcggg
gcagcagcca
aacaggcggt
ggcagccaaa
gaagccgaat
aactcacaaa
gagttcttca
tgcttaaagc
cacaaccggg
cggggctggg
cgagctacca
ctaactcacc
gtttctagaa
attcgaagcc
tttettegee
aaccacacac
aagttgtcct
tcectacgtcee
ccctgttcett
ccctaccgaa
ggatttggtce
ggaaccttca
gtecacctttg
cttctgtcte
acttacacgg
aggtttagcg
ttcacgaggc
tatttggatg
atecttagacc
ttgaagtctg
cgcatggtga
ggcttctacg
ctggtgatag
cggggaggtt
ttcaataatg
tacgaaggct
tgggggaaaa
ccgtatcect
acctttggac
accecttcetg
attccatgat
gccttettet
tgtatgcaat
tactaacaat
tacttccatt
gceccatgtcet
taggagctga
tccaaaggac
ggcatcagtc
cgattaacaa
tggggattgt
cacaccacaa
tagcatgaag
ggagaaaggg
ttttgtttag
gacttttgtt
tgatattttt
tttgecattcg
tagggatcaa
acataacacc

38/53

caacaatcga
tcttttatgt
cccecggatgg
atcaaaacat
gctgcgagca
cttececcagte
aaatcacctt
ctgtgctaca
acatgattct
acttggtgaa
agatcaaaac
ctttcattga
gacagcacct
acagaggagc
aacatcaaca
agccaaacat
tcagggagaa
gtgatgcgga
ccectgeaggce
cacctcagaa
gagactttga
agggtccggg
atcaggtgat
ttggagagga
aggagctcett
tgcagatcag
gtecgecatcet
ccttctacaa
aggaattcca
tcactttcac
gaggagccaa
agtggegggt
aggttgtaga
ctggcaccgc
accacgatgg
agcagaggct
tcgcagcecect
ttacttctct
cgtactccat
ttgagtgagg
ggatgatccc
ttttattttce
aagatctaac
attaaaaaac
gaaatatgaa
tctatcattg
tctgagcaga
tcaactcttt
aacagtggca
ccatcagccg
cagcaagaaa
gggctcaact
gaaggacaaa
gatgaggctt
aagaaggaca
tctagccaca
aaagccatga
ttttcacatt
attgtccatc
gggcaacata
ccaaaggcac

tgagcctcett
ggaccacgtg
catgcggaga
tcagcgaacc
agccccagcea
cagcttagat
gctgctgceag
tgccaattat
gaaagtccga
tttcatcaac
ggaccagcag
ccceecgaate
ccagaggctc
ctctttactg
tgagtcattg
ttttgaaatg
aatccattac
tctggtcatt
tgcctteccac
ctcececcaggt
ggccaagctce
gaaaattaag
ggcctattceg
gggcctggac
caacccttac
ccccatgtec
gggtectggcet
ggcactcetg
ccagagtttg
tgttaatgaa
cacacaggtg
ggagcgceggce
ctcgaggetg
ggaaatcgac
gcatcttgtg
gagattactg
cecgtgggagce
ccccagggcea
gttgtatgaa
acatggaacc
cttttececett
aaaccaaatc
cttcaggctt
agctgtctca
tgcaagttaa
aagggaaaat
gccaccattt
gttttectcet
aagctgaaat
gaactagcct
acacctgctg
caagagaagt
cttgtgcaca
cagccceccat
tattaccttg
gttcttcaca
cttttgtttg
ttttttectt
gggaccacac
gtacttctece
gttgatttgt

ccaccaaact
aaccgcacaa
tcggggtceca
attgcaacag
ggaggaggcg
ctaaggagag
tcceccagegg
agtgcctacc
cgggatgcte
atgttcgcag
ggaaagtctt
cctettecaga
cgaagttaca
gccaggecag
ccactggcat
ctgcaagagce
attcggactg
ttgctgagtce
cctgggtata
ttacagagag
cgcaatttct
ctcattattc
cggaaagagce
tacagtggcc
tatggactct
gcatttgtag
ctgatccatc
agactgccect
cagtggatga
gaggtttttg
acggagaaaa
gtggtacagc
gtgtccgtgt
ctaaatgact
atccgectggt
cagtttgtca
aatgggctte
cacacatgct
aagctgttaa
tcgectgaca
tceccttaatce
aggattgaca
ctctectcectg
aggtctgtgt
gctacacttg
gtgagcatta
tttataattt
ccatctactt
ttttatacat
agacatacgg
ctgatgcaat
ttaggagggg
tgtccaagaa
tgtecttatgt
gtttgaatcc
aaggaaaaaa
cttggcagac
ttcetttett
taggaagctg
ttcacccata
atcaaaataa

PCT/FR02/02782

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
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
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atatccagtt
aaaacagctg
ccataatggt

<210> 13

<211> 7084
<212> ADN
<213> Homo

<400> 13

gaaaaccttt
ggtagaaacg
gttggaaagg
caataccaac
gtactgecge
" cctettecac
- tcagctecte
gcagtcttta
gggcaactcce
gggcgaggag
agagcagttc
tttcceeggg
agactcctet
agtgaagcga
cccagccaac
ctccacagac
gttacattcc
ctggaaatca
cgtecctectg
ctgcgtgaag
.ggagcagagg
cctggceccatg
gaactgggtc
caggttctct
cctgectact
cagtgactcg
cctetecaag
ccagtcecttcce
cgaggacatg
caggaaggac
cctggtgggce
ggacgagggce
caaagacgag
€gagggcggg
catggaggte
caccagccag
tgtggatccg
cgeggtgtec
cctgggcagce
ctcecatgtac
cttegcecagte
taacaataat
gtcaacagaa
gagcccaggyg
cggageccaga
gagcctgaca
caactcccag
aaaggtgctg
gtttgacaag
caccaagcgg

39/53

tettttagea ttcagtgaaa acatatctca gaaaacttca tgttgtcaga
caggctccaa agacagccta acctctcaac tacatttgaa ataaacccaa

aaaaaaaaaa

sapiens

gggcttcatg
tacctccgea
cccececagecag
cttcaaattc
atggccctge
atccctgecca
gcacctccte
cagcattgca
cagacagtga
agccttttag
ccectecgaag
gcagcttttg
ctgtacaagg
aatggccagc
actgggcttg
agggtccaca
ctgccectagy
gaggacagtg
caggtggtgg
gagcttgttt
cggcaccceg
ctgatggcct
tcaggcggeg
acgtattttce
aacatgagtg
tcetectect
aggaaaaaag
cgcaccgtgg
ctgtggttcc
ccacaggggc
cccaccgccce
gtagtcagag
atctacatcc
gacgggaaag
agcacgtcca
gcctecatcet
ctgcectgeeg
agccaggaaa
ctgggggagc
acagtcactt
gtggagataa

~gacttgattg

gagattctaa
ttagaagatt
gaggttctga
ccagcgaagce
accccaggca
gaggatcagce
agcaagtaca
cctatcacca

gagtcgtctt
gtgaaggtgt
gctaccgaag
acagggagct
tcaatatctt
tccgggacat
tcccagacgg
teccattececa
gagagtggct
agctgacgaa
agttcccaat
ttgttgtgte
caccgtggge
tgaacctcat
cacctcecccece
tcaaactggg
agttcccact
aagggaagtc
agctgetagg
tccatctect

ctggcetgte.

tgcagtcgga
cctgcggggg
atgcactcat
tcacagccag
cctegtecte
tcaagatgaa
actcggaccc
accgcgcact
tgggcgtgac
acagccgcett
gcgeccatccg
cgctgcagga
ttgagcccga
gcagcctgac
gcagctcgca
gcctecgagcet
gcctggacat
ccctggacaa
ccectggacaa
gatccecgage

gtttgtcaag

ccgtgtctgt
atttcaatga
cggagatatt
ccatcagagt
acctcctceccea
tcacccagat
gcaaggccgg
agccgeccge

agatgttgat
gctggtgcga
gactgccace
gctgecgcetge
cgcececdaag
taccctggag
caccatcagc
gaactgctece
caacgtggcce
acagatctgc
ttcecgaatce
ttgtaaagaa
acgggtgctce
cgaggccgcce
caccgctgac
ggtgtctcca
ggctatggcce
cgaagatgag
aaacttcttg
ggcagagctc
ctcctecaate
gctccacaag
ctccgggggy
ggaagggtge
tggggtgacc
cccaggacag
gcgggaaaag
caccgtgctc
caccctgcetce
gagtgacgce
gctggtgatc
caaggcctgce
agaagacacc
gaagacactg
cececegecatg
gggcatctee
gecccateccct
tteccectgtge
tgcagagacg
ccagcccecte
caaaattgag
tttggatggt
agtaaatcag
taagtcaatt
taagagttgt
ctctgacatt
cctettette
cctgaggaag
gaaggagcag
caaggacaag

tcagtgaatg
tactggtatc
aatgggctgg
gaggctgege
ttgectecact
cacctgcaac
tccagctcga
gccacggacce
atcacccgga
tctttectge
aaagtcaaca
agtcaatctg
gtatatggce
tgttacccge
cagtacccct
cctectggag
ttcgcagagce
cctgacacca
tggaccacgg
ctgcgcacgg
gccctccage
ctgtacgacg

gcggeggecyg

ctggctgtgg
tcagcgaccg
accccacaga
gecectectegt
agcatcggag
atcatcctce
atcgccgatg
tcecgggatce
aacgcccacg
aagaagccaa
gcecttceeccg
agcatcagcg
caaaccgtca
ccgggeetgt
agcaccggca
gcctcggtgt
gcegeccegcee
aaaattcgag
gaagatgaat
agtctectttg
aaaggggaga
gcccattecag
tatcttagca
accaatgtcce
tatggcgtge
caccccgtga
gctgtgctcea

aactggtgca
ctattgacat
tcacactgga
tggccaggct
tgttcactcg
tgctgtccaa
tcctcecetgge
tcttttacca
ccctgcacca
agacagcacc
tggacgtgaa
gattccgecaa
tcggecacaa
gggacgcgtce
ctgtggtcct
cagtcctggt
agctgctgte
ttccgacatc
acatggcagce
tgcacaccct
tgaaccecctg

-aggagacgca

gtgaccaggg
ccgaagtgac
ccccaaatct
gtcecagect
c¢gggcaagceg
gcagcaagcc
gccacctcac
cctgecagge
ccacccacct
gcggggtett
aagacaaggc
gcacagacag
ccteecgecte
gcgacctctc
tggagccceca
gcctgggeag
cggacatggyg
ccatcaaagg
caagtttatt
tgatggaaat
atactcaagg
agctggtgcce
agcagacgct
aagagcagat
ggcecgccaaa
caaagcccaa
aggtggtgag
acagcgtcag

PCT/FR02/02782

6120
6180
6200

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
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caggactgcc
accagatgaa
atacctgacg
tagcgtctgg
catcgatgtce
acttgtgcag
tccecatgag
gaacgtgccec
actggagacc
catcgcecegec
gatgaatcga
caccttggac
ctgtcaggcet
cagtggcggt
caccagecggce
gctgtecgectg

cctgacccecceg

gctggggatt
gaagacgctg
cacctacaat
gtgcgctgag
ctgctgcagg
ccggcacatce
gcggctgcegyg
catcatcccce
cggcecetcecece
gatggagacg
ggagctgtgce
ctgcaaagat
cccagatggce
catgatcaag
cattcactac
tcactgaggce
ccctgegtga
tcctggaaga
ctgtttgtgg
ttcttggaca
cccatcacag
ctegtgettt
tcgagetgga
ggccaattgce
agaacttgcet
cccataccte
ggccteccteg
tgggtgcatc
tgggggcctce
aaaaaggagc
gaaagggcca
gctttagtga
ctggccagcece
ctgcctccag
tgttcatgag
cacagaatca
gtgctgtcta
ctgctggaaa
ctcttaggaa
gacctagggt
tgagtgccecg
gcggecacag
atccttttat
tcctecctac

ttaagtgaga
aaggacccag
ctggaaggat
agggcgatct
cgacatgcac
tacatcaacc
gtgtacctgg
atcgagagcc
ttcttcetgce
ctgctgaagg
gtgctgaatg
ccactggaaa
geccaggcagce
gaccccacat
tctttcegee
ctgctgetgt
agccccatca
gcaattcggg
gtgggcgagce
tacgtcaaga
atcgecctecce
ttcacctacc
cttgtggegt
gagctgcaga
ctgecagcetgce
tacatcaacc
gaccagcaca
aagttcatca
gggggtcccg
acagcaggtt
cttcececcagt
cgtgaagacc
acccactctg
ggagttggca
cttaaccttt
tctatttgta
ttgtcectca
aaccacccag
cagcagagcg
gttgectccag
ccaaacacgt
cceggtettg
cctatctgcece
ggagcaggag
ccagecgeag
ctcecgagact
acaaaatgct
cacccatttt
cccagacact
ccacccagea
gctcacccac
cagcacaggc
catecgctgta
gaaggttttg
gattgtgaat
atgcatcaag
taatcatgac
caagcagttce
ctcectttgag
tttcatttct
atctttaaat

agaagccaac
aaaagtcacc

ttcacaaatt.

tgtectgtgg
agaaggcctc
agctatgceccg
accccgcegga
tgecgectgeg
ccectggtgga
aggccaaagg
ccactgtgca
ttgtgggagg
tggecctcagt
atgccttcaa
acttcctgtg
gcccecagcetce
cctacgggga
cagacgtccc
ccttggacce
agtttgagag
agcacctggce
tgaccatgac
gggagaacaa
atgtggagtg
tgaccatgct
tcgagttcect
tcgagttectt
agtttgcctg
acactgccca
ccccagactc
actcctctcet
ccctcagtgg
ctggcttggg
acattttgcet
tgtctttgta
ggatagttta
tggccaccag
caggaagccg
cctcecacaga
aggcagcccce
gagacacaca
gtttttctga
gtectgtcectet
acttaagggt
ggggtgagaa
ctggttgaga
cagaaatggc
caaaagagtg
caagtccaga
ctceccatcea
tgcatctttg
catcttgttg
tttattgtat
gagtgtggat
tctagagata
gaccattata
agctgcatca
ccectgetttg
tgtggggggt
gcataatgaa
tcttggttcet

40/53

tgtgaagcca
taccaaaaaa
tgttattgac
ttacgatctt
aagaaagtgg
ccacctegec
tgctgcetgac
cttegecttg
gctgcgccag
gctgatcttce
gaggacagceg
ggaaatcaga
gcecgtegtcet
catccgette
gcaggtgtgt
agctgtcaat
ggagcagctg
gctdgccectg
tgagcaagac
catcaatgat
cacggagagc
gggcgaggag
ggacatctac
cgtgacggcce
cagcccactg
caaggcccac
ctggggggec
caaccaggag
tgtgccecccg
tecgctacate
ggaaatcatg
ctgatgggag
aagccaccac
tttccaaact
cgtttcgtga
gttcccagac
attctaatgc
ggggtacaat
caagcctgtg
agcaggcecte
gggagcttta
ggaaaagccc
ttgggccctg
tcatcccgac
gacacccaga
ggaaagcaca
ccttectecce
gactgaggtg
tggagactcc
ccccatgtaa
ccccaaatag
gacactgtca
aatattgtga
gctggteccaa
gagccgttag
gaaaggatcc
gttgtattgg
aaagaagatg
cacagccagg
agagcctttc
ctttagtcct

aaatcaccag
caagaagtcc
cgagccaggce
cactttgaga
accctggaga
atcacacccg
cccagagtgg
ctgcagtccece
acacccatgt
tatgacacga
gaccacgcgg
gcttctgaaa
cagctectgeg
actggcgagg
aaggagctgc
aagaacaagqg
ctgcacttcee
gacctcctgce
ctgcaggaag

gagaccgagce

cctgacagcc
gtggagctgt
gcggcagcca
gtgegggeeg
gagatggagc
accatgtacc
ctggagatgt
cgcatcccgt
taccccatga
cgecgtggaga
ctggagaaac
ggagccccag
tgeggecegt
ttegtccaca
tgggttggtt
agtttgtgtc
cataaggccc
gacctcggec
gccagcectg
cctecacata
tgtgttcatc
acagtggttc
gtctgacagt
cttagttcac
gatgggggac
tgattcaagc
tgcagtgacg
ctctgctcaa
aggggggtcee
gtgtgtatgce
gtetttgtece
ctttgggecct
atattggaag
gaaagaagat
catccatctc
cctgacctaa
atgcaagtca
gtcagceegce
atgtattcct
gatttattag
catccecttga

aaaagagcaa
ctgaggaaaa
aagatatccg
ggtgcgeatg
tggacgtggce
cacggctcca
cctgtctect
tcaacaccac
atacccacag
aggtgaccgt
cccctgagat
actcctactt
tcaagctggce
aggtccatgg
agagttcctc
gcaagtatat
tggggcaget
cctecettcectg
cggatatcct
tggaggccct
ccaacaagcc
gcagecgggg
tccggagect
gcctgggcete
tgcgecacctg
aagtggggct
tcacccagga
tcacctgece
agatcgceccc
cctgeatgtt
ttecgttgtgce
aattaggctg
ccctccaggg
ttcecagggcec
cttttgctge
taatttgatc
cagctggttc
acacagageyg
ccctceccagec
gaggtggcetg
ttecetgettt
ccectgececcect
tttcatctga
agagcctagce
aatgctcagg
ctaccccaca
taggacaagg
tttggggtct
ttctgeecct
cagggctgag
agtggtactt
tgccaggtcet
ttttgagtga
gtgecctggce
ctcectgtaa
ggatgaaatc
actctggagg
tgcctcccca
gacaataagg
aagtggtttt
atggacttgt

PCT/FR02/02782

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
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cagctacctce
agctgtaagg
agatccaaac
taattattta
ctgtgtaaag
tttgatttac
catgcttgga
aatt

<210>
<211>
<212>
<213>

14
5321
ADN
Homo

<400> 14

tagaattttce
tttaagcagt
acgggtgaga
aaacattagta
ttttgttgat
tgaacgtgta
ttttcaaaaa
ttgttagata
ccaaatatgg
cttgaaatat
aatcatgtca
atcattctca
ccacttataa
tgtttgtttg
tggagtatag
ctcccectte
aataataata
gttaatcttt
tggagtctceg
ctetgectece
ggtgtgtgcce
caccatgttg
tcccaaagtg
aatagaagtt
tgtgtctgta
attatccaaa
aggttcttta
ttgacattga
tttaactgaa
agtaaatgtt
aaaattaaaa
aaggaataca
gcatttgtat
agaaatgact
ttttttttaa
tctggaattg
gaaaaacaaa
tcaagatgct
gtccactggc
agattgtcag
ttacatgtgc
tgtctgcaaa
tgaccacttt
aaaagcacag
gccagattcea

cccaggagga
tatctgctge
cttggcececta
tggttgcatt
gaagctcact
cttaagagtt
tggctctgat

sapiens

agtgaaggta
tcagggactc .
gggatgctta
cttaacccga
tgtagtagtg
aatgaaggcc
gagaatatta
ataattggga
ttgtataatc
tttaaaggtg
gattcaaaaa
ataagaatat
actattaatc
tttgttttet
tgacatgatc
aacctcctea
ggaaatagtt
acttggaatt
ccetgteacce
tgggttcaag
accatgtctg
gccaggctga
ctgggattac
tggtaattgt
agtatatgta
ttctaggaat
gggattctca
tcatattaat
aaaatcttat
aagggtgatt
gaagaaagat
tacatacaaa
aattttatta
agagtaaatt
tcctgtagtt
ctttggcact
agagactcaa
gcttceattce
acaagggaat
gatgttattt
tgttcttgte
catgatgaag
cactttctce
ccttttaaag
gatatggtgc

gttcagaagc
taacgtggct
aaaaatgtgt
taacaaactt
aaaggaaaaa
gtgtgatcat
atttaagtgce

tctgtcagta
caaatctgtc
ctttaacttc
ctacctagtg
gtggttttgt
tgaggtgatt
cagaaatctg
agaatttcct
tccttecatg
agtctttctg
gtgagataaa
ttaaaatagt
tttatttggg
tttettetet
acagctcact
gtaactggga
tattctctce
aagaatttgc
caggctggag
tgatcgtcct
gctaattttt
tectcgaatte
aggcgtgagce
atctcttgtt
tatacataaa
tatatgtaat
ttttttaatt
acagaaaatg
ttgtttaatt
atatatagta
tgtgaatttt
ttaaattatt
cttaccttta
ttctcttceta
taagaatgat
cgttagatga
cagagatcac
ctccatttga
ctaaaccaga
ctatgacagc
agatgcctce
ttttaaaatg
ttgaatgtce
atcgctgtga
acaggccagt
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ttetgttggce
gcttctecga
gctgtaaagt
ttcattcaat
agtcacacca
ctactcttgce
tgccaagtgg

tttatggcag
aaccgttgtg
gaaggagggt
catagtactg
tggttttgtt
taattatttg
aagaaaggct
ggcagaatag
gcggtcttta
tagcacatgg
cttttatatt
gtaggatgaa
attaaaaata
ggagacagta
gtagccttga
ctacaagtgce
Ecatcttttt
tactcagtat
tgcagtggtg
gcctcagect
tgtattttta
ctgacctcaa
caccatctcc
ttaaaaaaac
tatgccacat
gaaaggagca
gaaaaaagac
ttgagtgatt
gaaagtggtt
gtaatgtgtg
ttgttagatt
gccataaatg
ggcattacta
taatatttgt
gtttaaaaaa
atggctagtt
ttctatttta
acctccagga
tgctcecttgea
taaccggcta
gggaatgact
ctttgttaat
tgagttgatg
atggttctat
gaatgaaaat

catcacttga
gagcacattg
tacttgatgt
ctgatgctat
ataaataacc
tgagcaagtt
ctaggaatta

ctgggtgcett
agtatggaag
ataatttcte
gttgagtgag
gtgtttttet
caaattcagt
gaaagtggca
ttcaaacatt
aaagaaagat
tgtagtttgt
tatttgcaga
gggattgttt
tcctagecagg
tctecactett
cttccgagac
atgcctgtgt
ttttttttta

tcteeteete

tgatcttage
ccecgagtage
gtagagatgg
gtgatctacce
ggcctgctag
actaattatt
tttgtaattt
cagtaaaaaa
atttgtttaa
atacttaggg
gacattgatc
cttttaaaac
tagtttttcc
aagaaattgt
tcacgttaac
ctagttgtgt
cacttttgtt
ttaatagcca
ctgaaacaaa
cctgggagcet
gggagacagg
agtgctgtca
tcacctegtt
agaaatccca
tcaagattca
gaacatttgc
gatatcctge

gtagatgaca
aggtccagac
atatttatta
ttacaccatg
ttcatctaat

caaaggctgg
aagtgtttct

cttgcecttce
agccctcatt
ttaaaaaagg
tgaactaggt
getttttggt
aagtaaaata
gtgaaggtat
ttctaaggtt
tatttectttce
agcattctgt
aggatagcta
aaccactgta
ttcettettte
tcacccaggce
tcaagcaatc
acccagctag
atagaaaggt
ttttttgaga
tcactgcaac
tggaattata
gatttcaatt
cacctcggcecce
tcagtatttt
agaaatggat
cttgtcaaaa
gctgttcatt
ttgaaagttg
gttctecattt
atattaatac
taaacatttg
tttttattac
catttatgta
ttgggaagat
tttgtttett
tctctecagee
cagaattgat
aaggccaaga
atgaaaatct
aagccagtgce
ttcaagcttt
tcattgaatt
aaattatatt
tgcatatcat
attcaggaca
tggttcacag
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6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7084

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960.
1020,
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
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agattctatt
gcaagggatt
gtggtttgat
agctgatgga
ctattttcgg
tatttacttce
tgtggcatcc
aagtgatctg
agaggtgcct
gtacgtccag
ttttttacag
tgaattggag
tacagaatac
tgtagaagac
cagggtccca
aatcgctget
gctcaagtta
acattgtggc
ctgatgcaca
aaatgcaacc
tttctetctt
acagtagatt
attaatttta
gtaactgtct
cagctggtgt
aatggattta
tgcaatgatt
tactaacagt
aattatttgc
ttcttacgee
cttttcatta
ttataattta
caagttcaag
gtggttaatce
aggaagtagg
tctteccttg
gcagattttc
gaaagttttg
tgtecttttct
ttaaaagtta
ctaataatgt
gttttcaaat
atgtttetat
agttatgtaa

<210> 15

<211> 5675
<212> ADN
<213> Homo

<400> 15

aacctccaga
gcattgattg
ctggaacagt
tttgtttttg
tttgatgaaa
gtaaatccag
tatggccgcet
gatgataaga
acacttegtce

tttaggagta
gctgtacggt
attctgtceca
acaactttte
tttgctggge
acacgatcct
attgatccag
ggtctagaac
ttgaaacctg
cttgttactg
ggctttecata
ctactgcttt
acaagtggct
attactcaag

catggtgggt
gtgccatata

cctgaatacc:

agctatggtt
attcagaatg
cataggcagg
ttcecctttta
ttatttttta
tccaagattg
tgttaaaagg
gttcttttge
gattgtctat
tttttageat
tgatgaaatg
atctttcagt
tcattttaat
cttttatctg
aatatgttaa
tgatatgtgce
agttttattt
aacatgcata
gaaactaaaa
tcataagcag
ctaaattata
aaatgttaac
ccattagcte
tttatgtttt
agataaccac
ttataaccat
aagagataga

sapiens

tacttacaag
acaggactgg
accttttgaa
ttcgaaaatt
atggaatcat
ctgcctatgg
tagaagacat
atgcctggtt
atgctcgtgg

gctgtgaagt
tccatggaga
atgagatagt
agcctaatag
agatcttggg
tctacaageca
aatatgcgaa
taacttttte
ggggtgggag
aacttcgaat
tgttcattce
ctggcatgcce
atgaaagaga
aggagagagt
ttgctaatat
ctccaaatct
caagtaaaga
acacaatggc
gcagaagtaa
gctgatgcett
tgttttctet
aaatgctaac
tattaaggca
gtgttttctce
atgtaaactg
aaagccacaa
tttaatattt
acatataatt
ggccagtttt
ttataatgaa
tgagctctga
tteetetget
ctaatatcac

tgaaaagacg"

cacgaagaaa
atagaatatt
tcattgtgtt
aagctccttt
aaaatatatc
taaaattaag
gattttttga
ctttaatatt
ataatacatt
taataaaata

gagattacga
cagaatgttg
aatggtagca
aagagaagga
ttactggatt
acttgtagta
actaagtcgt
tgccatagat
ttatggaagg
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tgtgtcaaaa
agaaggcatg
caatcctgat
caactcttat
attagcgttg
cattcttggt
aaatttgcaa
tgttgagact
tattcttgtg
gacaagagcc
accctccecte
agaaattgat
agatccagtt
tettetetta
catgggtgga
tttaccaact
aatactcaag
ataatgaagt
tttgggaaaa
ccaatttata
gtttgtgata
tgaaagtaat
aaatctgatt
ctaatttctg
ccatttatat
atacgtattt
taatatatat
tatatatgaa
ccatatgtat
ggtaaaatta
cacatctgaa
tcttaaattt

‘ttggatgttg

tacttgaata
tgctaacgga
aatgacatta
tgccagtaat
aattcgttgg
ttaacagatt
attcggatgce
aatttaattg
acactgctta
ggctttgtca
ttaaataact

ttteggttgg
aagatggaac
aaacagtggt
caaaatttta
ggaacaaatg
gtaacgtcat
gataattcag
ctgggtctct
tctgeactga

gcaaattgtg
ggtcaaggtg
tatgcattgt
gtaaatcctg
aaccacaggce
attcctgtaa
tggattttag
gatgtgtttg
acacaaaata
attcagcctc
atacagettt
gtgagtgatt
attcagtggt
cagtttgtta
agtggattgce
tcaagcacat
gacagactte
ctggaaaact
tgtcaacaaa
aaggatcatc
caattagaaa
agagactgte
ctacattcca
atatattata
tttagaaaac
tgccacagtg
tgtaaaattt
agcttacgct
atattatggt
aaatgtattt
aaagtaatct
gcttttecate

gtgggttttt

gttacagcat
aggatttgtt
ctgtttgtag
gtttgagaga
ttttgattct
acatgaaatt
tttatttata
tagaagtcac
taatactaat
tattagtttt

g

aacgtgcace

ctttggctac

atgattttga
tatttcggca
caaaaactgc
cagaaggaag
ctttaaattg
gggtgatacc
gaaattgggt

caaagctaaa
ttgtgcgtga
ttacccagtce
atcacttgaa
agctggtcaa
attaccaaga
ataatgatat
gagcaatgga
ataaagcgga
agatcaatgc
ttgatgaata
ggataaaaaa
tectgggaagt
cgggcagttce
aaaactttac
gcatcaacat
ttgtggcact
cctctgacta
aaagcagcct
aggttttctg
atataaaatc
ctttttcecata
cctetgcetat
tgaggtcatc
tattgtatag
tattetatat
agactgatga
atattgtatg.
ctcaatgttt
taccacgttt
gatgtgcaaa
attaaaatgt
gaatttttgg
atgtttgaac
atgtttagga
aatgacatat
catgtaagtt
cttattectet
taggaattat
gtaactgaag
tgececttetga
gtttacagat
ttttgcaagt

tggtgaaact
agttgaatct
ccgatcttea
ccagcatgat
ttatgaatgg
aaatctacct
tcatagcaat
atcagcatat
tttccaggta
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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
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5321

60

120
180
240
300
360
420
480
540
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tccaaagatg
gaaccagggt
agacatgtga
ttatctggat
gcagctaaag
ctgaaataca
caggatggca
gatgtcacct
gacctcaagc
tccactgttt
aagacatctg
gtggccagta
gtaatggaac
tctgctgaaa
ttaacagcgg
cgtactectg
gttagttcag
tcagcaagta
agtgcaagtg
agagtggcaa
agtgataaca
atgggtgcectce
tcaacatcca
ggtcaatctt
acaggtcagg
ctattggctg
aatgaagatg
tcectgeaac
ctaccacagg
tacgaaacta
ttttctgecat
-actgatctag
tgtactecgt
gaagttgaat
cttcaattgt
acatacacaa
atgggttgct
aatgacttga
ttaactggca
tataaggatt
cttcaaagta
ggacagaact
gcaagtgacc
tttccaccag
gaaccattgg
tgtcecttttce
gcctcaagag
accacaagca
gaaagagtaa
atacatgcag
ttgggaccca
ggagcttggce
ggtggattga
tttccacagg
ttcttggeea
tttaaactta
cgaggtgata
catgattcac
cccectaaac
ttagtaaacc
cgccaaattt

gacagaactg
caactgcaac
gaattaaaca
tcgaacttta
aagcagaagc
tggttccagg
gcccacaggg
gggatgctgg
ttgcaccagg
caggcacaac
ctgctgcagg
gcagcgacat
acagtatagt
acgtccctca
aaacgggaag

gggagtctag
tatctgaatt

acagactgtc.

tacctaacct
acatagcacg
acactaatac
agagtttccc
gtgttactag
taagtaacac
aagcagaata
agctcgatga
acaatcagga
gtcgagetgg
tacctgctgg
aaggaggacg
tggttccectge
aaataccacc
cacctcgatt
taccactecac
cctgtaatgg
tcatgtacag
ggtctataga
taacctacct
ctaataaaag
tttgtgagca
gtgatattct
cttgtggagt
cttattcaag
atgaattcac
cactggcaag
taataccatt
caatagtatg
gtgttaggcg
aagttccacg
atcggaaatc
cattagagtt
tttgtgatga
aacctcetgg
atagtgatga
aatgcattca
tgtgtatggg
gagacttaca
tcteggtagg
caaaaccccce
cacacagagc
taagcaacaa

gacttctttg
ttggectett
gatggggaaa
tggcactgta
taatcttaga
agctcgtgtt
agaaggcact
tggctcaaac
gtacgaccct
gcaatcatgg
ctecctcaagt
cagcttgggt
ttcaggagct
aacagaagta
tgaaaatgct
tgcaatatcc
aactaataaa
agtgagttct
gtcctcaaga
gactaatgcc
tttggggagy
taatttgacc
cagcagcaat
tttaaccacc
ttccttatat
tgatgaggac
ggaccaagaa
ctcececgetcet
agcagggagce
ccggagaaca
ttttgatcct
cccagggace
agctctcact
caatttcaga
caatgtgaaa
agaaatgaag
gcatgtggag
gcagaagaat
tattaggaaa
tggaacaaag
taatttaaca
agaagatgtc
aatatcccag
tagcaaaaaa
tggggctcetg
tgaaactaga
gttacagaac
agatgaccct
tggcgagtca
agttcttgag
ttatgctctg
taattttcca
atattatgtg
gcttgaaagg
agacaataga
tgacattaaa
ctgtactgaa
aagctttgaa
agcttggttt
cagattttta
aggtctttct
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tatacccatg
gatccaccaa
aatgccagtg
aatggagtat
cggcagagac
atcagaggcce
gtcacaggag
tcttaccgta
gatacagtgg
agcagcttgg
agaaaaggaa
tcgaccaaaa
gatgtccatg
gggtcatctt
gaaaggaagt
atgggaattg
gaagcagctt
ttgttggctg
gaaacatcta
acgaacaaca
aatgtgatga
acacctggta
gtagctacag
agcctcacat
gatttcecttg
ttacctgagc
tacgaggagg
gatgtaacgc
cgacctattg
tgggatgatg
agacctggtc
cctcattcag
ttgaaagtaa
tcaaccatct
tcagataaac
gattctgata
cagtaccttg
gcagacgctg
aacagaaatt
tctgggttaa
aaagaacaac
cttcagettc
gaagatggtg
attacaacaa
ccagactggt
cagctttatt
cgacgtgaag
ggagagtttc
ctgatggaat
gttgaatttt
gtggcagcag
gatgatgaat
cagaggtcat
atcacgaaac
cttgtggact
agcaatatga
agtcagtctg
gaggattcaa
aatggaattt
aaagaaatta
gaagatgaga

ttgatgactg
aggatgagaa
gacaaacaca
gtgaagatca
gtctagtacg
tggattggaa
aactacacaa
tgggcgeaga
catcacccaa
tgaaaaacaa
gcagcagttc
cggaacggag
aaccaattgt
ccagtgcaag
taggccctga
tcagtgttag
cacaacgacc
ctggggcccec
gcttggagag
tgaatctaag
gcacagcaac
ctacatcaac
caacaacagt
caacttccag
atagctgceg
cagatgaaga
ttatgattct
atcatgctgt
gggagcagga
attatgtgct
gtactaatgt
agctcttgga
caggtcttgg
tttactatgt
ttaggcgtat
aagaaaagga
gcactgatga
cttteectgeg
gttctcagct
accagggggc
ctcaggccaa
tgcgtattct
atgaacagce
aaatattaca
gtgaacaatt
tcacatgtac
ccactgtgga
gagttggtcg
gggctgagaa
taggagaaga
aattccagag
ctcgtcacgt
gtggactgtt
tgtttcattt
tacctatttc
gtaaactgat
aagcttctac
aatcagaatt
tgacttggga
aagaccttgce
agaacacaaa

cagtctcaat
acaagggtgg
ctacctctca
gctagggaaa
ttccecaggtt
atggcgagat
tggctggatt
aggaaaattt
acctgtttca
ctgtccagac
tgtgtgtage
atcagaaatt
tgttctttca
caccageacce
tagttctgtt
ttctectgat
tcttagetet
tatgagctct
ttttgtaagg
ccgaagcagce
ttctecctectt
agtgactatg
tttatcagtt
tgagagtgac
tgccagtact
agatgatgag
gagacgcccea
tacctcgcag
agaagaagag
aaagagacag
ccagcagaca
agaagtcgaa
aacgactcgt
acaaaaattg
ttgggagcce
aaatggaaaa
attaccaaag
ccactggaaa
catagctgca
catttctact
agcaggcaat
gtatatagtt
tcagtttact
gcagattgag
aaccagcaaa
agcatttggc
gcgaacgaga
tctecaagcecat
tgtcatgcaa
aggaactggc
aactgacttg
tgatcttgga
cacagcacca
ccttggaatt
taaacctttt
ttatgagtca
agaagaaggt
tattcttgat
agactttgaa
tatcaagagg
attacaggaa
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600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
12520
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
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ctagtgctga
aatttccagt
agtggtgaag
gacttttgta
aaagtttttc
tgtggaaacc
ctgggttata
tcttctgatg
ggtggactgg
gcaagctatc
gaggagatca
tgagctttga
tgtttgtgtg
cattaaggct
tgtaactacc
tgtgactgga
gtgttcactg
acactacagt
tcectgecttece
aatgatgcect
gcaccaaact
atgaagatca
aaacctggtce
tgtatattat
atgctcaaca

<210> 16

<211> 5160
<212> ADN
<213> Homo

<400> 16

gttccaggtg
tggcecggegt
ccgccccagg
cgcegegtee
cgtgecceege
aggatgttca
agcaggaagg
gaggaagaaa
agagacagaa
tcacagtcecg
cagcttctgt
aacttaatta
tgettattte
gatgacagtt
acttacttgc
cactacatga
ccatcaagta
aatgttctaa
gtttttacag
ttcatcatte
gcactgttgt
tatttcgttt
gtgtatttgc
agctgtcacg
agccecggagyg
gacacaaagc
gaggtcttca
gtacccaaag

agaatccatc
tttgcccectte
atgagatgat
tgcatacggg
caatggagaa
agtcaccatc
cacgtgacag
aaaggaaagc
ctaacctgca
catcagtcaa
tgagagagcg
agtgcaatgg
cagagaagta
ttaagaacat
cagccagcaa
ataaggtggt
gtaaatttct
tgctgtcact
ttaaaacata
gcactatcaa
ttttatttet
aagtcttaag
taagtgcaag
aaacatttat
ataatcatta

sapiens

caagcgccgg
ggatgagggg
gcagggctgg
tecgetgecee
ccgeceecgget
gcttcgaagyg
aggaaaaggc
ggcgaaggtt
aacagcaata
ggggcgcttt
ttttttacaa
aacacagctc
agataaaaag
tgaatgttge
ctgttttaca
ttcacaatgg
ttgaatattc
aaccattgca
ccttcacaga
cggegettge
taatagagag
taactgttgg
gggtgctgcea
actcagccag
atggcagact
agcagaccaa
ccaccatggce
tcaggcttet

aggttctggg
ctcaagaata

aacaatggat
tattcagaaa
attaagttcc
ctgggcagca
ccectggttte
attcttgecag
tcccaggete
tacatgtgtg
cctgetaget
gagacatcag
tatgattcac
gtggaataag
gtatatagca
cccacttgac
aacagtgtat
gatccctgtt
gagaattaat
gagtattcta
ttaaggtggg
tgtgtttgea
gcacacttac
ttaacttgtt
aaatgtttgc

gtttgctgcce
caggcgaggce
gagggtacag
gggccgggeg
gcttceegegg
cgacttcaag
ttctetttta
gaaaaatgca
ttccatccaa
tceccattget
acaaaatgaa
tctgtttgte
attgatgagc
acttccaatg
agatgctagce
gtattatagg
tgatttatct
ctttacttac
ggagtttctg
agatgcgcag
tagatgttca
cgaaaattat
gaccttccte
tgactctgag
gtcagtatca
caccctgcte
ctcecgtectge
ctacagttta
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cctccactta
tatggtttta
aatgcagaag
caaatggaag
ttcagccatg
gaggatatta
ctgaggtttg
tttaccactg
acggttgtac
cattacctta
gctacaatgg
agactttaaa
catgctaatg
ttttttaget
cagaacactg
tgttccaaag
ttgtgtaaag
ttgctggett
gagcatctca
gtgttctctce
agtatatttt
gctcaaaaat
agcgagtttt
gccgtttgaa
agegt

cgectgggege
agggccgccce
ccecgggggcyg
ggcgggcgcece
cggcgetgece
acgcggccca
catcgtacte
ataattatcc
agaagtgcat
aatggccceca
gactcaaaac
aagcagttgg
ctectgttgea
agaatgcttg
tatgtggtgt
tctctatatt
cgagttccta
aactcctgtce
gcagcacctt
accgttttee
agaaagagtg
ttgggggcec
tctcagttac
gaggagagtg
tacataacag
aacctggtgt
cacacgctga
gcctttaatg

gcatagagga
cagctgtgga
aatatgtgga
cctttagaga
aagaagtcca
tcaattacac
tgagggtttt
gttgttcaac
gcaaggttga
agttgecctga
agaaaggctt
aatactagtg
acacttgecct
gctaatgaca
tgttacttta
agcagcttct

tttgtcattt

ttaagctact
agectttttet
tttgtttgge
tatttcctaa
aaagatgtat
actttcggtt
gtaaaaaatt

ccctgcageg
ctccagtatt
ggctcgggte
gagagcctcece
cgcacatggg
aggtgtccct
aggaagaaag
agtcatttat
ttgatcgctg
accttaccct
gtttgatatg
atggatctga
ggttgctgca
aagtattttc
cagtgattga
tgttgattaa
tagcaaaaat
cggaaggtgce
ttacagatca

cttacgagee

gtggagcacc
tctectgagga
cagtctctce
aagaagccga
aggaatgcct
ggagggactc
tggtgcagca
ccaggtttet

tttaggttta
tctcaagcca
tttgatgttt
tgggtttaat
aatgattctt
tgaacctaag
atgtggcatg
tctacceccca
tgctactgat
atattcttce
tcatctcaat
aagcctcttg
ttttttccac
aaacaaatcc
caagggctta
cagatcttca
catactccat
tggtcaaaaa
tttecttttt
atataatcat
atgccatact
taagggggga
gtattttctt
tccaaaatgt

'gcccgégctg

gcecgecccte
gcctceccgge
cagcccgcecece
ctaggctgcce
tggcggegeg
aagaaagaga
tcgaggctat
tgctaccttg
tttggtaagg
gctgtatcag
gagacttaca
aaactgtaat
gtctgagaat
acaaattttg
cagcaagctt
tttgctagag
gaggcaacaa
gatttttcat
ctttectgaat
ctggectttte
agggctgetg
tgccagegeg
caagccctcea
gaagaagctg
tgcgagcgag
ccgcatgatg
gagacatctt
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4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5675

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
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tggtttctaa
caggtgatat
ttttaccttt
ttcggtgatce
gaagagctga
gcttatccag
ggagttacta
cagttattta
aatttttgte
actcagctct
ggccecgetge
gaaagacagc
aagatcttte
ctggatggaa
ctttctecag
catggcctgg
ctactgaagt
ctgtacccca
ttcctageca
gcaggcttct
gecteectag
gtggaggagc
gttgaactaa
atccacttgg
cgccagggcec
attcaggtat
acaaactatt
gtggaagggt
cgaccccecte
tcecgaccttg
ttctatgacg
tttgagctga
cgtcagcagce
aagctcettc
cggtgtggtce
gtgccatgtg
tctcagtgaa
gagcaggeag
ctgagggctg
cattattaaa
gaaaagagat
actagcatgce
tgtggatgtg
agagctttca
actataccca
aaagtggcgg
ccctecttte
tgcttggeac
cacatccagg
ctgttgetgg
agcagagtga
tatgtctagt
.attagcaata
tcaaaacaaa
cttgatatac
atgttctata
tgagactgag
cttatttatt

<210> 17

tatcttccat
ccaggggttc
ttagctecctt
ccatagaagt
taatgttgte
aaaccaagcc
ctagctctga
aggttatcac
ctccaaacca
atgtgccagce
agtccacccect
ttgctgtect
agaggttgat
ttaatgtcac
aaaatgagcc
atgaagctgg
caggatttaa
acceggctge
gaatgecttgg
ttctttccaa
accctgaggt
ttgggctgaa
aattcggtgg
tggcagacta
ttgccaatgt
taatttctgg
caggaggcta
tcactgatga
tcttggggtt
agcggctccce
agacactttt
gctgaagetg
gcctececceccag
tttcattctg
acttatttag
gctactttag
attaaccaaa
cgeccactcecca
agacgccatg
actgaaggca
gatgatggta
ttgttttcag
aggtggggac

ggggaggtgg
gttacttggg

ctgcatcttt
ccectgggcetg
cctetgette
gaagaggagt
gtgattttag
ccectttgetg
attttactgt
tacttttaaa
atgtataatt
agaaataaaa
tcttattagt
gagaaattga
tatttgtatg

gtcaacacgg
tcctatgtet
gtttagtcat
tgtaggtcaa
tcgatgcecett
agaagttcga
aatgcaacaa
caatctagtg
ctggctgtca
atccagacat
ggacgtgggt
gacagagttg
ttatgcagat
aataagaaga
tgatttgaaa
cattgatggt
ccccaaccag
tcagatgctt
aaaggctctce
gttgcttgga
gtataagaat
cttcactgtg
gaaagacatc
caggctgaac
cgtcagecte
tgcacaagtt
ttectgcagac
agaaaagcgc
taaggagttg
cacagccagce
gcgaagtaaa
atgctggggt
acccacgagg
ccattectece
atggacattg
taatattgce
gatgaagctt
gggttcagac
gggccgetygce
tttttetete
atattttatt
tatacecgtgg
ttcattcatt
aggaggaggg
ggaggacaga
gtececcgatge
cgcecacttg
ctggtgctgce
gtcggtagtt
tctctacaaa
atgetggggg
cactggaggc
gtgggaaagc
tcttaatttg
taattagggt
taatttgtat
caattcactt
ttctaatggc

45/53

atgatcacag
tttgaagatt
tcactaattt
agacaatcat
cgagatgcat
gaagaatata
tgcatacaga
aaaatgttga
gaacaagaag
gtgtggaggt
ttggagtcce
ccttttgtgg
aagcaagaag
aattacattt
aagcggatcc
ggtggtattt
gggttcttta
gtgggagatt
tatgagaaca
accagtgccg
ttgctcettte
gtgaacaatg
cctgtcacca
aggcagatcc
gagtggctcce
cccataagece
catcctgtta
aaactgctga
tatcccgceat
acctgcatga
cttctctatg
cagaccccta
atactcacac
ctccctteet
cttttcaaat
aagaagagca
tggctttgct
agggctgcac
tgcttatgtg
ctgctgecett
tgtgecttttt
cctgectcat
gtectattte
tctgccaagce
cactgtggtg
tagccgtgece
tcttcectgga
tctgactecga
cttgecagtag
cagaaagcgt
gaggggatct
tctgtgggcet
tgaatgacac
aataataagc
tggtcttttt
attttattag
atttgtggtt
taaacattta

ggtctatggt
ctagtcgaat
ccatacatga
caatgatgcce
gcctggggat
ttacagcatt
tggaacagaa
agtccagaga
atattaaagc
tceggeggat
cgcegetgte
ttccatttga
ttcaaggaga
atgaagatgce
gtgtgcactt
tcagagagtt
agactactaa
cttttgccag
tgctggtgga
acgtggacat
tgaagagcta
acctgggaga
gcgcecaaccg
gccagcactg
gaatgtttga
tagaggacct
ttaaggtctt
agtttgtaac
tttgtattca
acctgctgaa
cgattgaatg
cagagaacca
tgcacgcctg

tttttaaatg

aacttaaaat
cagtttttac
ggtgagatca
aggcggcaga
gttggattgt
tcccaaagtg
aagccattte
gatggtttgg
tatcteccact
tactgcaaca
tcattaaagt
ggtctecccat
tatttggggg
agacgggaca
gcactttatce
ttcaaagegt
aaatcctcat
gtcatagtta
ttttaagaca
gtttaaatgce
tattttaggt
tattttggaa
tttttctecag
cattaaatat

accgttgcett
catcccecactc
taacgaattc
ttttacttta
catcaagttg
tcagagtatt
aagatggatt
cacgaggaga
agataaggtc
ggggaggata
tgtgtctgag
ggaacgagta
tggtccattt
ttatgacaaa
gctcaatgcce
tttaaatgaa
tgaagggctt
acattactac
gctgcccettt
tcaccacctce
cgaagacgat
ggcgcaggta
gattgcgtac
cctggettte
tcagcaagaa
aaaatccttt
ctggagagtt
aagctgcectct
caacggaggc
gctccecegag
tgccgetgge
gtgctteett
aggctctcct
atttttatta
aacacgttat
actagtggca
gagccctcect
gatacagggt
ttacaagcct
gttaggtttg
cccaaatggg
agatactgtc
ttgtgcctgg
tctgtcaccce
tgtttgaacc
catccgeteg
tgactcgcca
gtccctggtg
aggacctgac
cagctgtggg
ttatctcttce
attgaccata
atgaacatta
tatttgtagt
tttatgttga
atagcatatc
ctattctgag
ttttttteece
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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
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
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<211> 5402
<212> ADN
<213> Homo

<400> 17

gccggttece
ccgtcttcetg
ctgcaacccce
gagagaagtc
gttcatccecca
gttgaccttg
aagttacctg
ttaaagctgce
gttattggtg
gagcttgeeg
cggactattt
tgggattgga
tataagaacg
catgtcgagce
aacgtagtaa
cttggtggat
gttccttcta
ccgcacaccee
tccttgagag
gagagtactg
ttcttgecgac
cagccaatca
gtcgaacgca
gctaccaact
cgcecggcecat
cctgagaagg
gtgaaggagt
ggaacaaaat
gatgatggca
acttttatce
aactttttce
ctgaaggtca
atctcagatt
ggagggccte
cagctcttca
ccecgcecteate
tatgagtcct
ttcectggece
gaattctaca
gtctttgeag
‘acaggtggag
gcccaatate
aatgaattgg
atgtgtggga
ggctcatggc
acccaggagg
ggaggctttg
ctgcctactg
. gaggtgcaca
‘tgaccactct
acagacatca
tcccectgtgt
gccecatatct
tgagaagagg
gagatggcac
ctgtgctcca

sapiens

aggcegggtg
ctgagtgctg
cggctecggga
caggaatgat
gaaacactga
tggegttttt
ctttggtgaa
agctgtgatce
gaatcacagt
cacgtgtagt
atgactacgt
aggaccccta
ggcagecttt
tagcagtgga
aagtggcctt
taaatgtggce
agaccaaaat
ttcaaatagt
atgagcacaa
gtgtctcatt
tcaccectgea
ataatggtga
atgtgtccac
gtagcagcac
ccactgcectgt
tgaagaaacc
tctacctgaa
tttcatacct
tteaacctec
gctcecectgea
agcgagagct
gcagacatgc
ggagcaagaa
gccgggaatg
ccecggttceag
tgcgecctgaa
ctctaggagg
aaatcatagg
aatctaaagt
aagagaaata
ctcaaactcc
ggctggccag
tcecetgagaa
ctggagacat
atttcagaga
agttggctceg
ccgccectetg
cacacacatg
ggatgctgca
cetgtcatee
taaccactga
ctggaggatt
accacaggcc
accatgctgce
acggggctca
aaactcccte

gagaccaact
ccgeccctte
tcctggggeg
atattcttgg
cctgattact
ctttecatgtg
taggagtgct
ctcggetgte
gtctgtggtt
cagcttectc
gcggggaaat
tgaggtgggc
ccctgeacat
aattccagtg
cactgtgcgc
atatagtccc
tgtgtgccac
accccgagat
ttacaccttg
tgagaaatca
ttctegagge
atttgacatt
ttcaggcgtg
tccatggeac
tgacgaggaa
gaagaaggtg
gatcatcccce
tggtectgac
tgtggagctc
taagaacata
tcggcaggta
cttgttggaa
ctttgaggtt
gtttgagcta
tgacaacaac
aatgtatgag
agcctacaag
actgcgtatg
ttgttttatc
taataaatca
agtcaccaat
tcaagtgaaa
ccttttgget
cagtgtgtct
aaaggtcatg
gctacttcag
tccectecattt
ttttaaccag
gctggcecatc
agttggetcce
tcctaacaca
ttgtcaccta
actttggcat
tatcatttat
gccectgttgg
tgctgatact

46/53

ctggggtctce
ccaggacagc
tcectttggcea
gctgtatttc
gtgacaaagt
gaagttggaa
ctacttggtt
tgttggeatt
gcattcttct
cagaatgagg
tacctggate
cacagcatgg
cggeetgtgg
acccaggaag
aaggctgggce
tactacaaaa
ttttctacte
gagtatgata
tcecattecatg
gtaacatcca
tgcttccecatg
attgtectaa
agcatttact
ctgeccacccea
gatgaagact
tactgctatyg
tggcgecettt
cctgtcececata
agctgtaagg
ggaggctctg
catatgaaaa
tcgtetetga
gttttccagg
atctgcaaag
caagcattag
tttgcgggac
cagttggtcce
cattacaagt
ctcaacaatg
ggtcaattgg
gcgaataaaa
gaggaggtgg
atttttgatg
gacttcaaag
aggtggtttt
ttcacaacag
cagattattg
ctgtgcetcece
agcgagggtt
catgctectet
cataaccatc
caagccttgt
ggtatgtaag
ttggtccttt
gaaactggtg
ccttggagac

ttggtgggag
ggaggtggaa
gttgattgcea
tctaccctgg
ctgatggata
gacaaggtga
ctcagaacat
gacgggaccet
tcacaattaa
accgcgageg
cceggtettg
ccttecgagt
gactaagagt
tccttcagga
gttatgaaat
tttttcaacc
ttgtattgac
atcccaccaa
agectecggecce
acaggcagac
cttgecattte
gtgaggatga
ttgaggctta
tgcacatgac
cgcectetga
tgtcaccaaa
acaccttccg
agctgctcac
agaggaacat
agaccttteca
gaccacattc
aagccactcg
atgaagaagc
cactatttga
tgcatcccaa
ggctecgtggg
gagctcgett
actttgaaac
acatgagtga
ataaggttgt
tcttctattt
aacatttcct
agaatgagct
cccatgcagt
ggactgtggt
gctectctea
ccgctccgac
ctacatatga
gcgagggctt
ggagcttctg
agccagaaga
ctttacctca
ctgagctcett
gaagatctca
tggagaccct
accctetttg

agtggggagc
cttegtegeg
ccetgeacta
agttcatcca
gaccctttct
aaggggccaa
gggccectegt
gatgttttac
gttcctettt
ccgaggggac
caaagtctcce
gcatttattc
tcacatctct
gcccaattcc
cacagtgaag
tggaatggtg
ctgtgggcag
caattccatg
tcaagaagaa
tttccaggtg
ataccaaaat
gaagaatatc
tctttataat
ctcttececag
gtgccacacc
gcaattctca
agtgtgtcca
actggtggtg
tctageagece
ggacaaggtg
caaagtcacc
gaatttctece
tctggactgg
taccaccaat
ccctaatcge
caagtgtctc
cacccgetet
agatgaccca
gatggagctg
agaactcatg
aaatttgctg
aaaaggcectg
tgagctgcetg
agttgttggt
ttccagtctg
gctaccacct
ccatagcacg
ctcectatgaa
tggcatgcte
ggcgcaagtt
tgecegeatge
cctgcteect
cattctgtea
gtagctgagg
taaatccaca
gccctcecacta
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60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
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cttgaccaga
gagccaggag
ggtaggcata
gtggtgtcag
cacaaagaag
ctgaagaata
ggctggcttg

cggcttggge
ttctactgaa

ccctgattcet
ggagtttacg
gatatgttac
aggaaggaga
agtacctget
aataatttca
gctgcaaget
ttgccaaaac
gcctcctgga
tgagctgcta
gcacatgggt
accccaggat
gctgcttgee
aaacataatg
ttetgetgtt
gatcctggag
cacttttteca
gtggtcctta
ttctctgtct
tttgtttttt
gtcaaagaga
gccagttctt
gccttttage
gtttctggaa
gccaggcagt
ag

<210> 18

<211> 1764
<212> ADN
<213> Homo

<400> 18

agctttgege
attgaaaact
ttttgacagt
atggacaagg
agtgaccaac
gaccgttcete
gtggcagcta
acctggcaag
cgcaagctca
gaggcactga
cgcagtcgcc
gacgcgetgce
gccaaggtat
gacatgagcc
gtgtcectct
gctcagcaaa
ggtcaggtaa
tgcttcecga

ctggtacttg
agagggggac
ggccatggea
aactggaaaa
aactctgtaa
tgaaggatag
gagactactg
cactgactte
gaaaattttg
ctctctgctt
tgcttatcac
acagtaaaca
actaaggagg
gctgtatctt
agattcaaaa
accattccea
cagcaagtac
agcatgtctg
cagttcetge
gctgacctca
cctecatgee
caaatgtttt
ctgccecttg
tttggcagtce
attgagttga
gagcatctta
ggcaccagtce
gaactctatt
ttttctaatc
tgagagagtg
ttatttatgt
gtctttgaag
aattggcaga
tgcagctgat

sapiens

agtggcagta
tttceccaata
ctctacggag
agacgtttga
aggtggtgga
gtttcatcca
tgcaggcagg
agttggagaa
ccecggtttga
acaacttcac
tgccagcacg
ccgagtctte
gcgaggagaa
cttgggagga
tggeccecttgec
acccecatgtg
cactagtggc
ggtatttcac

agtccttctc
agataggagg
ctggactgcce
agcactttcce
getttttett
ctgagctgta
atgcttttcc
cccattatgt
tagcaaaaga
ggtgttctct
aggtccttgg
cctgccaacc
gaggaagctt
ggaagatgac
tctcecattgac
atggggcagt
acagagtcct
agccectectg
ctgacctcag
ctcatccttg
acatggtcac
cccatgggat
ggcccagaaa
gecttttetga
ttgtcttggce
ggcaccattg
tttgttaaac
caaaagtatc
ctgctttcat
ttatttettg
ccttgtgacc
gagaccagac
gaccaagccc
gatgtaaata

tcgtagccaa
cccegecatg
actgcatgtg
gttcaagttt
gctgatccecct
actggtccag
tctgctgaag
gaaagtgtgt
ggacttcgag
caacgaggac
gatctacatc
cacttgctcce
gctecegectat
gtgaggcgtg
cagggcgaag
ccctgetect
ccagccccge
ctcttaagag

47/53

atgggtgggg
tggcccatag

tctaaggact
cttcgggcat
gaattgtagc
gcctccagag
ctgagtttgt
agtctgctaa
ttagaacagt
ggcagcacta
cgtcaggaca
cctgtactcee
attaggttca
aacatcecttt
ttcccaaatt
caactctgag
gaaacaaggc
ttcgcaggga
tetttegeayg
gggtccggga
tgctetecte
atgtaccgga
ggggtttcca
attctcceccecct
tagacctgtc
caacccaacce
aaaacccttt
tttgctetcet
actagccagt
ggcaattttc
caggtacttg

-atgagtgaat

tgctgcagat
ttttgtacag

tgaggtttat
acgacttgaa
ctggtgaagce
gggaaggaac
gggggtgcag
aaggcacggc
gtggtaccac
ggggatccag
ccatctgact
cggagceget
tacccagaca
agcaccctct
gcggcectaca
ccgecggetg
acacctteccece
gtgtgcagtt
agacccacaa
ggaatcttce

tgattgecte
gagcagtcce
gctaaaaaga
ttctggaaat
cagtgagaaa
tggggcatge
tattggcact
aagctgggga
aagaatagta
agacaaagga
ctagggatga
cctttgcetec
ctgttgaatg
ttcattactg
tgtgttttta
aatattacaa
aggactttgg
tcatgaggaa
tcatcatttg
tccagcatca
agggaccagg
aggtttatca
gctgggggcea
ccggcagect
attttaagct
agggaagcetg
ggcactattg
tgggcctttt
gtggggaaaa
tattagtgtt
gggggccagce
acctaggaga
tcgtcaggcec
tagataaata

ccgaggcgcg
atatagtcgg
tcctggaagt
taacattcac
gcatcgtegt
tagaggagag
aggctgtget
aggtcactgt
cgcgggtgca
tcctgegett
agctgggcta
tcctgccaca
actgecgtggce
tgggaccagce
tgcccectggtt
ggggtagggg
gccctaceccg
acaagcccag

ttctcatcag
gctgcacaat
atattttttt
gattattaat
agcagataga
ctaggcatat
gaagtatggce
tcctttagea
tgccagcaat
acagggacta
acatggaggt
atcagttatc
atgattgaag
tttgattgaa
agaaggcttt
gccatcttta

caatgccttg

caagccctcece
tecctttettg
gggtctctat
acaaggtgct
ccaccctggg
cgtggactgg
tccagagact
ctagtcatag
catccctgtg
tggttttcta
cttttactgt
ggtacaatat
tecttattttg
tacccttetg
gtgtcagcat
aggtgaaagg
aatgtttaaa

attattgcta
cattggcaat
gatggaagga
cactgtactg
gggatatggg
caaggagcag
ggacttgctg
ggatgctctg
gtatttctgg
tgtcacgggc
cgagaccaca
ctatgccagt
catcgacact
aagactgcac
tggctgacgt
cagctggcat
tgctgggget
cacaagctgce
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3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5402

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
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caggcctgag
tttcagctcec
ctaaaaacat
gggcagggag
gcacctgcecec
tetgttette
acccacatcc
atcacctcca
gccagttatg
accttaaacc
gggcctccgt
tgaattcaaa

<210> 19

<211> 2010
<212> ADN
<213> Homo

<400> 19

gtcgactacc
tagatagagg
ctgttatttt
aagctgattc
aaacaattct
gacgaagtcg
tetgcaaagt
gttcagagtt
tgtatcctga
gatatttcct
ttecetttcec
taaaagaact
.atgacattgg
acttaattcc
ctaagtatat
gaggatttta
tgacagcaat
atgagcaagg
agctaacctt
atgcaagagg
gagatcaccc
tggaaagaat
ccatgctcac
atccttctgt
tagttgaggg
ctcacacaag
acacactccce
ttcatttgca
ctctggcecaa
agtcttggat
tcatttacat
tttgctacca
ttcacttttg
aaaaaaaaaa

20
4362
ADN
Homo

<210>
<211>
<212>
<213>

ctacttgaag
gcctttttte
aaaacactgg
tgatagccaa
tcacatactg
taccaaccca
actcaatgtg
gcctgactcec
gecctttttga
tgttectaga
gacactccat
aaaaaaaaaa

sapiens

agaaaatact
aagacagctc
cagtgatttt
acatataaag
gcaaaaaaag
cctggttaaa
attagtggtt
cttccactgt
aatgtgttcce
ctttggaatg
actggcectetg
cagtcctegg
agatgegctce
aaatgggatc
tgattacatt
tagagtctgt
cattggaaat
ataccaaaaa
ggatgaaaag
catacagaaa
aacatcaata
ggaggaagca
acagtcataa
tcttecttac
agagattggg
actgaggcag
tggcactgaa
taaggtatca
tgattggtte
tggctgtgag
agggtgtaac
gggctcttga
ctgcttcact
aaaaaaaaaa

sapiens

ggggccatct
tcctatttte
aggttagtgg
actecttggt
ctetttteece
gtctcaacac
aactctacta
ctgtctgece
aatctgtaat
gctatgcaca
gaaaagaagt
aaaa

ttcaacataa
tttcgggata
ccatttatct
atgcagatgt
gatgaatttc
gatgctectge
gaatttatta
atgtttgaag
tgcatgtggt
ctgtgtggac
tataaaaaac
ttggggaaga
tgcatacgct
tccatacctg
ttcaacgtct
gagaaggaga
actgattatg
tcacatccta
aaaaaattcc
atggaaatag
acttgtcata
ctccaagtag
tcacctctga
acctaaataa
ggaatgggga
gagaataggg
gagtctgaac
aaccacatca
attccaggac
ccaattcacc
catcaagaaa
gccacttget
gccttgtgcet
aaaaaaaaaa
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aggtccccaa
tctetggett
aggccecctcece
cacctgctcce
ctctecectce
acaaagtgcc
ccacgacctce
tttcaccccce
agctccectt
ccectgeecce
tcttgcatac

atgaactctc
accacctgat
ttaattcget
cagaaaagaa
ctccatcacc
gtcaattaag
atgaaatttg
agatgaccaa
ttcectgecaa
tcteccttatt
ttectggacca
gtttgcaaga
tttctataca
tggaccaaac
ctgtaaaagc

tacttagaca

actggaaaca
ctatacagtt
tctttttect
tatttcgcetg
atattctctce
ccatcaacaa
gagactcagg
tacaagagat
gatgatgatg
tacagagata
actggcctgt
gcctctgatt
attcatttge
tcagtctcta
cctctacagg
ctagcccact
ccaataaatc

cccatggact
tcttcageca
ccaagcaggg
aagaaggaag
acaccagaga
accaccttec
cccatattcc
aagattttgc
tccccaactce
agtttaccgt
cggaaagttg

caacttatta
acctgcagaa
atccaaaatt
agcatacatg
cagatttata
tcaagctgaa
tectgagtct
gccagaatat
gcctaaacct
caatttaaat
aaagccatca
agttctagat
ctgggaccaa
caacaagaga
agtttatgag
tttctaccct
gtttgaacag
gttttggaag
tacaggacgt
tcctgaaact
cctcectaag
caacagagga
gtgggecttte
taatgaatag
atggtcaaag
gggatctaag
gattggtcca
ggccatggge
ataaggagtc
attggctgtg
gtacttaagce
cccaccctgt
cactectteca

ttgecctccat
tgactcacaa
agcctgggat
cagtagctga
tgtggtgagc
ctgactcaga
tcacttctcce
acaggttaag
taaagcctag
tcctcectcea
aataaatgga

aacttttata
accecccagte
aaattattgc
cttatgcatg
cttagagtca
gctactgact
ggaggggtta
ggaatgttca
gagaagaaaa
gttgctaacc
ttggaagatt
gatgctgetg
aatgatgttg
gactatgttt
gaatttcaga
gaagaactaa
aattcaaagt
gctttccaca
gataggctgc
ttcagtgaaa
tattctacaa
tttgtctcac
tcacacttgg
tggttagaag
ggtgcaaaat
gatgacttgg
ttccaggacc
cagacctgca
aaaccacacc
agtcagtctt
cccagaagat
ggaatgtact
ccacccaaaa
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<400> 20

gtggttagta
ttttgaaatg
aaaatactta
cagtaaatgt
tetgtttgea
tgaaaatttg
tacagctctce
caataatatg
tgctteecga
ggcagaatca
tactatcatt
tatggccaat
tctttgcttg
accctttectg
gatgaaaatg
tatatttgtt
tttggagctg
aggaaagttt
acttctgett
cagctgggaa
tacccctata
agaattttct
ccaccagatg
ctaattcaga
atagatggaa
gatgatcact
ttattccaca
ttggaaaaga
ttttatctta
gcaattcect
aactggtggt
gttgtggtac
ttcaacagtt
aaaatgggac
gacataagaa
catggattaa
gatgcccaag
attgatcagg
aatcecctget
cttaggaaaa
gatgctgtgg
ttggatccta
gataagacat
atttataatt
aaaaagaagc
caacagttac
atcacagttg
acagctgtta
aataaatcag
ggaaaagtcc
aattatgatt
catcctacga
cagtttctgt
aaactagtca
tttaatctte
caagctattg
gtttagtgca
gacagaggta
gccaaaaaat
tttttttgac

gcgataaatg
tttcatttgce
atatgctgaa
ttagtaattt
ttgccagtgt
aaggtgcatt
aggttttgta
gaatcagagt
aaatcatgtg
gaaatattaa
cacttgcact
tgggtttagg
gaatcccecttt
gagctatctt
ataggtatgt
gtggagaaga
gagggtatgg
ttgaacttat
ttgttcectte
ccggttcaac
atgggcagtg
cagggggaga
acttcagatg
aatggctgag
cgttttette
atagaacagg
aacttataca
atcttattcc
ctctaccaga
ttggtacagc
cagtacttga
atcttttgaa
ttcttecatac
agattataca
atgattatat
ctgagttggce
caaaaactac
cccacaggca
taattctagt
caaagaacat
atgcaggagg
aatacggcat
ttgaagacag
gtaccattgt
catccttgga
tggattatcc
aaaactttgg
acaaacaaaa
tggcttectt
ttctgectcett
ggaaggaact
taaaaatttt
tatttttgac
tcecagteccac
tggatcttcc
atcacaatga
aaagcattaa
ctattataat
attaaaggaa
catcttctaa

ctctgaagga
aaaattgtac
caggtcaatg
gagcacagtt
ttgattttgce
ggatcctgct
gttaagagca
aactctcett
tgtecgactct
aagtttgtca
ttctaaagca
tactgactgt
catgcaagtt
tggatgggga
tcctaattta
tcatactgcet
tcagttggge
gggaagcatt
atcaggacga
aagcaacagg
tctaccagat
tcaaagcttt
tcccaatceg
ctatccttct
ctectggttge
taccagattt
acctgatcat
taaactgact
atgtccecctg
tcttgtgaac
acctccacta
actctacaag
tgcattaaag
gtatgataaa
caactgggtc
agatatccct
tctgttacag
gaatgtctcc
ggtgcgtaga
agattacaag
ggtgcgcaaa
gtttaggtat
tgatttgtte
ggacctccat
tgatttgaaa
agaagatgac
tgcaacagaa
tcggcaagag
atttgatgct
tcagcctaat
ggaaaagaat
ttgggaagta
aggtagtgat
aggaggtggt
aaaatataca
aggcttcagt
actatttgtg
tcttacttgce
aatgaacaaa
taaacatagc
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aaaaacatac
ttgatactca
tatcatctgc
gggtatgtte
tatttcaaag
aatttgttgg
taacttcact
tttectgete
ctggtcagaa
gatatccaga
agtgaagtct
aaaaagcaaa
gcagcaggag
cgcaacaagt
ctaaagtcac
gctctaacca
cataattcta
gtcactgaga
atttactctt
aaaagtccct
attgattctg
tcacattact
acaaagcaga
ggaaggtttc
ctaaatggaa
tcaggggttg
ccgcagatat
agctecttac
atgagtgatt
ctagaaaagg
ttcctcaaga
atcggtattc
gttttagaaa
ttttatatac
caacagcagg
gttacaatct
accgatgcag
tetcttttte
gaaaatattg
aagccactca
gaatttttcet
tatgaagatt
catttgattg
tttecetttgg
gaactaatgc
atagaggaaa
gtgaaagagc
tttgtcgatg
tttcatgecgg
gaactacaag
acagaataca
tttcacgaat
cgcattccta
gaggagtatc
gaaaaagaaa
ttaatataac
tttttettgt
agaatgttca
ctgttaatat
aagtattatg

agtactgtga
gaatagtgtt
ctagtatgca
atgtattttt
aaatggcatt
attctgctaa
aaataaaaat
aaactttgat
tttgctecgg
ttgtacaggt
tetgttgggg
cttcaccgea
gagcccatag
ttggtcagct
taagatctca

aggaaggtgg

ccagtcatga-

ttgcttgtgg
ttgggcttgg
ttactgtaaa
aagaatattt
ctagtcccea
tctggacagt
ctgtggagat
gttttttage
atatgaatgc
ctcagcaggt
ctgatgttga
ccaacaattt
caccactgaa
tagtagaact
ccccttectga
tactacatag
atgaagtaca
cctatggaat
gtacatatcc
tcttacagat
tececcagtgat
taggagatgc
aggttatatt
tgcteatcecat
ccaggctcat
gtgttatctg
ctttatataa
ctgatgttgg
cattttgtct
tggttctaaa
cttatgtgga
gctttcataa
caatggtcat
aaggggaata
taccattgga
ttcttggtat
tecccagttte
ctctacgcte
tttggagtta
ggtgatgaat
atctacgagt
tattgtacag
aatacattaa

gaatgtagta
tttttttect
taaacaataa
tattecttac
ttgttgagtt
attgtagcag
atttttaata
ttgctgaage
actctcttat
tgcttgtggt
acagaataaa
gctgcettaag
ttttgtactc
aggtcttaat
gaaaatagtt
agtgtttact
aataaaccca
acggcagcac
tggtaatggg
aggaaattgg
ctgtgtaaaa
gaactgtggg
gaatgaagct
agccaatgag
tgttagcaat
tgctagagctt
ggcagctagt
agcattgagg
cacaacaata
agtacttgaa
ttttaaggaa
aagaagaatt
ggtaaatgag
agaattgata
ggatgtcaac
atttgtattt
gcagatggct
tgaatctgtg
aatggaagtc
tgttggagaa
gagggaatta
ttggttttct
tggcttageca
gaaactactg
gagaagcatg
taattttacg
tggtgcagac
ttacatattc
ggtctgtgga
tggaaataca
ttgggcagaa
aaagaagaaa
gaagagtctg
ccatacttgt
taaactgatc
taactattca
tcagcaaggt
gttcatggaa
aaccatggat
agttttacta
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180
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acatgaattt
tgcttaattt
ttgattattt
ataccagtac
tatgatttaa
cactatcttt
gaatatacta
ggattgtcga
gccagtaata
aaattattga
cagttttatg
gcaatacatg
gccgtgaaaa

<210> 21

<211> 6926
. «212> ADN
<213> Homo

<400> 21

atttgagcat
gaacatccte
acgtttccga
gggatggcta
cggtacacat
aacatgaccc
agcttaactg
tgggacatta
aattctccag
caaattgtat
tttaaatatt
aagaacccag
cattctecgaa
gggatgttct
agtttcccca
accaatccaa
gaaattgaaa
aaactaacca
agctacaacce
gtggaggtta
ggagtcaatt
agccatcacg
ggaaccccca
acctctacgt
ttagatgcta
tccatgggtg
atgcttcata
tctteettgg
ggaagcectga
acacacgaag
tccttacctg
gctgaccagg
gcagacacag
tctctegatce
gccaggacag
tgcgctgaca
tgctectete
gaagacggag
tecegtgtgca
ccaggggcag

taagagtttg
ttcttecaatce

tttecattttg

agtttctatg
atcttactct
tettttttge
cataacctgc
tcagagaact
aaaagaaaca
tgetgcagtg
gtgetgatgce
tgactttctg
ctgtttaata

sapiens

cagttgaggg
tgctggagcet
ggacgcgaga
gttcagccecg
tgagcccaga
tgcagcggge
ccagcatgta
aagaggaggt
ccaacttctg
ggagaattga

-accacggcat

ctgtgatgat
aacttgttag
tcaatcctga
cctgtgccca
tttggcaccg
ttaaagacaa
ttccagtcca
ttggcagaag
cgtcttctgt
ctgtgaatgg
acagccaggt
agcattcatt
cttcaaggac
tcgaacacaa
cctctccgaa
ttgattcaga
aggaggaggg
catctcagac
ctgcttccett
caggcccagce
gcagtgctga
ggacttccga
agggctctga
agagtgtgag
gctecctgcaa
ttgagagcgc
cctgtgecagce
ctgctggttc
aatcggccac

catatttcag
attgagtgaa
taaataatgt
gttgtaattg
gagactcectat
tagaataagt
agttcttttc
tattaatatt
ttggctacta
ctttagagct
ttagttgtct
ctataatgca
aagatttatt

agaggacgct
tggggccetgg
ctgcagagct
ggagcacctg
gaacctcceag
caacagcgac
cgagtacacg
ggaccccagt
ggattctaag
gcctgggceccc
tagtggagcc

gggggcagaa

ctttacattg
cccttatett
ccacgggcag
agagaaatat
atttgccaag
gaggctgctg
gctecececaget

tcatgaagat.

agacttaggt
gtgctctaat
caggactagc
ctecacctece
tggccactcc
actgaggagt
tgaagaagat
aggcctgatc
aaagctggag
tgaggataag
cccagaggaa
actgtgtggce
tgcatcagga
gcecttccececag
cgaagccagce
tgagagtgtg
acggtttcecct
agageccacc
tttacctgtg
tgtacctgac
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aaatgatctg
aaacctttaa
taagttttgt
aacttgaaca
aaaaagaaaa
gtetttgtgce
tttgtgaatc
tagtactgga
tgagcaccaa
atttccttga
catgccatta
aatatttatt
gttttaatat

tcatttectt
agcagactgg
ttgtaggcag
ctttttgtga
agccttgeeg
accgacctgg
ctggggcaag
gattggattg
aacaggggtg
tatttcatgg
ctgcgagcca
ggcatggagg
tcagatctta
aagatgtcaa
gagagacggt
teoettttttg
agccgtccca
gagcgacaag
gaccacgtga
gecctctccag
agcectteeg
gggccagttt
tccactctgg
agaggacgtce
aggccaggga
agttttccca
cacgagttce
atgtttagca
gacaaccctg
ccagaaaatce
ggtgaaggcg
tctcaagagg
ggaagccgaa
gtgtcectctg
accaggectg
accacgcagc
gaaaccccag
agcagtggcc
gtacaggtgce
caggaggagc

gtgtgagtge
ctttggectg
aataaaatag
gacttttaaa
aaaaggtagc
aaacctaaat
ctgacacact
agaactctgt
tcactgggtt
atttaagaaa
aattgtaaaa
ttttaaattt
tt

tttggttggg
ggctgcagat
ccaatcecag
ggcgtcgaaa
cccagagcete
tgacttctga
cccagaacct
gactttatca
tgactggaac
aaccggagat
cgaccccctg
gaggtgcettc
gggcagttgag
ttcagccagyg
ctactatcat
cacttcttac
tcatcaagceg
ccatcggtga
gtgggtacct
aagctgttgg
atgacgagga
ctgaggacag
aaatagacac
aggattcact
cagcgacctg
ctgacacaag
agcaagacct
gggcatccag
ttgagaatga
ttccagagcet
gcceagagcec
tagatcagcce
gagccgtcag
aaacagaacc
agggagagag
tgtcectetgt
ccttttette
ctgccgaagg
ccagtgggga
tgggggaggt

atggaaatat
caatagtcat
ttatgttctg
ggttaaaaat
atggtggaaa
cacagatagg
gatagatggg
ctccacagtt
atagctttca
caaatcttaa
gtgagttgat
attttaaaat

aatgtgccgt
ttagacgtag
agaagcagac
tccccagatg
catgccagag
gagcecgcectcec
cattatcttc
tatagatgag
acaaaaaggg
aaaaatctgt
catcacecgtg
aggaaacctg
gctaaagaaa
aaagaagagc
cagtaacacc
tgatgtctta
ttttectgggg
tcaaatgctc
ccagtttaaa
cacaatactt
catgccaggg
tgctgccgat
agaggaatta
caatgattac
ctctgagagg
actcaatgcc
gggttacceca
agctgatgat
ggaagcctcc
tgcagagagc
tcaacccagt
cacaagtggc
tgagaccgag
cagtgatcct
tgacctggaa
ggacacacgg
tcaggaggag
gtcgecaggaa
ggatgaaggyg
ctggcagegg
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agggggagec
gctggggagg
ggttctcaag
agceggtacce
cacggcagga
gctececcag
aaccggcgat
aatgctattg
cgggagaaca
ccceecegtga
gcctaccegea
gacacccacce
ttcgcgaaca
aaggcattct
cttcagagca
agccacagtg
aggccatcca
gcttacaatg
gagcgtcaac
actgaaggga
agcttatttg
tactgtcagt
cgtgccaatg
ttttacagga
atccgaagag
gacctgcaga
gggccttcta
ttatttgaat
gtagacaatc
caccagtatt
ctatgtgacc
atgaaagaca
tttgggcaga
aagaacaaga
cagcaaacag
gtttttgatyg
gattggagaa
tggttctggg
gttacaggca
ccaagaagat
tgttttaacc
ttgacagcag
atctectgtgg
tttcaagagg
ctctgtcaca
ccecagggaac
ttgttatgtt
gactcaggag
ggcccaatct
aagtacattc
tgcatggtgt
caatatgagg
ggtatgtgtg
tttatgcettt
caggaaaaag
ttaagatgta
ttccatgeat
aaagggcctt
accaaaggtg
atagaaaata
tgtgcatcta

tggagggagc
cccaaggcac
ccaacggcca
agagggtgga
tcttctacgt
cccecgecaggt
atcagagtat
atggggcagg
tectgecectcea
agttcctcat
tgtttacaaa
actttgaacg
aacagctaga
ttgtggacca
gtagacccac
cgggtgaggt
gtacattcaa
acaagattgt
ctgatcttac
ctccaggatt
aagaagagat
ccccacgtgg
ccecgggetcece
agttagagac
atcacttact
gaaataagct
gagagttttt
attcagccaa
accatgaatg
tgttggatgc
tgagtgacct
atgatatcca
taactgaacg
aggagtacat
agagcttagt
caagagaact
acaacacaga
ctgcagtgga
catccagcat
tctgtgtgga
gtctggatct
ttgaagaaac
acaggcagtt
atgcttccett
tttggggact

aacccaaccg

ccaagacaaa
aatcttgaaa
ccaaattaga
atttaagccc
gcaccatagg
tacctttaca
taattatggc
ataatgcatg
tacacagtga
tataagaacc
actcgggeat
ttatttttat
aagggacatt
gcttctaaat
agtaataatt

tgcagctgcet
ctgtgaaggg
ccagccactg
cgaggctcectce
ggatcacgta
gctgcagaga
ccgcagaacce
ggaggaagct
ctctacctce
cagcccagag
caacacgtgt
ctaccagcat
gctgeccgegyg
caactcccgce
aagtgcgetg
aggagaagat
tacagtcagt
tgcatttcta
caggaatcac
ggtgcgectt
aatgtcatat
ctcteecegtg
agcceccttac
taaaggatat
agaagatgct
atatgtcacc
cttcectggta
tgacacatac
gttccgattce
cttcttcaca
agaatacctt
tgacatccta
agaattaaag
cgagaggatg
gcgtggcette
ggaattggtc
atatagagga
aagattcaac
tcectatgaa
gaaatggggg
gcctececctac
cagtactttt
tcagaagctg
taggataaag
ggagatgagt
tctttcaatc
gatgaaccca
cttacccttg
gcaagttaaa
taagttataa
tttccgettt
gatttgcaat
taaagacaaa
aaaacaattt
gttctgttta
tacctatcat
catgctaata
aaaggtaaaa
acaatatgac
caaacttcct
ttttaagatt
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gccgagagcce
gcaactgccce
cgatcactac
ccaccaaact
aacagaacca
tctaactcca
atgaccaatg
gactttcacc
agatccagga
ttecttcaccg
ttgaagcaca
aaccgcgacce
ggatgggaaa
accaccactt
gttcatecggce
tctcgacatg
aggccacagt
cgtcaaccca
tcactcaggg
tcaagegatg
gtgccteccac
tcatctcctce
aagcgggatt
ggacaaggcc
tttaatcaga
ttegttgggg
tccagagaac
acagtacaaa
agtggtagga
cggcecctttt
gatgaagagt
gacctcacgt
ccagggggtg
gtgaagtgga
tatgaggtgg
atcgcaggca
ggataccatg
aatgaacaac
ggatttgctt
aaaatcactg
ccatcectttt
ggacttgagt
ccttctagaa
ctacgtgctg
cctecttggaa
aacagttctt
tacatgatca
aacgtggttce
taatataata
cagaatattc
catgggacat
aagatggtct
ccattattca
taaaataact
ttttttgtag
gctgtatgta
tgtatcettt
aaaattcccc
taacagcaac
tcacagtgce
cactatatgt

caccgcaaga
aggaggaggg
cttcagtgeg
gggaggcacyg
cgacgtggca
tacagcaaat
agaggcctga
aagccagtgce
tcacgttgct
tgctgcattc
tgatcaccaa
ttgtgggatt
tgaaacatga
tcattgatcc
aacacctgac
caggaccacce
accaggacat
atatctttga
agaagatcca
cagaccttgt
atgccttact
agaactcgcce
tcgaagccaa
cagggaagtt
ttatgggcta
aggaaggget
tctttaacce
taagtcctat
tccttggtet
ataaggctct
tccatcagag
tcactgtgaa
ccaatatccc
ggattgagag
tggatgccag
cagctgaaat
acaatcatat
gactaaggtt
cactccgagg
ctectteccag
ccatgcttta
gacctggaag
gaatgattga
ttgttttcca
ggatttgggt
gactgccaaa
gctccacggt
aagccaaact
aaagtaaata
atttcttgct
gagtgaaaat
gtgacaatgt
gtgaattact
agcaattaat
gctcattatg
tcactcattc
taagcactct
aaatattttg
tccatcactt
gtgtctacca
gatagtatga

agaaggcagt
cgctactgga
ccaggatgtt
cattgacagc
gcgaccgaca
ggagcagctg
ggaaaatacc
agattteccga
gttacagtct
taaccctagt
agtccggagg
cctcaacatg
tcaccagggc
ccggetecca
aaggcaacgc
agttcttcecce
ggttccagtg
aattctacag
atttatccga
tatgttgctg
ccaccccagce
aggtacccag
actgaggaac
aaagttaatt
ctccagaaaa
ggattacagt
atattatggc
gtctgetttt
tgcactaata
tctcagaatt
cctgcagtgg
cgaagaagta
agttacagag
gggtgttgta
gctggtatct
agacctaagt
tgtaattcgg
gttacagttt
gagtaacggc
agcgcataca
tgaaaaactg
ctgaatgccc
acattggaag
ggaacaagtg
gagcttgatg
ctttttccat
aatttttagg
ggcagcattt
tatttcctga
tatgagtgcc
gaaaccaagt
atatgcaagt
aatgacagat
cacagcatat
tttatgttct
cattttcatg
caaggaaaca
cactgaatgt
gagaagtata
ctacaaggac
tatgcattta
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tttaaaatgc
agatatttceg
agttaaggag
cagtgaagac
tgcataattt
gacatcacta
tttgggatta
gttaaattgg
caggcattgc
tatgggatgt
ttgtaagaac
ggaataccac
tctgaaaaag
ttggaagaga
gaatacaagt

<210> 22

<211> 2601
<212> ADN
<213> Homo

<400> 22

gaatttgaat
agcgggceegg
tgaatgaaag
atgactgtcc
attactactg
tttatggttt
gctgtgtttg
gttatcattt
cgtcattttg
ccttaccatg
gaagtecttg

atgecgggagce

agatgttgag:

acgcttatca
aagaagggcg
gtggttccag
agtgtttgga
atgtattacc
ctaaattacc
aatttagaag
ctaaaagatt
atcgaaactt
ttggaagtga
agaactcatc
tgaaagagaa
gtccttcacc
atacccagcce
taaatactgc
ttgagttaat
aagacatact
agggtctgaa
gcatcctgtg
tacacacatt
aagatggtaa
ccattectcece
ctgttggaaa
ttcaagaaaa
ctcattacat

attagactct
tattteccceccee
ccatcagcaa
accacaaatt
tcttattaat
gtcttacttce
ctccacatct
gggtcataaa
ccaaacattt
tggcaatctt
tgattgctct
ttatgttaca
ggttatagaa
aaaaaagaaa
atatatttaa

sapiens

cctgtgggec
gaaaagtggc
taaacctggt
taataaatac
tttgttgatg
tctaatagaa
caagaaaaat
cccatgtgga
ttgggaccat
caccatttgc
ttgtaagaac
gtttttcttt
aatgggaatt
agagcttctg
agactataat
tggcacacat
atgtaggggt
caattctaat
cagacagtca
aaatgtatca
gtatatcaac
taatccttca
gcatcectgga
attgtttgaa
tctttactat
tggtttcttt
aattttagat
aacaactgta
tggatgtctc
tggctaccat
aacccttggt
tcataaacct
acctgatgtg
atctacaaca
agctggattt
cgagtgtaat
tatggacttc
tggacattaa

cttccatceca
actgcttttt
cactgaagag
gaaactcaga
attaagagac
tgcttaattt
ttgtttattt
agcattggat
ctttgagatc
acattttata
cctgtgagtt
ctcctgeact
atctggaaat
aacttttaac
ttttgce

gttgaatgtg
actgaggctce
gactcacaga
ggagaaaaga
tcaagtggaa
gatatcagga
ggtgcttcaa
cttcagagag
cgacctgttce
ttggaattta
gcttggttte
aggtgtacaa
catattcctg
cagcactatg
gcacctgata
ttagcctgcet
attatctaca
aatgtgggga
cctggatceccece
acactattaa
aaagccaata
tatgcaattg
tcaaagcaag
gggtccttgt
gaagctggca
tctaaaacct
gatgtttcag
gctgacttaa
agacttataa
gtaattcaga
gttttggaga
gagagtcttt
aaagctttgg
acaatggaag
aaacccactce
aactgtttag
accataagaa
aatgtttcct
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tcaaatactt
atttgtacag
atcagtagta
actatatttc
agtttttcta
tatgagaagg
cttgactaat
tgacatatgg
tatatttata
gaggtcatat
aagctatgtt
aaaggcatgt
aagaaaggaa
tggaaatgtt

gctgctegeg
tggaacttct
accttgettg
aaactaagga
tttggcagag
aggaagtgaa
ttggatgtgt
aatgtatttt
aaataattac
ttgagcctat
atagagactg
tatgcaataa
aaaaagatgc
agcgttgtga
gcaaatggga
cctcattacg
attcaggaga
ttacagattg
agagtaaaga
tagagttagg
tctggaatag
aagtagcata
aatttectgag
caaagaactt
aaatgcttgc
tgtttaactg
actttgatgt
agtcaataat
cgacattaag
gagtccacac
aaattcaggc
ctgcaaaaat
ggttttggaa
acattcttat
cttcaattga
Caattcccat
acactctaag
tgaacaaaga

tacaggatgg
catcattaaa
agaattccat
taagcctgca
tggcatctec
tattcttcecat
cagattttca
tttgcecagece
agcagccatg
gcatagtttt
tactactggg
actgcagtgt
gagctctetg
agtttgtact

gtcggegtge
gcccagetet
tgttttetgt
gaaatggaat
aggcaaagaa
tagagcttct
tgcacccega
ccagtttact
atctaataat
tccaagttat
tttacaggtt
tagtgacatc
ttcectgggaa
tgttcgaaga
aataaagcgc
gtcatgggag
gttccaaaaa
tttgttggaa
tctactgagg
attccaaatt
tgccttagat
tgttattgaa
tctcttaatg
gtctctaaat
catttcttta
ccttgtttat
ggcacagatt
aaatgaatgc
tgataaatat
accctttgaa
ttatccagaa
ccttagtgag
cagttactta
ttttgcaact
gtgtctgcecat
caccaataca
actagaaaag
gaagcttctt

catttaatac
cactaagctce
tttcecectecat
ttttcactga
aaaactgcat
tttaattgct
atagagtgaa
tatgggttta
gaattcctat
cataggtgtt
accctcaaga
gaagaaatgt
tattctataa
tattgatcat

cccgacgtac
ccttgtaaaa
cgaaaacatg
ctcactgtac
gaagaaggag
aaactgaaat
tgtaaacgaa
ggcaattttg
tatagagagt
aacatattac
caagcaataa
tttcagaaag
ttagaggaaa
tgtcgttgea
tgtcagtgtt
caaaattggg
gccaaaaaac
gagtcatcac
caaggcagca
aaaaaaaaaa
gcattcagaa
aatgataatt
caacatcttg
tctecaagcte
gttcacggtg
ggaccagaaa
ataatcagga
tataactacc
atgttagtaa
agttttaagc
gcattttgta
ctttttacag
caggctgttg
ggttgcagtt
gtggattttc
tataaagagt
gaagaaagtt
taaaagctge
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tattgataac
gcttcttgac
taaaaaaagg
cttgatatag
tatttaggta
aaaaaaaaaa

tctcttttat
ctaataaaat
ttttttttgt
atacttcata
tggtagcatg
aaaaaaaaaa

ttcactaacc
ttatgatatg
taaagcatac
aacctcaata
gttaataaaa
a
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ttttcatcat
aatataaagg
tagtcaaaat
taaatactct
gtaaaaactg

cactttgaac
aatattatag
tggtgataat
caaaatggtt
ttttactcaa

aaactagtta
ccacttaggc
ttctecatttt
gtatggattt
aaaaaaaaaa
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