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DESCRIPCION
Receptores de linfocitos T con afinidad potenciada y métodos para preparar los mismos
Antecedentes
Campo técnico

La presente divulgacion se refiere a receptores de linfocitos T (TCR, por sus siglas en inglés) con afinidad potenciada
)y, mas particularmente, al uso de seleccién agonista de células progenitoras hematopoyéticas que expresan un TCRa
especifico de antigeno para generar TCR con afinidad potenciada y a los usos de los mismos.

Descripcion de la técnica relacionada

La terapia génica con TCR es un enfoque de tratamiento emergente que puede superar muchos de los obstaculos
asociados con la inmunoterapia adoptiva con linfocitos T convencional, tal como el tiempo y la mano de obra extensos
necesarios para aislar, caracterizar y expandir clones de linfocitos T especificos de antigenos tumorales (Schmitt,
Ragnarsson, & Greenberg, 2009, Hum. Gene Ther. 20:1240-1248). Otros beneficios de la terapia génica incluyen la
capacidad de utilizar poblaciones definidas de linfocitos T capaces de persistir a largo plazo. in vivo (Berger et al.,
2008, J. Clin. Invest. 118:294-305; Hinrichs et al., 2009, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 106:17469-17474). Estos linfocitos
T se pueden transducir con genes que codifican TCR bien caracterizados que tienen una alta afinidad por antigenos
tumorales, aumentando, de este modo, la probabilidad de mediar un efecto antitumoral. De hecho, un informe reciente
de terapia dirigida a leucemia de linfocitos B avanzada con linfocitos T modificados genéticamente que expresan un
receptor quimérico de alta afinidad dirigido a un antigeno propio/tumoral ha destacado el potencial de utilizar linfocitos
T de alta avidez modificados por ingenieria para el tratamiento de la leucemia (Kalos et al., 2011, Sci. Transl. Med.
3:95ra73). Sin embargo, debido a que la mayoria de los antigenos tumorales a los que se dirige la inmunoterapia con
linfocitos T son autoproteinas sobreexpresadas, los linfocitos T de alta afinidad especificos para estos antigenos
generalmente estan sujetos a seleccion negativa en el timo. Por lo tanto, una limitacion significativa de las
inmunoterapias basadas en linfocitos T, en general, es la disponibilidad limitada de linfocitos T que expresan un TCR
enddgeno con una afinidad suficientemente alta por antigenos tumorales no mutados.

Se han creado varias estrategias para potenciar la afinidad de los TCR destinados a su uso en terapia génica con TCR
(Richman & Kranz, 2007, Biomol. Eng. 24:361-373; Udyavar et al., 2009, J. Immunol. 182:4439-4447; Zhao et al.,
2007, J. Immunol. 179:5845-5854). Estos enfoques generalmente implican la generacion de bibliotecas de mutantes
de TCR que se han sometido a rondas de mutagénesis y la posterior seleccion de mutaciones que confieren una
mayor afinidad por el ligando diana péptido/MHC. Las mutaciones se realizan generalmente en las regiones CDR que
se sabe que interactuan con el péptido/MHC. Las regiones CDR1 y CDR2 entran en contacto predominantemente con
la molécula MHC, mientras que la regiéon CDR3 hipervariable entra en contacto principalmente con el péptido
(Wucherpfennig et al., 2010, Cold Spring Harbor Perspectives in Biology 2:a005140-a005140). Las estrategias de
mutagénesis dirigida generalmente se dirigen a porciones seleccionadas de estas tres regiones, pero, aun asi, no
siempre tienen éxito en la generacion de una variante de mayor afinidad, y las mejoras se limitan solamente a cambios
en las regiones especificamente dirigidas. Ademas, las mutaciones introducidas en los restos de contacto con MHC
tienen el riesgo de aumentar potencialmente la afinidad del TCR por MHC al tiempo que disminuyen la especificidad
general del receptor por su péptido afin. En el mejor de los casos, la mayoria de las mutaciones introducidas para
potenciar la afinidad de un TCR estarian restringidas a la regiéon CDR3 por esta razén. Sin embargo, las metodologias
actuales tienen una capacidad limitada para generar diversidad de CDR3, porque la mutagénesis dirigida esta limitada
por la longitud original de la region CDR3.

Weber et al., (PNAS (2005) 102(52): 19033-19038) describieron un receptor de linfocitos T restringido de clase |l
modificado por ingenieria in vitro para obtener una mayor afinidad que conserva la especificidad por el péptido y la
funcion.

Li et al., (Nature Biotech (2005) 23(3): 349-354) describieron la evolucion dirigida de los receptores de linfocitos T
humanos con afinidades picomolares mediante presentacion en fagos.

Dada la dificultad de aislar linfocitos T de alta afinidad que reconocen antigenos asociados a tumores de interés, existe
una necesidad continua de métodos alternativos para generar TCR con afinidad potenciada.

Breve sumario

La invencion es como se define en las reivindicaciones adjuntas.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para generar un TCR con afinidad potenciada que
comprende: a) poner en contacto células progenitoras hematopoyéticas con células estromales y un antigeno

peptidico, en condiciones y durante un tiempo suficiente para inducir la diferenciacion de las células progenitoras
hematopoyéticas en timocitos DN TCRaf+, en donde las células progenitoras hematopoyéticas comprenden una
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secuencia de un acido nucleico no endégeno que codifica una cadena TCRa de un TCR precursor especifico para el
antigeno peptidico, y en donde las células estromales comprenden una secuencia de un acido nucleico no endégeno
que codifica Delta-like-1 o Delta-like-4 y una secuencia de un acido nucleico que codifica una molécula MHC; b) aislar
secuencias de los acidos nucleicos que codifican las diversas cadenas TCRp de los timocitos DN TCRaf+ e introducir
las secuencias de los acidos nucleicos que codifican las cadenas TCRp en células que son capaces de expresar un
TCR en la superficie celular y que comprenden la secuencia del acido nucleico que codifica la cadena TCRa de la
etapa a); e identificar TCR con afinidad potenciada (por ejemplo, detectando o seleccionando un candidato de TCRaf
de alta afinidad mediante un ensayo de tetrameros de MHC, y midiendo después, la afinidad de unién en comparacion
con un TCRaf precursor).

En aspectos adicionales, se proporcionan TCR con afinidad potenciada generados por los métodos divulgados en el
presente documento, que pueden estar unidos a células o en forma soluble, y pueden tener ademas codones
optimizados para potenciar la expresion en linfocitos T.

En otros aspectos mas, los TCR con afinidad potenciada de la presente divulgacion pueden usarse para tratar una
enfermedad (tal como cancer, enfermedad infecciosa o enfermedad autoinmunitaria) en un sujeto mediante la
administracion de una composicién que comprende los TCR con afinidad potenciada. En realizaciones adicionales,
los TCR con afinidad potenciada de la presente divulgacion pueden usarse en métodos de diagnostico o en métodos
de obtencion de imagenes, incluyendo estos métodos usados en relacion con las indicaciones o condiciones
identificadas en el presente documento.

Estos y otros aspectos se haran evidentes al hacer referencia a la siguiente descripcion detallada y los dibujos adjuntos
Breve descripcion de los dibujos

FIGURAS 1A-D: Los timocitos de ratones transgénicos OT-1 se clasificaron para obtener células progenitoras DN1
y DN2 TCRBTCRy5CD4CD8CD117*CD44* y se cultivaron en células OP9-DL1 que expresan la molécula MHC
de clase | H-2Kb durante 20 dias en presencia de diversas concentraciones de péptido SIINFEKL de ovoalbumina
(SEQ ID NO: 1) como se indica. (A, B, C) Los cultivos se analizaron mediante citometria de flujo en los puntos
temporales indicados. (D) La celularidad total de cada cultivo se determiné en el dia 20 de cultivo.

FIGURA 2: Se cultivaron timocitos DP CD69" que aun no han pasado por la seleccién positiva clasificados a partir
de ratones transgénicos B6 u OT-1 en células OP9-DL1 que expresan la molécula MHC de clase | H-2Kb en
presencia de péptido SIINFEKL de ovoalbumina (SEQ ID NO: 1).

FIGURAS 3A-C: Los timocitos B6 se clasificaron para obtener células progenitoras DN1 y DN2 CD4CD8
CD117+CD44+ y se transdujeron con la cadena TCRa del clon TCR 3D especifico de WT1 con afinidad potenciada,
y se cultivaron en células OP9-DL1 que expresan la molécula MHC de clase | H-2Db en presencia o ausencia de
péptido WT 1 RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2) 1 uM. (A) El dia 16 de cultivo, se analizaron células transducidas
(hCD2+) y no transducidas (hCD2") mediante citometria de flujo. (B) El dia 21 de cultivo de OP9-DL1 en presencia
de péptido RMFPNAPYL de WT1 1 uM (SEQ ID NO: 2), las células DN TCRaf* se clasificaron de acuerdo con el
esquema indicado. (C) Las células clasificadas se lisaron, se aislé el ADN y se realizé la PCR utilizando un cebador
directo especifico de Vb 10 y un cebador inverso especifico de Cb2. El producto de PCR de Vb10 se cloné después
direccionalmente con TOPO en el vector pENTR/D-TOPO, se transfirié al vector retrovirico MigR1-attR usando
tecnologia Gateway®, y se genero el sobrenadante retrovirico y se usé para transducir células murinas 587 para
el varias de la biblioteca como se describe.

FIGURAS 4A-C: La biblioteca de TCRB de retrovirus se utilizo para transducir células 587~ CD8+3Da+. (A) Las
células transducidas se clasificaron inicialmente solamente en funcién de la expresion de GFP (por sus siglas en
inglés) (datos no mostrados), seguido de dos clasificaciones adicionales en funcién de la expresion de GFP y alta
expresion de tetrameros MHC-péptido WT1 como se indica. Las células 587 clasificadas también se analizaron
para la tincién con el tetramero de MHC H2Db-péptido no especifico pero especifico para GP33 como control para
determinar la uniéon no especifica del tetramero. (B) Andlisis de secuencia de cadenas TCRp aisladas. (C) Se
identificaron cuatro cadenas TCRf candidatas mediante analisis de secuencia y se transfirieron de nuevo al vector
retrovirico MigR1-attR. Se genero sobrenadante retrovirico y se usé para transducir células 587 CD8+3Da+.
FIGURAS 5A-C: (A) La afinidad relativa de los tres TCR de mayor afinidad se determiné tifiendo cada linea celular
transducida con tetramero de MHC-péptido seguido por citometria de flujo. Las mediciones de Kp se realizaron
utilizando seis diluciones dobles de tetrameros conjugados con PE, y los valores de K p aparente se determinaron
a partir de curvas de unién por regresion no lineal, como la concentracion de ligando que producia la mitad de la
union maxima. (B) La cadena TCRB de mayor afinidad (clon n.° 1) tenia codones optimizados, y la unién del
tetramero se compar6 con la construccion 3Dap con afinidad potenciada original. (C) Las células 587 transducidas
con cada una de las cadenas TCRp candidatas emparejadas con 3Da se tifieron con tetramero de MHC-péptido
WT1 especifico, asi como con varios tetrameros MHC H-2Db-péptido no especificos para evaluar la posible
reactividad independiente de péptidos hacia MHC.

FIGURAS 6A-B: Analisis de la expresion de CD4 y CD8 de timocitos TCRB+(A) y esplenocitos (B) de ratones
retrogénicos 3D-PYYa-IRES-hCD2 y 7431a-IRES-hCD2. Expresion de VB10 y VB9 de timocitos de TCRB+(A) de
ratones retrogénicos 3D-PYYa-IRES-hCD2 y 7431a-IRES-hCD2.

FIGURA 7: Analisis de esplenocitos de ratones retrogénicos después de 6 dias de estimulacion con péptido de
mesotelina WT1 +IL2 in vitro.
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Descripcion detallada

La presente divulgacion proporciona métodos y composiciones para generar TCR potenciados o de alta afinidad, en
los que la cadena TCRa de un TCR especifico de antigeno se usa para seleccionar de novo cadenas TCR( generadas
que se emparejan con una cadena TCRa especifica de antigeno durante la produccién de linfocitos T in vitro, para
formar nuevos receptores con afinidad potenciada que puedan impulsar ventajosamente la maduracion de linfocitos T
independiente de seleccion negativa a través de un proceso de seleccidon novedoso para dirigirse a un antigeno de
interés.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para generar un receptor de linfocitos T (TCR) con
afinidad potenciada cultivando células progenitoras hematopoyéticas (que contienen una secuencia de un acido
nucleico no endégeno que codifica una cadena TCRa especifica de antigeno) con células estromales (que contienen
una secuencia de un acido nucleico no enddgeno que codifica Delta-like-1 o Delta-like-4 y una secuencia de un acido
nucleico que codifica una molécula MHC) en presencia de un antigeno peptidico, que inducira la diferenciacion de las
células progenitoras hematopoyéticas en timocitos DN TCRaB+. A continuacion, las secuencias del acido nucleico que
codifican diversas cadenas TCRp de los timocitos DN TCRaf+ se aislan y se introducen en células que son capaces
de expresar un TCR en la superficie celular y también expresan la cadena TCRa indicada anteriormente. Finalmente,
un TCR con afinidad potenciada se identifica comparando la afinidad de uniéon del TCRaf3 candidato con el TCRap
precursor.

Adicionalmente, esta divulgacion proporciona TCR con afinidad potenciada generados utilizando tales métodos, asi
como composiciones y métodos para usar los TCR con afinidad potenciada de la presente divulgacion en diversas
aplicaciones terapéuticas, incluyendo el tratamiento de una enfermedad en un sujeto (por ejemplo, cancer, enfermedad
infecciosa, enfermedad autoinmunitaria).

Antes de exponer la presente divulgacion con mas detalle, puede ser Util para la comprension de la misma,
proporcionar definiciones de determinados términos que se utilizaran en el presente documento. Se exponen
definiciones adicionales a lo largo de la presente divulgacion.

En la presente descripcion, los términos "aproximadamente" y "que consiste/n esencialmente en' significan * 20 % del
intervalo, valor o estructura indicados, a menos que se indique lo contrario. Debe entenderse que los términos "un",
"una" y "uno" tal como se usan en el presente documento se refieren a "uno o mas" de los componentes enumerados.
El uso de la alternativa (p.gj., "0") debe entenderse que significa bien uno, ambos o cualquier combinacion de los
mismos de las alternativas. Como se usa en el presente documento, los términos "incluir”, "tener" y "comprender" se
utilizan como sinénimos, y estos términos y variantes de los mismos deben interpretarse como no limitantes.

"Receptor de linfocitos T" (TCR) se refiere a una molécula que se encuentra en la superficie de los linfocitos T que, en
asociacion con CD3, generalmente es responsable de reconocer los antigenos unidos a las moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC). El TCR tiene un heterodimero de las cadenas a y 3 (también conocidas como
TCRa y TCRB, respectivamente) altamente variables unidas por enlaces disulfuro en la mayoria de los linfocitos T. En
un pequefio subconjunto de linfocitos T, el TCR esta compuesto por un heterodimero de cadenas y y 8 variables
(también conocidas como TCRy y TCRJ, respectivamente). Cada cadena del TCR es un miembro de la superfamilia
de inmunoglobulinas y posee un dominio variable de inmunoglobulina aminoterminal, un dominio constante de
inmunoglobulina, una region transmembrana y una cola citoplasmatica corta en el extremo carboxiterminal (véase
Janeway ef al., Immunobiology: The Immune System in Health and Disease, 32 ed., Current Biology Publications, pags.
4:33, 1997). EI TCR, como se usa en la presente divulgacion, puede ser de diversas especies animales, incluyendo
ser humano, ratén, rata u otros mamiferos. Un TCR puede estar unido a células o en forma soluble.

Los TCRy los dominios de union de los mismos de la presente divulgacion pueden ser "inmunoespecificos" o capaces
de unirse en un grado deseado, incluyendo la "unién especifica o selectiva" a una diana sin unirse de manera
significativa a otros componentes presentes en una muestra de prueba, si se unen a una molécula diana con afinidad
o con K (es decir, una constante de asociacion en equilibrio de una interaccion de unién particular con unidades de
1/M) de, por ejemplo, mayor que o igual a aproximadamente 10° M-', 10 M-', 107 M-', 108 M-', 10° M-", 10"0 M1, 10"
M, 102 M, 0 10" M"". Los dominios de union de "alta afinidad" se refieren a los dominios de unidn con una K, de al
menos 107 M', al menos 108 M, al menos 10° M-, al menos 10" M-, al menos 10" M"', al menos 102 M-!, al menos
103 M-, o mayor. Como alternativa, la afinidad puede definirse como una constante de disociacion en equilibrio (Kq)
de una interaccion de union en particular con unidades de M (p.ej, 10° M a 10"'3 M). Las afinidades de los TCR y de
los polipéptidos del dominio de unién de acuerdo con la presente divulgacion se pueden determinar facilmente usando
técnicas convencionales (véase, por ejemplo, Scatchard et al. (1949) Ann. N.Y. Acad. Sci. 51:660; y las patentes de
EE.UU. N.° 5.283.173; 5468614, Analisis Biacore® o el equivalente). Por lo tanto, "receptor de linfocitos T con afinidad
potenciada" (TCR con afinidad potenciada) se refiere a un TCR seleccionado o modificado por ingenieria con una
union mas fuerte a un antigeno diana que el TCR de tipo silvestre (o precursor). La afinidad potenciada puede estar
indicada por un TCR con una Ka (constante de asociacion de equilibrio) por el antigeno diana mas alta que la del TCR
de tipo silvestre (también llamado precursor u original), un TCR con una Ky (constante de disociacion) para el antigeno
diana menor que la del TCR de tipo silvestre (también llamado precursor u original), o con una velocidad de disociacion
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(Kof) para el antigeno diana menor que la del TCR de tipo silvestre (o precursor).

Las "moléculas del complejo principal de histocompatibilidad" (moléculas MHC) se refieren a glicoproteinas que
suministran antigenos peptidicos a la superficie celular. Las moléculas MHC de clase | son heterodimeros que
consisten en una cadena a transmembrana (con tres dominios a) y una microglobulina 32 asociada de manera no
covalente. Las moléculas MHC de clase Il estan compuestas por dos glicoproteinas transmembrana, a y 3, que
atraviesan la membrana. Cada cadena tiene dos dominios. Las moléculas MHC de clase | suministran péptidos que
se originan en el citosol a la superficie celular, donde el complejo péptido:MHC es reconocido por los linfocitos T CD8+.
Las moléculas MHC de clase Il suministran péptidos que se originan en el sistema vesicular a la superficie celular,
donde son reconocidos por los linfocitos T CD4+. Una molécula MHC puede ser de diversas especies animales,
incluyendo ser humano, ratén, rata u otros mamiferos.

Una "célula progenitora hematopoyética" es una célula derivada de células madre hematopoyéticas o de tejido fetal
que es capaz de diferenciarse adicionalmente en tipos celulares maduros (por ejemplo, células del linaje de linfocitos
T). En una realizacion particular, Se utilizan células progenitoras hematopoyéticas CD24" Lin"CD117*. Las células
progenitoras hematopoyéticas pueden ser de diversas especies animales, incluyendo ser humano, ratén, rata u otros
mamiferos.

Una "célula progenitora de timocitos" o "timocito" es una célula progenitora hematopoyética presente en el timo.

Las "células madre hematopoyéticas" se refieren a células hematopoyéticas indiferenciadas que son capaces de
propagarse de forma esencialmente ilimitada. in vivo o ex vivo y capaces de diferenciarse a otros tipos celulares,
incluyendo las células del linaje de linfocitos T. Las células madre hematopoyéticas pueden aislarse de, por ejemplo,
higado fetal, médula ésea y sangre del cordon.

"Células de linaje de linfocitos T" se refiere a células que muestran al menos una caracteristica fenotipica de un linfocito
T o un precursor o progenitor del mismo que distingue las células de otras células linfoides y células de los linajes
eritroide o mieloide. Tales caracteristicas fenotipicas pueden incluir la expresion de una o mas proteinas especificas
para los linfocitos T (por ejemplo, CD8"), o una caracteristica fisiolégica, morfoldgica, funcional o inmunitaria especifica
de un linfocito T. Por ejemplo, las células del linaje de linfocitos T pueden ser células progenitoras o precursoras
comprometidas con el linaje de linfocitos T; linfocitos T CD25+ inmaduros e inactivados; células que han
experimentado compromiso con el linaje CD4 o CD8; células progenitoras de timocitos que son doble positivas CD4+
CD8+; simples positivas CD4+ o CD8+; TCRap o TCR y9; o linfocitos T maduros y funcionales o activados.

Las "células estromales" son células de tejido conectivo de cualquier érgano. En una realizacion particular, las células
estromales son células estromales de la médula d6sea. Ejemplos de lineas de células estromales que pueden
modificarse por ingenieria para expresar DLL1 o DLL4 incluyen la linea de células estromales de raton MS5 (Itoh, et
al., Exp. Hematol. 1989, 17:145-153) y S17, y las lineas de células estromales humana HGS2.11, HGS2.52, HGS.18,
HGS3.30, HGS3.65, HGS.3.66, HGS3.103 y HGS3.114 (disponibles en Human Genome Sciences Inc., MD, véase la
solicitud publicada de Estados Unidos 20020001826). En una realizacion particular, células OP9 (Kodama et al., 1994,
Exp. Hematol. 22:979-984; disponibles en el depdsito de células RIKEN). Las células OP9 que expresan DLL1y DLL4
se han descrito previamente (véase, por ejemplo, Schmitt ef al., 2002, Immunity: 17:749-756; patente de Estados
Unidos n.° 7.575.925)

Los "timocitos doble negativos TCRaf " (timocitos DN TCRaf) se refieren a una poblacion de timocitos que no
expresan los correceptores CD4 y CD8, pero expresan cadenas TCRa y 3.

"Antigeno peptidico" se refiere a una secuencia de aminoacidos, que varia desde aproximadamente 7 aminoacidos
hasta aproximadamente 25 aminoacidos de longitud que se reconoce especificamente por un TCR, o dominios de
union del mismo, como un antigeno, y que puede derivar de o basarse en un fragmento de una molécula biolégica
diana mas larga (p.ej., polipéptido, proteina) o derivado de la misma. Un antigeno puede expresarse en la superficie
de una célula, dentro de una célula, o como una proteina de membrana integral. Un antigeno puede proceder del
hospedador (p.gj., antigeno tumoral, antigeno autoinmunitario) o tienen un origen exdgeno (p.ej., bacteriano, virico).

"Secuencia de un acido nucleico", o polinucledtidos, puede estar en forma de ARN o ADN, que incluye ADNc, ADN
gendémico y ADN sintético. La secuencia de un acido nucleico puede ser bicatenaria o monocatenaria, y si es
monocatenaria, puede ser la hebra codificante o la hebra no codificante (antisentido). Una secuencia codificante puede
ser idéntica a la secuencia codificante conocida en la técnica o puede ser una secuencia codificante diferente, que,
como resultado de la redundancia o degeneracion del codigo genético, o mediante corte y empalme, codifica el mismo
polipéptido.

"No enddgeno/a" se refiere a una molécula (p.gj., secuencia de un acido nucleico) que no esta presente en la o las
células hospedadoras/muestra en la que se introduce una molécula, por ejemplo, introducida de forma recombinante.
Una molécula no endégena puede ser de la misma especie o de una especie diferente.

Los ligandos de Notch "Delta-like-1" (DL1 o DLL1) y "Delta-like-4" (DL4 o DLL4) son homologos del ligando de Notch
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Delta y son miembros de la familia de proteinas delta/serrate/jagged. Desempefian un papel en la mediacion de las
decisiones sobre el destino celular durante la hematopoyesis y pueden desempefiar un papel en la comunicacion de
célula a célula. Secuencias de Delta-like-1 ilustrativas incluyen los nimeros de acceso de Genbank NM_005618.3
(SEQ ID NO: 3) y NP_005609.3 (SEQ ID NO: 4) (secuencia de transcrito y de proteica de Homo sapiens,
respectivamente) y nimeros de acceso de Genbank NM_007865.3 (SEQ ID NO: 5) y NP_031891.2 (SEQ ID NO: 6)
(secuencia de transcrito y de proteina de Mus musculus, respectivamente). Secuencias de Delta-like-4 ilustrativas
incluyen los numeros de acceso de Genbank NM_019074.3 (SEQ ID NO: 7) y NP_061947.1 (SEQ ID NO: 8)
(secuencias de transcrito y de proteina de Homo sapiens, respectivamente) y nimeros de acceso de Genbank
NM_019454.3 (SEQ ID NO: 9) y NP_062327.2 (SEQ ID NO: 10) (secuencias de transcrito y de proteina de Mus
musculus, respectivamente). Los ligandos de Notch estan disponibles comercialmente o pueden producirse mediante
técnicas convencionales de ADN recombinante y purificarse en diversos grados.

"Células madre embrionarias" o "células ES" o "ESC" se refieren a células madre embrionarias indiferenciadas que
tienen la capacidad de integrarse y formar parte de la linea germinal de un embrién en formacion. Las células madre
embrionarias son capaces de diferenciarse en células progenitoras hematopoyéticas.

"WT1" se refiere al tumor de Wilm 1, un factor de transcripcién que contiene cuatro motivos de dedos de zinc en el
extremo carboxiterminal y un dominio de unién a ADN rico en prolina/glutamina en el extremo aminoterminal. WT1
tiene un papel esencial en el desarrollo normal del sistema urogenital y esta mutado en un pequefio subconjunto de
pacientes con tumores de Wilms. Se ha observado una alta expresion de WT1 en diversos canceres, incluyendo,
cancer de mama, cancer de ovario, leucemias agudas, neoplasias vasculares, melanomas, cancer de colon, cancer
de pulmén, cancer de tiroides, sarcoma de huesos y tejidos blandos y cancer de eso6fago. Se ha observado un corte y
empalme alternativo para WT1. Secuencias de WT1 ilustrativas incluyen los nimeros de acceso de Genbank:
NM_000378.4 (SEQ ID NO: 11) (transcrito humano, NP_000369.3 (SEQ ID NO: 12) (proteina humana); NM_024424.3
(SEQ ID NO: 13) (transcrito humano, NP_077742.2 (SEQ ID NO: 14) (proteina humana); NM_024426.4 (SEQ ID NO:
15) (transcrito humano, NP_077744.3 (SEQ ID NO:16); NM_001198552.1 (SEQ ID NO:17), NP_001185481.1 (SEQ
ID NO: 18) (proteina humana); NM_001198551.1 (SEQ ID NO: 19) (transcrito humano, NP_001185480.1 (SEQ ID NO:
20) (proteina humana); NM_144783.2 (SEQ ID NO: 21) (transcrito de ratdén) y NP_659032.3 (SEQ ID NO: 22) (proteina
de ratén).

"Mesotelina" (MSLN) se refiere a un gen que codifica una proteina precursora que se escinde en dos productos, factor
potenciador de megacariocitos y mesotelina. El factor de potenciacion de megacariocitos funciona como una citocina
que puede estimular la formacion de colonias en los megacariocitos de la médula 6sea. La mesotelina es una proteina
de la superficie celular anclada al glicosilfosfatidilinositol que puede funcionar como una proteina de adhesion celular.
Esta proteina se sobreexpresa en mesoteliomas epiteliales, canceres de ovario y en carcinomas de células escamosas
especificos. El corte y empalme alternativo da como resultado mudltiples variantes de transcritos. Secuencias de
mesotelina ilustrativas incluyen los numeros de acceso de Genbank: NM_001177355.1 (SEQ ID NO:23),
NP_001170826.1 (SEQ ID NO: 24) (secuencias de transcrito y de preproteina humanos, respectivamente);
NM_005823.5 (SEQ ID NO:25), NP_005814.2 (SEQ ID NO: 26) (secuencias de transcrito y de preproteina humanos,
respectivamente); NM_013404.4 (SEQ ID NO:27), NP_037536.2 (SEQ ID NO: 28) (secuencias de transcrito y de
preproteina humanos, respectivamente); NM_018857.1 (SEQ ID NO:29), NP_061345.1 (SEQ ID NO: 30) (secuencias
de transcrito y de proteina precursora de raton, respectivamente).

"Tincion de tetrameros MHC-péptido" se refiere a un ensayo utilizado para detectar linfocitos T especificos de antigeno,
que presenta un tetramero de moléculas MHC, comprendiendo cada una un péptido idéntico que tiene una secuencia
de aminoacidos que es afin (por ejemplo, idéntica a o relacionada con) a al menos un antigeno, en donde el complejo
es capaz de unirse a linfocitos T especificos para el antigeno afin. Cada una de las moléculas de MHC se puede
etiquetar con una molécula de biotina. Los MHC/péptidos biotinilados se tetramerizan mediante la adicién de
estreptavidina, que normalmente esta marcada con fluorescencia. El tetramero puede detectarse mediante citometria
de flujo a través del marcador fluorescente. En determinadas realizaciones, se usa un ensayo de tetrameros de MHC-
péptido para detectar o seleccionar TCR de alta afinidad de la presente divulgacion.

Métodos para generar TCR con afinidad potenciada

Como antecedente, durante la formacion de linfocitos T en el timo, los timocitos progenitores estan sujetos a varios
puntos de control mediados por TCR. El primero de ellos se denomina seleccion 3 y se produce en la etapa 3 doble
negativa (DN3) de la formacion de los linfocitos T murinos. Las células DN3 que producen un reordenamiento exitoso
en el locus del gen Tcrb pueden expresar la proteina TCRf en la superficie celular emparejada con la preproteina Ta
invariante. Este receptor se denomina pre-TCR y envia sefiales de manera independiente del ligando para promover
la proliferacién, diferenciacion de las células del linaje af a la etapa de doble positivo (DP) CD4/CD8, vy el
reordenamiento en el locus del gen Tcra (Boehmer et al.,, 1999, Curr. Opin. Immunol. 11:135-142). Mientras que el
locus TCRa esta inactivo y cerrado a los reordenamientos del gen TCR antes de la seleccion 3, tanto los loci TCRy
como © también experimentan reordenamientos en la etapa de formacién DN3, y los reordenamientos exitosos en
ambos locus dan como resultado la expresién de un yo-TCR maduro que puede proporcionar sefiales que impulsan
la diferenciacion hacia el linaje y® de linfocitos T yd Los linfocitos T no se diferencian a través de una etapa de DP
durante la formacion y generalmente permanecen DN o CD8aa+. La decision del destino de las células af3/yd esta
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determinada por la fuerza de la sefial de TCR en esta etapa de formacion, ya que el linfocito T en formacion distingue
entre una sefial pre-TCR y una sefal yd TCR por la sefial mas fuerte asociada con el yd TCR maduro (Pennington,
Silva-Santos, & Hayday, 2005, Curr. Opin. Immunol. 17:108-115). Curiosamente, muchos ratones transgénicos con
TCR af tienen una gran poblacion de células CD4/CD8 doble negativas (DN) CD24- TCRap positivas en el timo, que
se ha demostrado que representan células "aspirantes a yd" que se forman como resultado de la sefial mas fuerte del
TCR af transgénico maduro en el punto de control de seleccion § (Egawa et al., 2000, PLOS One 3:1512).

En el presente documento se divulga un método para generar TCR con afinidad potenciada, en donde la expresion
ectopica de una cadena TCRa especifica de antigeno antes de la seleccion § permite la formacion de linfocitos T que
expresan un TCR de alta afinidad por el mismo antigeno cuando se diferencian en presencia del antigeno afin durante
la diferenciacion de linfocitos T in vitro. Usando este método, Los linfocitos T que expresan receptores de alta afinidad
evitan la seleccion negativa adoptando un destino de linaje DN TCRaf+ en respuesta a sefiales agonistas en la etapa
DN3 de la formacion de los linfocitos T.

En determinadas realizaciones, la presente divulgaciéon proporciona un método para generar un TCR con afinidad
potenciada que comprende: a) poner en contacto células progenitoras hematopoyéticas con células estromales y un
antigeno peptidico, en condiciones y durante un tiempo suficiente para inducir la diferenciacion de células progenitoras
hematopoyéticas en timocitos DN TCRaf+, en donde las células progenitoras hematopoyéticas comprenden una
secuencia de un acido nucleico no endégeno que codifica una cadena TCRa de un TCR precursor especifico para el
antigeno peptidico, y en donde las células estromales comprenden una secuencia de un acido nucleico no endégeno
que codifica Delta-like-1 o Delta-like-4 y una secuencia de un acido nucleico que codifica una molécula MHC; b) aislar
secuencias de los acidos nucleicos que codifican las diversas cadenas TCRf de los timocitos DN TCRaf+ e introducir
las secuencias de los acidos nucleicos que codifican las cadenas TCRf en células que son capaces de expresar un
TCR en la superficie celular y comprenden la secuencia del acido nucleico que codifica la cadena TCRa de la etapa
a); e identificar el TCR con afinidad potenciada (por ejemplo, detectando o seleccionando candidatos de TCRaf de
alta afinidad mediante un ensayo de tetrameros de MHC, y midiendo después, la afinidad de unién en comparacion
con un TCRaf precursor).

En determinadas realizaciones, las células progenitoras hematopoyéticas comprenden células progenitoras de
timocitos. En otras realizaciones, las células progenitoras hematopoyéticas derivan de tejido hepatico fetal. En otras
realizaciones, las células progenitoras hematopoyéticas comprenden células madre hematopoyéticas que derivan o
se originan en la médula 6sea, sangre del corddn umbilical o sangre periférica. En otras realizaciones mas, las células
progenitoras hematopoyéticas derivan de seres humanos, ratén, rata u otros mamiferos. En una realizacion particular,
se utilizan células progenitoras de timocitos CD24" LinCD117*.

Las células progenitoras hematopoyéticas se han modificado para comprender una secuencia de un acido nucleico
no endogeno que codifica una cadena TCRa de un TCR precursor especifico para el antigeno peptidico. En una
realizacion especifica, la cadena TCRf también se aisla del TCR precursor. La clonacion de cadenas TCRa y B se
puede realizar usando técnicas de biologia molecular convencionales que se conocen en la técnica. Los métodos para
clonar cadenas de TCR se conocen en la técnica (véanse, p.ej, Walchli et al., 2011, PLoS ONE 6:€27930; Birkholz et
al., 2009, J. Immunol. Methods 346:45-54; Kurokawa et al, 2001, Clin. Exp. Immunol. 123:340-345).

Una "célula estromal” es una célula de tejido conectivo de cualquier 6rgano. Las células estromales que pueden usarse
de acuerdo con la invencién incluyen células estromales humanas y de ratén. Ejemplos de lineas de células estromales
que pueden modificarse por ingenieria para expresar DL1 o DL4 incluyen la linea de células estromales de raton MS5
(Itoh, et al., Exp. Hematol. 1989, 17:145-153) y S17, y las lineas de células estromales humana HGS2.11, HGS2.52,
HGS.18, HGS3.30, HGS3.65, HGS.3.66, HGS3.103 y HGS3.114 (disponibles en Human Genome Sciences Inc., MD,
véase la solicitud publicada de Estados Unidos 20020001826). En determinadas realizaciones, las células estromales
son células estromales de la médula 6sea. En realizaciones adicionales, se utilizan células OP9.

En determinadas realizaciones, las células estromales comprenden secuencias de los acidos nucleicos no endégenos
que codifican DL1, tal como DL1 humana. Secuencias de Delta-like-1 ilustrativas incluyen los nimeros de acceso de
Genbank NM_005618.3 (SEQ ID NO: 3) y NP_005609.3 (SEQ ID NO: 4) (secuencia de transcrito y de proteica de
Homo sapiens, respectivamente) y numeros de acceso de Genbank NM_007865.3 (SEQ ID NO: 5) y NP_031891.2
(SEQ ID NO: 6) (secuencia de transcrito y de proteina de Mus musculus, respectivamente). En determinadas
realizaciones, las células estromales comprenden secuencias de los acidos nucleicos no endégenos que codifican
DL4, tal como DL4 humana. Secuencias de Delta-like-4 ilustrativas incluyen los niumeros de acceso de Genbank
NM_019074.3 (SEQ ID NO: 7) y NP_061947.1 (SEQ ID NO: 8) (secuencias de transcrito y de proteina de Homo
sapiens, respectivamente) y nimeros de acceso de Genbank NM_019454.3 (SEQ ID NO: 9) y NP_062327.2 (SEQ ID
NO: 10) (secuencias de transcrito y de proteina de Mus musculus, respectivamente). Los ligandos de Notch estan
disponibles comercialmente o pueden producirse mediante técnicas convencionales de ADN recombinante y
purificarse en diversos grados.

En otras realizaciones adicionales, las células estromales son células OP9 o un derivado de las mismas que expresan
DL1, tal como DL1 humana. Las células OP9 que expresan DL1 y DL4 se han descrito previamente (Schmitt ef al.,
2002, Immunity 17:749-756; patente de EE.UU. N.° 7.575.925).
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En determinadas realizaciones, las células estromales también comprenden una secuencia de un acido nucleico que
codifica una molécula MHC. En realizaciones particulares, las células estromales comprenden una secuencia de un
acido nucleico que codifica una molécula MHC de clase | y, opcionalmente, también pueden comprender una
secuencia de un acido nucleico que codifica una B2 microglobulina. Las moléculas MHC de clase | y de 2
microglobulina pueden derivar de moléculas MHC de clase | humanas, de ratén, de rata o de otras especies de
mamiferos, cuyos genes y secuencias de proteinas se conocen en la técnica. En otras realizaciones, las células
estromales comprenden una secuencia de un acido nucleico que codifica una molécula MHC de clase Il. La molécula
MHC de clase Il pueden derivar de moléculas MHC humanas, de ratén, de rata o de otras especies de mamiferos,
cuyos genes y secuencias de proteinas se conocen en la técnica.

Un linfocito T determinado reconocera un antigeno peptidico solamente cuando esté unido a la molécula MHC de una
célula hospedadora (reconocimiento de antigeno restringido por MHC). Se selecciona un TCR precursor con
especificidad por un antigeno peptidico conocido para potenciar la afinidad del TCR usando los métodos divulgados.
Por lo tanto, también se selecciona una molécula MHC que se une al antigeno peptidico particular y se expresa en las
células estromales para permitir el reconocimiento del antigeno restringido por MHC en el sistema in vitro divulgado.
Los métodos para identificar una molécula MHC que se une a un antigeno peptidico se conocen en la técnica (véase,
por ejemplo, Akatsuka et al., 2002, Tissue Antigens 59:502-511). En determinadas realizaciones, una molécula MHC
comprende HLA-A2 y beta-2 microglobulina, preferentemente de origen humano, que se puede unir a, por ejemplo, el
péptido RMFPNAPYL de WT1 (SEQ ID NO: 2). En otras realizaciones, una molécula MHC comprende H-2DB de raton,
que se puede unir a, por ejemplo, el péptido RMFPNAPYL de WT1 o a varios péptidos de mesotelina como se divulga
en la fig. 3A de Hung et al., 2007, Gene Therapy 14:921-929, o H-2K" que se puede unir a, por ejemplo, varios péptidos
de mesotelina como se divulga en la fig. 3A de Hung et al. Los posibles epitopos de mesotelina restringidos por H-2DB
divulgados en Hung et al. incluyen: ISKANVDVL (SEQ ID NO:42), GQKMNAQAI (SEQ ID NO:43), SAFQNVSGL (SEQ
ID NO:44) y LLGPNIVDL (SEQ ID NO:45). Los posibles epitopos de mesotelina restringidos por H-2Kb divulgados en
Hung et al. incluyen: EIPFTYEQL (SEQ ID NO:46) y GIPNGYLVL (SEQ ID NO:47).

Un antigeno peptidico utilizado en los métodos divulgados se refiere a una secuencia peptidica de un antigeno o
molécula bioldgica diana (por ejemplo, un polipéptido, proteina), al que el TCR precursor se une de manera especifica.
Una secuencia peptidica puede derivar de un antigeno que se expresa en la superficie celular, dentro de una célula,
0 que es una proteina de membrana integral. El antigeno puede ser un antigeno derivado del hospedador (p.ej., un
antigeno tumoral/canceroso y un antigeno autoinmunitario), o un antigeno exégeno (p.ej., antigeno virico, bacteriano,
protozoario). Un antigeno tumoral o canceroso puede derivar de diversos canceres, como los que se indican en el
presente documento. En algunas realizaciones, un antigeno canceroso comprende un antigeno de leucemia. En
determinadas realizaciones, un antigeno peptidico deriva del tumor de Wilms 1 (WT1), tal como un péptido de WT1
que comprende la secuencia de aminoacidos RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2). En otras realizaciones, un antigeno
peptidico deriva de la mesotelina, tales como los péptidos de mesotelina descritos en la fig. 3A de Hung et al., 2007,
Gene Therapy 14:921-929. En algunas realizaciones, el péptido de mesotelina comprende la secuencia de
aminoacidos GQKMNAQAI (SEQ ID NO: 31). En otras realizaciones, el péptido de mesotelina comprende una
secuencia de aminoacidos que comprende ISKANVDVL (SEQ ID NO: 42), GQKMNAQAI (SEQ ID NO:43),
SAFQNVSGL (SEQ ID NO:44) y LLGPNIVDL (SEQ ID NO:45), EIPFTYEQL (SEQ ID NO:46) o GIPNGYLVL (SEQ ID
NO:47). Los antigenos autoinmunitarios son antigenos que son reconocidos por TCR autorreactivos especificos para
autoantigenos, con las consiguientes funciones efectoras inmunitarias que causan enfermedades autoinmunitarias,
agravando la enfermedad autoinmunitaria, contribuyendo a la progresion de la enfermedad autoinmunitaria, causando
o empeorando los sintomas asociados con la enfermedad autoinmunitaria. Por ejemplo, los TCR autorreactivos
especificos para un péptido de colageno pueden ser Utiles para la terapia génica supresora de Treg en artritis
reumatoide. Los antigenos autoinmunitarios también pueden ser antigenos localizados en otras células inmunitarias
que causan enfermedades autoinmunitarias o median los sintomas de enfermedades autoinmunitarias (por ejemplo,
linfocitos B que producen autoanticuerpos). Por ejemplo, los antigenos del péptido CD20 pueden ser Utiles para
generar TCR con afinidad potenciada que se dirigen a linfocitos B implicados o asociados con artritis reumatoide.
Puede afadirse un antigeno peptidico a un sistema de cultivo de células progenitoras hematopoyéticas y células
estromales como se describe en el presente documento. Como alternativa, se pueden usar células estromales que
comprenden una secuencia de un acido nucleico que codifica un antigeno peptidico de interés para expresar dicho
antigeno en el cultivo celular. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, un antigeno peptidico, ya sea afiadido como
un antigeno peptidico exdgeno al sistema de cultivo o expresado por células estromales, forma un complejo con una
molécula MHC expresada por las células estromales para formar un complejo MHC-antigeno peptidico. EI complejo
MHC-antigeno peptidico permite el reconocimiento del antigeno peptidico restringido por MHC por los TCR en el
sistema de cultivo. En determinadas realizaciones, las células OP9 se transducen con una secuencia de un acido
nucleico para expresar el péptido antigénico de WT1 RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2). En ofras realizaciones, las células
OP9 se transducen con una secuencia de un acido nucleico para expresar el péptido antigénico de mesotelina GQK-
MNAQAI (SEQ ID NO: 31).

Los péptidos que se unen a moléculas MHC de clase | tienen generalmente de aproximadamente 7 a
aproximadamente 10 aminoacidos de longitud. Los péptidos que se unen a las moléculas del MHC de clase Il son de
longitud variable, por lo general de aproximadamente 10-25 aminoacidos de largo. En determinadas realizaciones, se
conoce la especificidad del antigeno peptidico del TCR precursor. En otras realizaciones, la especificidad del antigeno
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peptidico del TCR precursor necesita determinarse utilizando métodos conocidos en la técnica (Borras et al., 2002, J.
Immunol. Methods 267:79-97; Hiemstra et al., 2000, Cur. Opin. Immunol. 12:80-4). Por ejemplo, si se conoce el
antigeno diana de un TCR precursor, aunque no la secuencia peptidica especifica, las bibliotecas de péptidos
derivadas de la secuencia polipeptidica del antigeno diana pueden usarse para cribar e identificar el antigeno peptidico
especifico para el TCR precursor.

Un "vector" es una molécula de acido nucleico que es capaz de transportar otro acido nucleico. Los vectores pueden
ser, por ejemplo, plasmidos, césmidos, virus o fagos. Un "vector de expresion" es un vector que es capaz de dirigir la
expresion de una proteina codificada por uno o mas genes portados por el vector cuando esta presente en el entorno
apropiado.

Los "retrovirus" son virus que tienen un genoma de ARN. "Gammarretrovirus" se refiere a un género de la familia
retroviridae. Gammaretrovirus ilustrativos incluyen, pero sin limitacién, virus de células madre de ratén, virus de
leucemia murina, virus de leucemia felina, virus de sarcoma felino y virus de reticuloendoteliosis aviar.

"Lentivirus" se refiere a un género de retrovirus que son capaces de infectar células en division y no en division. Varios
ejemplos de lentivirus incluyen VIH (virus de inmunodeficiencia humana: incluyendo VIH de tipo 1 y VIH de tipo 2);
virus de anemia infecciosa equina; virus de inmunodeficiencia felina (VIF); virus de inmunodeficiencia bovina (VIB); y
virus de inmunodeficiencia de simios (VIS).

Un vector que codifica un virus central también se conoce como "vector virico". Hay una gran cantidad de vectores
viricos disponibles que son adecuados para su uso con la invencion, incluyendo los identificados para aplicaciones de
terapia génica en seres humanos, como los descritos por Pfeifer y Verma (Pfeifer, A. and I. M. Verma. 2001. Ann. Rev.
Genomics Hum. Genet. 2:177-211). Los vectores viricos adecuados incluyen vectores basados en virus de ARN, tal
como los vectores derivados de retrovirus, por ejemplo, vectores derivados del virus de leucemia murina (VLM) de
Moloney, e incluyen vectores derivados de retrovirus mas complejos, por ejemplo, vectores derivados de lentivirus.
Los vectores derivados del VIH-1 pertenecen a esta categoria. Otros ejemplos incluyen vectores de lentivirus derivados
del VIH-2, VIF, virus de anemia infecciosa equina, VIS y virus maedi/visna. Los métodos para usar vectores viricos
retroviricos y lentiviricos y células de empaquetamiento para transducir células diana de mamiferos con particulas
viricas que contienen transgenes de TCR son bien conocidos en la técnica y se han descrito previamente, por ejemplo,
en la patente de EE.UU. N.° 8.119.772; Walchli et al., 2011, PLoS One 6:327930; Zhao et al., J. Immunol., 2005,
174:4415-4423; Engels et al., 2003, Hum. Gene Ther. 14:1155-68; Frecha et al., 2010, Mol. Ther. 18:1748-57;
Verhoeyen et al., 2009, Methods Mol. Biol. 506:97-114. Las construcciones y los sistemas de expresion de vectores
retroviricos y lentiviricos también estan disponibles comercialmente.

En una realizacion especifica, se usa un vector virico para introducir la secuencia de un acido nucleico no endégeno
que codifica la cadena TCRa especifica para el antigeno peptidico en las células progenitoras hematopoyéticas. En
otra realizacién, se usa un vector virico para introducir una secuencia de un acido nucleico no endégeno que codifica
DL1 o DL4 y una secuencia de un acido nucleico que codifica una molécula MHC en células estromales. El vector
virico puede ser un vector retrovirico o un vector lentivirico. El vector virico también puede incluir una secuencia de un
acido nucleico que codifica un marcador para la transduccion. Los marcadores de transduccién para vectores viricos
son conocidos en la técnica e incluyen marcadores de seleccion, que pueden conferir resistencia a farmacos o
marcadores detectables, tales como proteinas de la superficie celular o marcadores fluorescentes que pueden
detectarse mediante métodos como citometria de flujo. En una realizaciéon particular, el vector virico comprende
ademas un marcador génico para transduccion que comprende proteina verde fluorescente o el dominio extracelular
de CD2 humana. Cuando el genoma del vector virico comprende mas de una secuencia de un acido nucleico para
expresarse en la célula hospedadora como transcritos separados, el vector virico también puede comprender una
secuencia adicional entre los dos (o mas) transcritos que permitan la expresion bicistronica o multicistronica. Ejemplos
de dichas secuencias utilizadas en vectores viricos incluyen sitios internos de entrada al ribosoma (IRES, por sus
siglas en inglés), sitios de escision de furina, péptido 2A virico.

También se pueden usar otros vectores para el suministro de polinucleétidos, incluyendo los vectores viricos de ADN,
incluyendo, por ejemplo, vectores basados en adenovirus y vectores basados en virus adenoasociados (AAV, por sus
siglas en inglés); vectores derivados de virus del herpes simple (VHS), incluyendo los vectores con amplicones, VHS
con replicacion defectuosa y VHS atenuado (Krisky et al., 1998, Gene Ther. 5: 1517-30).

Otros vectores que se han producido recientemente para usos de terapia génica también pueden usarse con los
métodos de esta divulgacion. Dichos vectores incluyen los derivados de baculovirus y alfavirus. (Jolly D J. 1999.
Emerging viral vectors. pags 209-40 en Friedmann T. ed. 1999. The development of human gene therapy. Nueva York:
Cold Spring Harbor Lab).

Las células progenitoras hematopoyéticas se cultivan con células estromales que comprenden una secuencia de un
acido nucleico que codifica un DL1 o DL4 no enddgenos y una secuencia de un acido nucleico que codifica una
molécula MHC en condiciones y durante un tiempo suficientes para inducir la diferenciacion de células progenitoras
hematopoyéticas en timocitos DN TCRaf3+. En determinadas realizaciones, las células progenitoras hematopoyéticas
se cultivan en una placa tratada con cultivo de tejidos de 6 cm o 10 cm. La concentracion de células progenitoras
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hematopoyéticas en el cultivo puede estar entre 1-10% 1x102 hasta 1x1080 1x10% a 1x 10*. En algunas realizaciones,
las células progenitoras hematopoyéticas (aproximadamente de 1-5 x 10* células) se cultivan en una monocapa de
células OP9 que expresan DL1.

También se pueden afiadir al cultivo una o mas citocinas que promueven el compromiso y la diferenciacion de las
células progenitoras hematopoyéticas. Las citocinas pueden derivar de seres humanos o de otras especies. La
concentracion de una citocina en cultivo puede oscilar entre aproximadamente 1 ng/ml y aproximadamente 50 ng/ml.
Ejemplos representativos de citocinas que pueden usarse incluyen: todos los miembros de la familia FGF, incluyendo
FGF-4 y FGF-2; ligando FIt-3, factor citoblastico (SCF, por sus siglas en inglés, trombopoyetina (TPO) e IL-7. Las
citocinas se pueden usar en combinacion con un glucosaminoglucano, tal como sulfato de heparina. Las citocinas
estan disponibles comercialmente o pueden producirse mediante técnicas de ADN recombinante y purificarse en
diversos grados. Algunas citocinas pueden purificarse a partir de medios de cultivo de lineas celulares mediante
técnicas bioquimicas convencionales.

Las células progenitoras hematopoyéticas se pueden cultivar en medio de cultivo que comprende medio
acondicionado, medio no acondicionado o medio de células madre embrionarias. Ejemplos de medio acondicionado
adecuado incluyen IMDM, DMEM o aMEM, condicionado con fibroblastos embrionarios (por ejemplo, fibroblastos
embrionarios humanos), o medio equivalente. Ejemplos de medio no acondicionado adecuado incluyen medio de
Dulbecco modificado de Iscove (IDMD, por sus siglas en inglés), DMEM, o aMEM, o medio equivalente. El medio de
cultivo puede comprender suero (p.ej., suero bovino, suero bovino fetal, suero bovino de ternera, suero equino, suero
humano o un sustituto de suero artificial) o puede ser sin suero.

Las condiciones de cultivo implican cultivar las células progenitoras hematopoyéticas durante un tiempo suficiente
para inducir la diferenciacion de las células progenitoras hematopoyéticas en timocitos DN TCRaf+. Las células se
mantienen en cultivo generalmente durante aproximadamente 4-5 dias, preferentemente aproximadamente de 5 a 20
dias. Se apreciara que las células se pueden mantener durante el tiempo necesario para lograr el resultado deseado,
es decir, la composicion celular deseada. Por ejemplo, para generar una composicién celular que comprenda
principalmente linfocitos T inmaduros e inactivados, las células se pueden mantener en cultivo durante
aproximadamente 5 a 20 dias. Las células se pueden mantener en cultivo durante 20 a 30 dias para generar una
composicion celular que comprenda principalmente linfocitos T maduros. Las células no adherentes también se
pueden recoger del cultivo en varios puntos temporales, tal como desde aproximadamente varios dias hasta
aproximadamente 25 dias. Se han descrito previamente métodos de cultivo para células madre hematopoyéticas en
lineas de células estromales (patente de EE.UU. n° 7.575.925; Schmitt et al., 2004, Nat. Immunol. 5:410-417; Schmitt
et al., 2002, Immunity 17:749-756).

Puede detectarse la diferenciacion de células progenitoras hematopoyéticas en timocitos DN TCRaf+ y aislarse estas
células usando métodos de citometria de flujo convencionales. Se pueden emplear una o mas clasificaciones de
células para aislar los timocitos DN TCRaf+. Por ejemplo, una primera clasificacion celular puede identificar células
progenitoras hematopoyéticas que expresan el marcador de transduccion (es decir, marcador para la expresion de
TCRa). En determinadas realizaciones, un marcador de transduccion es el dominio extracelular de CD2 humana. En
realizaciones adicionales, las células positivas para el marcador de transduccion pueden someterse a una segunda
clasificacion celular para cribar células que son CD4." y CD8". Una tercera clasificacion de células en las células DN
puede cribar células que expresen TCRp. Sera evidente para un experto en la materia que se puede disefiar un
subconjunto de estas clasificaciones, o clasificaciones de células sencillas o mdultiples utilizando diferentes
combinaciones de marcadores de transduccién o superficie celular, para identificar la subpoblacion deseada de
timocitos DN TCRaf+. Los métodos para clasificar células DN TCRaf+ se conocen en la técnica (documento US
7.575.925 y Schmitt et al., 2002, Immunity: 17:749-756).

Las secuencias de los acidos nucleicos que codifican las diversas cadenas TCRp de los timocitos DN TCRaf+ se
aislan y se introducen en linfocitos T que comprenden la secuencia de un acido nucleico que codifica la cadena TCRa
del TCR precursor. Como se analiza en el presente documento, los métodos de clonacién de cadenas TCR a partir
de células son bien conocidos en la técnica y se han descrito previamente. En determinadas realizaciones, una vez
que las secuencias de los acidos nucleicos que codifican las cadenas TCRp candidatas se han aislado de los timocitos
DN TCRap+, las secuencias de los acidos nucleicos pueden someterse a un proceso de seleccién adicional mediante
el cual las cadenas TCRf con el mismo gen V(B usado por la cadena TCR precursor ase seleccionan para su
introduccion en linfocitos T. El gen VB precursor que contiene la cadena TCRf puede identificarse dentro de la
poblacién de células clasificadas usando cebadores especificos del gen V3 para PCR. Una preocupacion asociada
con la potenciacion de la afinidad de los TCR especificos de antigeno in vitro es que algunas modificaciones podrian
aumentar la afinidad del receptor solamente por MHC, en lugar de por péptido/MHC, aumentando asi la probabilidad
de que el TCR sea autorreactivo. Restringir las cadenas TCR candidatas a las que contienen el gen Vg precursor
aumenta la probabilidad de conservar los dominios CDR1 y CDR2 de TCR que entran en contacto con el MHC, y
limitar la variabilidad a CDR3. Como se analiza anteriormente, los vectores viricos, tal como vectores retroviricos y
lentiviricos, son adecuados para introducir las secuencias de los acidos nucleicos que codifican las diversas cadenas
TCRB y/o el TCRa precursor en los linfocitos T. En algunas realizaciones, el vector virico comprende ademas un
marcador génico para la transduccion (por ejemplo, proteina verde fluorescente).
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Las células que son capaces de expresar un TCR en la superficie celular se utilizan para la transformaciéon o
transduccién con las secuencias de los acidos nucleicos que codifican las diversas cadenas TCRp de los timocitos DN
TCRap.*. Las células que son capaces de expresar un TCR en la superficie celular expresan una molécula CD3. "CD3"
es un complejo de multiples proteinas de seis cadenas que estan asociadas de forma estable con un TCR en la
superficie celular. En mamiferos, el complejo comprende una cadena CD3y, una cadena CD®, dos CD3¢ y un
homodimero de cadenas CD3¢. La CD3y, CD3d y CD3¢ son proteinas de la superficie celular muy relacionadas de la
superfamilia de inmunoglobulinas que contienen un solo dominio de inmunoglobulina. Las regiones transmembrana
de CD3y, CD3d y CD3¢ estan cargadas negativamente, que es una caracteristica que permite que estas cadenas se
asocien con las cadenas de TCR cargadas positivamente. Los dominios citoplasmaticos de las cadenas CD3y, CD30
y CD3¢ contienen motivos de activacion inmunorreceptores basados en tirosina (ITAM, por sus siglas en inglés) que
les permiten asociarse con proteinas tirosina cinasas citosolicas después de la estimulacion de los receptores y, por
lo tanto, enviar sefales al interior de la célula. Las proteinas CD3 son necesarias para la expresion del TCR en la
superficie celular (véase Janeway et al., Inmunobiology: The Immune System in Health and Disease, 3?2 ed., Current
Biology Publications, pags. 4:39, 1997).

En algunas realizaciones, Las células que son capaces de expresar un TCR en la superficie celular son los linfocitos
T, incluyendo células o lineas celulares primarias derivadas de seres humanos, ratén, rata u otros mamiferos. Si se
obtiene de un mamifero, un linfocito T puede obtenerse de numerosas fuentes, incluyendo sangre, médula ésea,
ganglio linfatico, timo u otros tejidos o fluidos. Un linfocito T puede enriquecerse o purificarse. Las lineas de linfocitos
T son bien conocidas en la técnica, algunos de los cuales se describen en Sandberg et al., 2000, Leukemia 21:230-
237. En determinadas realizaciones, se utilizan linfocitos T que carecen de expresion endégena de cadenas TCRa y
B. Tales linfocitos T pueden carecer de forma natural de la expresion endégena de las cadenas TCRa y 8 o pueden
haberse modificado para bloquear la expresion (p.ej., linfocitos T de un ratén transgénico que no expresa cadenas o
y B de TCR o una linea celular que se ha manipulado para inhibir la expresion de las cadenas a y  de TCR). En
determinadas realizaciones, se utilizan células 58 a8, una linea de linfocitos T murinas que carece de cadenas TCRa
y TCRp enddgenas, se utiliza (Letourneur y Malissen, 1989, Eur. J. Immunol. 19:2269-74). En otras realizaciones, se
utiliza la linea de linfocitos T H9 (niumero de catalogo HTB-176, ATCC, Manassas, VA). En determinadas realizaciones,
las células que son capaces de expresar un TCR en la superficie celular no son linfocitos T o células de un linaje de
linfocitos T, sino células que se han modificado para expresar CD3, que permite la expresion de un TCR en la superficie
celular (por ejemplo, células 293 o células 3T3). La expresion en la superficie celular de los TCR en células que no
son de un linaje de linfocitos T se ha descrito previamente (Szymczak et al., 2004, Nat. Biotechnol. 22:589-594).

Para identificar un posible TCR con afinidad potenciada, una vez que las células que son capaces de expresar un TCR
en la superficie celular que también expresan la cadena TCRa precursora se han transformado o transducido con una
biblioteca de cadenas TCRf candidatas, las células especificas de antigeno se clasifican o identifican usando tincion
de tetrameros de MHC-péptido. La tincién con tetrameros de MHC-péptido presenta un tetramero de moléculas MHC,
comprendiendo cada una un péptido idéntico que tiene una secuencia de aminoacidos que es afin (p.ej., idéntica o
relacionada con) al menos a un antigeno, en donde el complejo es capaz de unirse a linfocitos T especificos para el
antigeno afin. Cada una de las moléculas de MHC se puede etiquetar con una molécula de biotina. Los MHC/péptidos
biotinilados se tetramerizan mediante la adicién de estreptavidina, que normalmente esta marcada con fluorescencia.
El tetramero puede detectarse mediante citometria de flujo a través del marcador fluorescente. Los métodos de tincion
de tetrameros de MHC-péptido para detectar linfocitos T especificos de antigeno son bien conocidos en la técnica (por
ejemplo, Altman et al, 1996, Science 274:94-96; Kalergis et al., 2000, J. Immunol. Methods 234:61-70; Xu y Screaton,
2002, J. Immunol. Methods 268:21-8; James et al., J. Vis. Exp.25:1167). En determinadas realizaciones, el tetramero
de MHC-péptido comprende moléculas MHC de clase |. En otras realizaciones, el tetramero de MHC-péptido
comprende moléculas MHC de clase Il. En realizaciones adicionales, el mismo antigeno peptidico utilizado en la etapa
de cultivo del método divulgado es el mismo que el péptido incorporado en el tetramero de MHC-péptido. En otras
realizaciones, la molécula MHC expresada por las células estromales en la etapa de cultivo del método divulgado es
la misma que una molécula MHC en el tetramero de MHC-péptido. Las células tefiidas con tetrameros de MHC-péptido
pueden clasificarse mediante citometria de flujo una o mas veces. Una primera clasificacion puede seleccionar células
transducidas que expresan un marcador de transduccién detectable (por ejemplo, proteina verde fluorescente). Las
células positivas a la transduccién también pueden clasificarse una o mas veces para determinar las células que
expresan la misma cadena VB que el TCR precursor. Sera evidente para un experto en la materia que se puede
disefiar un subconjunto de estas clasificaciones, o clasificaciones de células sencillas o multiples utilizando diferentes
combinaciones de marcadores de transduccién o superficie celular, para identificar la subpoblacion deseada de
células.

Un TCR con afinidad potenciada se identifica comparando la afinidad de unién del TCRaf candidato con el TCRaf3
precursor. Los linfocitos T especificos de antigeno pueden clonarse y secuenciarse después usando técnicas
convencionales de biologia molecular. Los clones de TCRp candidatas se pueden usar para transducir linfocitos T que
comprenden la cadena TCRa precursora y puede utilizarse la tincion de tetrameros de MHC-péptido para comparar
los niveles de tincion con el TCRaf precursor, como se describe anteriormente. El aumento de tinciéon observado con
una TCRp candidata puede ser indicativo de una afinidad potenciada en comparacion con el TCRaf precursor. Sin
embargo, si el TCRaf precursor tenia codones optimizados para aumentar la expresion en el linfocito T, puede que
no sea posible la comparacion directa de los niveles de tincion de los tetrameros con la TCRp candidata. Las cadenas
TCRP candidatas también pueden tener codones optimizados para la comparacion directa con la TCRB precursora
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Un TCRap candidato tiene una afinidad potenciada en comparacion con un TCRa precursor si tiene una unién mas
fuerte al antigeno peptidico que el TCRaf precursor. La afinidad potenciada puede indicarse mediante un TCR con
una Kj (constante de asociacion en equilibrio) para el antigeno diana mayor que la del TCR precursor, un TCR con
una Kp (constante de disociacion) para el antigeno diana menor que la del TCR precursor, o con una velocidad de
disociacion(Ko) para el antigeno diana menor que la del TCR de tipo silvestre (o precursor). Se han descrito
previamente métodos para medir la afinidad de uniéon de TCR (por ejemplo, Laugel et al., 2007, J. Biol. Chem.
282:23799-23810; Garcia et al., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:6818-6823).

TCR con afinidad potenciada y composiciones

En otro aspecto, se proporcionan TCR con afinidad potenciada generados por los métodos divulgados en el presente
documento. Un TCR con afinidad potenciada puede estar unido a células (p.ej., expresado en la superficie de un
linfocito T maduro) o en forma soluble. En determinadas realizaciones, los TCR con afinidad potenciada pueden tener
codones optimizados para potenciar la expresion en los linfocitos T (Scholten et al., 2006, Clin. Immunol. 119:135-
145).

En otras realizaciones, los TCR con afinidad potenciada también pueden ser un componente de una proteina de fusion,
que puede comprender ademas un componente citotdxico (por ejemplo, farmacos quimioterapéuticos tal como
vindesina, antifolatos; toxinas bacterianas, ricina, antiviricos), que es util para destruir o inhabilitar de manera
especifica una célula cancerosa o una célula infectada o un componente detectable (por ejemplo, biotina, resto
fluorescente, radionuclido), que es util para obtener imagenes de células cancerosas, células infectadas o tejidos con
crisis autoinmunitaria.

La presente divulgacion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un TCR con afinidad
potenciada generado por los métodos divulgados en el presente documento y un transportador, diluyentes o excipiente
farmacéuticamente aceptables. Excipientes adecuados incluyen agua, solucion salina, dextrosa, glicerol, etanol, o
similares y combinaciones de los mismos.

Aplicaciones

Los TCR con afinidad potenciada generados por los métodos de la presente divulgacion pueden usarse para tratar
una enfermedad (tal como cancer, enfermedad infecciosa o enfermedad autoinmunitaria) en un sujeto mediante la
administracion de una composicion que comprende los TCR con afinidad potenciada.

Las enfermedades que pueden tratarse con terapia con TCR de afinidad potenciada incluyen cancer, enfermedades
infecciosas (infecciones viricas, bacterianas, protozoarias) y enfermedades autoinmunitarias. La terapia génica con
TCR es un tratamiento prometedor para diversos tipos de cancer (Morgan et al., 2006, Science 314:126-129; revisado
en Schmitt et al, 2009, Human Gene Therapy; revisado en junio de 2007, J. Clin. Invest. 117:1466-1476) y
enfermedades infecciosas (Kitchen et al., 2009, PLoS One 4:38208; Rossi ef al., 2007, Nat. Biotechnol. 25:1444-54;
Zhang et al., PLoS Pathog. 6:€1001018; Luo et al., 2011, J. Mol. Med. 89:903-913). La terapia génica inmunosupresora
para enfermedades autoinmunitarias utilizando linfocitos T reguladores que comprenden TCR autorreactivos también
es un tratamiento emergente (Fujio et al., 2006, J. Immunol. 177:8140-8147; Brusko et al., 2008, Immunol. Rev.
223:371-390).

Una amplia variedad de canceres, incluyendo los tumores sdlidos y las leucemias, son susceptibles a las
composiciones y métodos divulgados en el presente documento. Tipos de cancer que se pueden tratar incluyen:
adenocarcinoma de mama, prostata y colon; todas las formas de carcinoma broncogénico de pulmén; mieloide;
melanoma; hepatoma; neuroblastoma; papiloma; apudoma; coristoma; branquioma; sindrome carcinoide maligno;
enfermedad cardiaca carcinoide; y carcinoma (p.ej., de Walker, de células basales, basoescamoso, de Brown-Pearce,
ductal, tumor de Ehrlich, Krebs 2, de células de merkel, mucinoso, de pulmén no microcitico, de células en avena,
papilar, escirroso, bronquiolar, broncogénico, de células escamosas y de células transicionales). Tipos adicionales de
canceres que pueden tratarse incluyen: trastornos histiociticos; leucemia; histiocitosis maligna; enfermedad de
Hodgkin; inmunoproliferativo pequefio; linfoma no de Hodgkin; plasmacitoma; reticuloendoteliosis; melanoma;
condroblastoma; condroma; condrosarcoma; fibroma; fibrosarcoma; tumor de células gigantes; histiocitoma; lipoma;
liposarcoma; mesotelioma; mixoma; mixosarcoma; osteoma; osteosarcoma; cordoma; craneofaringioma;
disgerminoma; hamartoma; mesenquimoma; mesonefroma; miosarcoma; ameloblastoma; cementoma; odontoma;
teratoma; timoma; tumor trofoblastico. Adicionalmente, los siguientes tipos de canceres también se contemplan como
susceptibles al tratamiento: adenoma; colangioma; colesteatoma; ciclindroma; cistadenocarcinoma; cistoadenoma;
tumor de células de la granulosa; ginandroblastoma; hepatoma; hidradenoma; tumores de células de los islotes; tumor
de células de leydig; papiloma; tumor de células de sertoli; tumor de células de teca; leimioma; liomiosarcoma;
mioblastoma; mioma; miosarcoma; rabdomioma; rabdomiosarcoma; ependimoma; ganglioneuroma; glioma;
meduloblastoma; meningioma; neurilemoma; neuroblastoma; neuroepitelioma; neurofibroma; neuroma;
paraganglioma; paraganglioma no cromafin. Los tipos de canceres que pueden tratarse también incluyen:
angioqueratoma; hiperplasia angiolinfoide con eosinofilia; angioma esclerosante; angiomatosis; glomangioma;
hemangioendotelioma; hemangioma; hemangiopericitoma; hemangiosarcoma; linfangioma; linfangiomioma;
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linfangiosarcoma; pinealoma; carcinosarcoma; condrosarcoma; cistosarcoma filodes; fibrosarcoma;
hemangiosarcoma; liomiosarcoma; leucosarcoma; liposarcoma; linfangiosarcoma; miosarcoma; mixosarcoma;
carcinoma de ovarios; rabdomiosarcoma; sarcoma; neoplasias; neurofibromatosis; y displasia cervical.

Los canceres de linfocitos B ilustran la variedad de trastornos hiperproliferativos susceptibles de una terapia con TCR
potenciados, incluyendo los linfomas de linfocitos B (como diversas formas de la enfermedad de Hodgkin, linfoma no
de Hodgkin (LNH) o linfomas del sistema nervioso central), leucemias (tal como leucemia linfoblastica aguda (LLA),
leucemia linfocitica cronica (LLC), leucemia de células pilosas y leucemia mioblastica cronica) y mielomas (tal como
mieloma multiple). Canceres de linfocitos B adicionales incluyen linfoma linfocitico pequefio, leucemia prolinfocitica de
linfocitos B, linfoma linfoplasmacitico, linfoma esplénico de la zona marginal, mieloma de células plasmaticas,
plasmacitoma solitario de hueso, plasmacitoma extradseo, linfoma extraganglionar de la zona marginal de linfocitos B
de tejido linfoide asociado a mucosas (MALT, por sus siglas en inglés), linfoma nodal de zona marginal de linfocitos
B, linfoma folicular, linfoma de células del manto, linfoma difuso de linfocitos B grandes, linfoma de mediastino (timico)
de linfocitos B grandes, linfoma intravascular de linfocitos B grandes, linfoma de efusion primario, linfoma/leucemia de
Burkitt, proliferaciones de linfocitos B de potencial maligno incierto, granulomatosis linfomatoide y trastorno
linfoproliferativo posterior a trasplante.

Enfermedades autoinmunitarias incluyen: artritis, artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, osteoartritis,
policondritis, artritis psoriasica, psoriasis, dermatitis, polimiositis/dermatomiositis, miositis por cuerpos de inclusion,
miositis inflamatoria, necrolisis epidérmica toxica, escleroderma y esclerosis sistémicas, sindrome de CREST,
respuestas asociadas con la enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome de
dificultad respiratoria, sindrome de dificultad respiratoria en el adulto (SDRA), meningitis, encefalitis, uveitis, colitis,
glomerulonefritis, afecciones alérgicas, eccema, asma, afecciones que implican la infiltracion de linfocitos T y
respuestas inflamatorias crénicas, ateroesclerosis, miocarditis autoinmunitaria, deficiencia de adhesién de leucocitos,
lupus eritematoso sistémico (LES), lupus eritematoso cutaneo subagudo, lupus discoide, mielitis lUpica, cerebritis
lupica, diabetes de inicio juvenil, esclerosis mdltiple, encefalomielitis alérgica, neuromielitis 6ptica, fiebre reumatica,
corea de Sydenham, respuestas inmunitarias asociadas con una hipersensibilidad aguda y retrasada mediada por
citocinas y linfocitos T, tuberculosis, sarcoidosis, granulomatosis que incluye granulomatosis de Wegener y
enfermedad de Churg-Strauss, agranulocitosis, vasculitis (incluyendo vasculitis/angiitis por hipersensibilidad, ANCA y
vasculitis reumatoide), anemia aplasica, anemia de Blackfan-Diamond, anemia hemolitica inmunitaria que incluye la
anemia hemolitica autoinmunitaria (AHAI), anemia perniciosa, aplasia pura de glébulos rojos (PRCA, por sus siglas
en inglés), deficiencia en factor VIII, hemofilia A, neutropenia autoinmunitaria, pancitopenia, leucopenia, enfermedades
que implican la diapédesis leucocitaria, trastornos inflamatorios del sistema nervioso central (SNC), sindrome de lesion
multiorganica, miastenia grave, enfermedades mediadas por complejos antigeno-anticuerpo, enfermedad de la
membrana basal antiglomerular, sindrome de anticuerpos antifosfolipidos, neuritis alérgica, enfermedad de Behcet,
sindrome de Castleman, sindrome de Goodpasture, sindrome miasténico de Lambert-Eaton, sindrome de Raynaud,
sindrome de Sjogren, sindrome de Stevens-Johnson, rechazo al trasplante de 6rganos solidos, enfermedad de injerto
contra huésped (EICH), penfigoide ampolloso, pénfigo, poliendocrinopatias autoinmunitarias, espondiloartropatias
seronegativas, enfermedad de Reiter, sindrome del hombre rigido, arteritis de células gigantes, nefritis del complejo
inmunitario, nefropatia por IgA, polineuropatias por IgM o polineuropatia mediada por IgM, purpura trombocitopénica
idiopatica (PTI), purpura trombocitopénica tromboética (TTP), purpura de Henoch-Schonlein, trombocitopenia
autoinmunitaria, enfermedad autoinmunitaria del testiculo y ovario incluyendo orquitis y ooforitis autoinmunitaria,
hipotiroidismo primario; enfermedades endocrinas autoinmunitarias incluyendo tiroiditis autoinmunitaria, tiroiditis
cronica (tiroiditis de Hashimoto), tiroiditis subaguda, hipotiroidismo idiopatico, enfermedad de Addison, enfermedad de
Graves, sindromes poliglandulares autoinmunitarios (o sindromes poliglandulares endocrinopaticos), diabetes de tipo
| también denominada diabetes mellitus insulinodependiente (DMID) y sindrome de Sheehan; hepatitis
autoinmunitaria, neumonitis intersticial linfoide (VIH), bronquiolitis obliterante (sin trasplante) frente a NSIP, sindrome
de Guillain-Barré, vasculitis de vasos grandes (incluyendo la polimialgia reumatica y la arteritis de células gigantes (de
Takayasu)), vasculitis de vasos intermedios (incluyendo enfermedad de Kawasaki y poliarteritis nodosa), espondilitis
anquilosante con poliarteritis nodosa (PAN), enfermedad de Berger (nefropatia por IgA), glomerulonefritis de
progresion rapida, cirrosis biliar primaria, celiaquia (enteropatia por gluten), crioglobulinemia, crioglobulinemia
asociada con hepatitis, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), arteriopatia coronaria, fiebre mediterranea familiar,
poliangeitis microscopica, sindrome de Cogan, sindrome de Whiskott-Aldrich y tromboangitis obliterante.

En realizaciones particulares, un método para tratar a un sujeto con los TCR con afinidad potenciada generados por
los métodos divulgados en el presente documento incluye un sujeto con leucemia mielocitica aguda, leucemia
linfocitica aguda o leucemia mielocitica cronica.

Las enfermedades infecciosas incluyen las asociadas con agentes infecciosos e incluyen cualquiera de varias
bacterias (p.ej, E. coli patégena, S. typhimurium, P. aeruginosa, B. anthracis, C. botulinum, C. difficile, C. perfringens,
H. pylori, V. cholerae, Listeria spp., Rickettsia spp., Chlamydia spp., y similares), micobacterias y parasitos (incluyendo
cualquier miembro parasito conocido de los protozoos). Los virus infecciosos incluyen virus eucariotas (p.ej.,
adenovirus, buniavirus, herpesvirus, papovavirus, paramixovirus, picornavirus, rabdovirus (p.ej., rabia), ortomixovirus
(p.€j., gripe), poxvirus (p.ej., vaccinia), reovirus, retrovirus, lentivirus (por ejemplo, VIH), flavivirus (p.ej., HCV) y
similares). En determinadas realizaciones, la infeccion con patdgenos citosoélicos cuyos antigenos se procesan y
muestran con moléculas MHC de clase |, se tratan con los TCR con afinidad potenciada de la invencion.
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Los TCR con afinidad potenciada se pueden administrar a un sujeto unidos células (es decir, terapia génica de la
poblacién de células diana (linfocitos T maduros (por ejemplo, linfocitos T CD8*) u otras células del linaje de linfocitos
T)). En una realizacion particular, las células del linaje de linfocitos T que comprenden TCR con afinidad potenciada
administradas al sujeto son células autdlogas. En ofra realizacion, los TCR con afinidad potenciada se pueden
administrar a un sujeto en forma soluble. Los TCR solubles son conocidos en la técnica. (véase, por ejemplo, Molloy
et al., 2005, Curr. Opin. Pharmacol. 5:438-443; patente de Estados Unidos 6.759.243).

"Tratar" y "tratamiento” se refieren al manejo médico de una enfermedad, trastorno o afeccion de un sujeto (es decir,
individuo que puede ser un mamifero humano o no humano (por ejemplo, primate, rata, ratdn)). En general, una dosis
y un régimen de tratamiento apropiados proporcionan los TCR con afinidad potenciada descritos en el presente
documento y, opcionalmente, un adyuvante, en una cantidad suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico o
profilactico. Los beneficios terapéuticos y profilacticos incluyen un mejor resultado clinico; reduccion o alivio de los
sintomas asociados con la enfermedad; disminucién de la apariciéon de sintomas; mejora de la calidad de vida; estado
sin enfermedad mas prolongado; disminucién del grado de enfermedad, estabilizacion del estado de enfermedad;
retraso de la progresion de la enfermedad; remision; supervivencia; o prolongar la supervivencia.

Las composiciones farmacéuticas que incluyen los receptores con afinidad potenciada se pueden administrar de una
manera apropiada a la enfermedad o afeccidn que se va a tratar (o prevenir) segun lo determinen los expertos en la
materia médica. Una dosis apropiada, duracion adecuada y frecuencia de administracion de las composiciones ser
determinaran por factores tales como el estado del paciente, tamafio, tipo y gravedad de la enfermedad, forma
particular del principio activo y método de administracion.

En realizaciones adicionales, los TCR con afinidad potenciada de la presente divulgacion pueden usarse en métodos
de diagnodstico o en métodos de obtencién de imagenes, incluyendo estos métodos usados en relacion con las
indicaciones o condiciones identificadas en el presente documento.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos demuestran que, segun lo dispuesto por la presente divulgacion, por ejemplo, los timocitos
con TCR transgénicos se diferencian de manera eficaz en un linaje CD4CD8CD24 TCRB* "similar a yd" cuando se
exponen a su antigeno afin en cultivos OP9-DL1. Asimismo, los timocitos progenitores que expresan solamente la
cadena TCRa de un clon de linfocitos T especifico para el antigeno tumoral WT1 también pueden diferenciarse en
este linaje TCRap+ maduro en cultivo OP9-DL1. Se generd una biblioteca de cadenas TCR a partir de una poblacion
de células DN TCRaf+ clasificadas a partir de estos cultivos, y se crib6 para determinar la reactividad de los tetrameros
de MHC con WT1 cuando se emparejaban con la cadena TCRa especifica de antigeno. Usando este enfoque, se
identificaron diversas cadenas TCRf que pueden emparejarse con una cadena TCRa especifica de antigeno para
generar TCR con una afinidad hasta 10 veces mayor por el péptido WT1 en comparacion con el TCR original.

Ejemplo 1: La participacion del agonista peptidico durante la diferenciacion en células OP9-DL1 puede
impulsar_la_diferenciacion de células DN TCRaB+ maduras a partir de los progenitores de linfocitos T
purificados de ratones con TCR transgénicos.

Las sefales agonistas a través de un TCR af3 antes de la seleccion B dan como resultado la diferenciacion de células
doble negativas (DN) TCRaf+ "similares a y&" durante la formacion de los linfocitos T in vivo, y la reticulacién de TCR
en la etapa DN3 conduce a la diferenciacion de un linaje similar durante la diferenciacion de linfocitos T en células
OP9-DL1 in vitro. Para determinar si los linfocitos T progenitores de ratones con TCR transgénicos también podrian
diferenciarse en un linaje DN TCRaf+ en respuesta al antigeno peptidico afin en la etapa DN3, se clasificaron timocitos
progenitores DN1 y DN2 TCRafCD4-CD8CD117+CD44+ de ratones OT-1 transgénicos (expresan TCR especifico
para la secuencia del péptido SIINFEKL de ovoalbumina (SEQ ID NO: 1) presentada en la MHC de clase | H-2K&;
reserva n.° 003831, Jackson Laboratory, ME; véase también Hogquist et al., 1994, Cell 76:17-27) y se cultivaron con
células OP9-DL1 (Schmitt et al., 2002, Immunity 17:749-756; patente de Estados Unidos N.° 7.575.925) transducidas
para expresar la molécula MHC de clase | H-2KB de raton, ya sea en ausencia de péptido o con concentraciones
crecientes de péptido especifico de ovoalbumina (SEQ ID NO: 1) durante 20 dias y se analizaron en diversos puntos
temporales mediante citometria de flujo. En ausencia de péptido, los linfocitos T doble positivos (DP) pudieron
detectarse el dia 16 y constituyeron una fraccion importante del cultivo el dia 20 (fig. 1A). Sin embargo, la formacion o
la supervivencia de los linfocitos T DP disminuyd incluso con concentraciones muy bajas de péptido (0,0001 uM), y
los DP estaban completamente ausentes en los cultivos que contenian 0,01 uM o mas de péptido (fig. 1A), lo que
demuestra que las células DP se seleccionan de manera negativa por sefializacion agonista fuerte en cultivos OP9-
DLA1.

Para determinar si las sefiales agonistas cada vez mas fuertes impulsan la formacién de células DN TCRaf+, la
poblacion DN se analizé para determinar la expresién de CD24, un marcador de maduracion que se expresa a niveles
elevados en todas las poblaciones de linfocitos T progenitores inmaduros y de TCRp. Se encontré que la mayoria de
las células expresaban niveles altos de CD24 y carecian de expresion de TCRp en el dia 5 (fig. 1B), pero el dia 16, la
mayoria de las células DN de todas las condiciones de cultivo expresaron TCRpB, aunque se observd un numero
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sustancialmente mayor de células CD24- a partir de cultivos que contenian 0,01 uM o mas de péptido (38,2 % y 31,4 %
de células TCR+CD24-en cultivos que contenian 0,01 y 1,0 uM de péptido, respectivamente, en comparacion con el
6,9 % de TCR+CD24" en el cultivo sin péptidos) (fig. 1B). El dia 20, ~ 60 % de todas las células DN eran TCRB+CD24-
a partir de cultivos que contenian péptido 0,01 uM o 1,0 uM, mientras que en cultivos que no recibieron péptido o
recibieron una concentracion baja (0,0001 uM) de péptido, solamente el -20 % de los DN eran TCRB*CD24, y cerca
del 50 % eran TCRp" (fig. 1B, 1C). Asimismo, cuando se compara el nivel de expresién en la superficie de TCR entre
las diferentes condiciones de cultivo, las células TCRB+ que se formaron en respuesta a altos niveles de péptido
expresaron niveles mas altos de TCRp en la superficie celular (fig. 1C). Sin desear quedar ligados a teoria alguna, es
posible que la formacion de algunas células DN TCRaf+ en cultivos sin péptido afiadido se deba a la reactividad
cruzada con otros ligandos de péptido-MHC en el sistema de cultivo OP9-DL1. Para confirmar que las células DN
TCRap+ observadas en estos cultivos no se formaron a través de una etapa de DP, las células DP CD69" que aun no
se han seleccionado positivamente se clasificaron a partir de timo B6 u OT-1 y se cultivaron en presencia o ausencia
del péptido SIINFEKL de ovoalbumina (SEQ ID NO: 1). Las células B6 DP no se vieron afectadas por la presencia del
péptido SIINFEKL (SEQ ID NO: 1), pero cuando los timocitos OT-1 DP se cultivaron en células OP9-DL1 en presencia
de SIINFEKL (SEQ ID NO: 1), se observaron todas las evidencias de seleccién negativa, incluyendo una pérdida
masiva de celularidad y modulacion negativa del correceptor (fig. 2). De manera importante, las células DN observadas
en estos cultivos fueron de manera uniforme TCR negativas (fig. 2).

Estos datos indican que la participacion de un agonista peptidico durante la diferenciacion en células OP9-DL1 puede
impulsar la diferenciacion de células DN TCRaf+ maduras de progenitores de linfocitos T purificados de ratones con
TCR transgénicos.

Ejemplo 2: Una cadena TCRa transgénica se empareja con cadenas TCRB enddégenas para impulsar la
formacion de células DN CD24.-TCRaf* "aspirantes a y3" en el sistema de cultivo OP9-DL1

Para determinar si la expresién solamente de una cadena TCRa antes de la seleccién 3 también deberia dar como
resultado la desviacion del linaje de los progenitores de linfocitos T DN3 que expresan una cadena TCRf enddgena
que se empareja con la cadena TCRa introducida capaz de acoplarse a un ligando de péptido-MHC en el sistema de
cultivo OP9-DL1 por encima de un determinado umbral de afinidad, se clasificaron timocitos progenitores DN1 y DN2
CD4CD8 CD117+CD44+ de ratones B6 y se transdujeron con una cadena TCRa del clon 3D de linfocitos T
especificos del antigeno tumoral de Wilm (WT1) que se habia identificado previamente como una variante con afinidad
potenciada aislada de una biblioteca de mutagénesis por saturacion de la region CDR3 de la 3Da. La construccion de
expresion de 3Da contiene un motivo de secuencia de entrada intrarribosémico, seguido del dominio extracelular de
CD2 humano (numeros de acceso de Genbank NM_001767.3 (SEQ ID NO: 48) y NP_001758.2 (SEQ ID NO: 49)
(secuencias de transcrito y proteina para CD2 de longitud completa, respectivamente)) (IRES- hCD2) como una
transduccion de marcador. Se cultivaron timocitos progenitores transducidos en presencia o ausencia de 1,0 uM del
péptido RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2) de WT1 restringido por la MHC de clase | H-2D® durante 14 dias, y después se
analizé mediante citometria de flujo. Las células DN dentro de la fraccion negativa de hCD2 contenian pocas células
TCRaB+, independientemente de la presencia de péptido en las condiciones de cultivo. Por el contrario, la fraccion
positiva de hCD2 (que expreso el gen 3Da) de cultivos que no recibieron péptido contenia 6,8 % células TCRB+ y el
numero de células TCRaB+ aumentd a 16,6 % cuando se afadio péptido WT1 1,0 uM (fig. 3A). Estos datos indican
que una poblacion significativa de células DN TCRaf+ puede formarse a partir de timocitos progenitores tempranos
que expresan ectépicamente una cadena TCRa antes de la selecciéon B. Asimismo, el hecho de que esta poblacién de
células DN TCRaf+ aumente cuando esta presente el péptido afin (para la cadena TCRa introducida) sugiere que una
fraccion sustancial de estas células se formo en respuesta a sefales especificas del antigeno WT1.

Tomados en conjunto, estos datos indican que la poblaciéon de DN TCRaf+ podria contener potencialmente células
que expresan una cadena TCRp que puede emparejarse con la 3Da introducida para formar un TCR con una mayor
afinidad por el tetramero de MHC-péptido-WT1 que el receptor de afinidad potenciado original, y significativamente
mayor que podria aislarse del repertorio de linfocitos T normales.

Por lo tanto, los timocitos progenitores DN1 y DN2 CD4-CD8CD117*CD44* transducidos con 3Da se diferenciaron en
células OP9-DL1 que expresaban la MHC de Clase 1 H-2DB de ratén y también se transdujeron para expresar WT1.
Las células no adherentes se recogieron durante varios dias hasta el dia 21 y se clasificaron para determinar células
hCD2*CD4-CD8TCRp* en reactivo TRIzol (Invitrogen) (fig. 3B). Se agruparon los tipos de células clasificados de dias
individuales; se purifico ARN y se generé ADNc. El TCR 3D precursor utiliza la region variable Vb10. Para conservar
los dominios CDR1 y CDR2 de TCR que entran en contacto con MHC, las cadenas TCRp candidatas se restringieron
a las que contenian esta region variable. Por lo tanto, las cadenas TCRf que contienen V310 dentro de la poblacion
de células clasificadas se aislaron mediante PCR usando un cebador directo especifico de V310 y un cebador inverso
especifico de CB2 (fig. 3C). El cebador directo especifico de Vb10 se disefié para contener una secuencia CACC que
permite la clonacion TOPO direccional en el vector pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen), seguida de la transferencia
utilizando la tecnologia Gateway® para la recombinacion (Invitrogen) en el vector retrovirico MigR1-attR (una version
del vector MigR1 (Pear et al., 1998, Blood 92:3780-3792) que se ha modificado para contener sitios attR y el gen ccdB
para la clonacion Gateway®). La biblioteca MigR1-TCRB se utilizé6 para transducir células de empaquetamiento
retrovirico PlatE (Morita et al.,, 2000, Gene Therapy 7:1063-1066; Cell Biolabs, Inc.) para generar sobrenadante
retrovirico, que se utilizd después para transducir de manera retrovirica células 58 a3, una linea de linfocitos T
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murinos que carece de cadenas TCRa y TCRB endogenas, (587) (Letourneur y Malissen, 1989, Eur. J. Immunol.
19:2269-74).

Se tituld el sobrenadante de la biblioteca de TCR} retrovirico, y se usé una dilucién que dio como resultado menos del
20 % de células transducidas después de la transduccién para asegurar que la mayoria de las células contuvieran
solamente una integracion retrovirica. Las células transducidas se clasificaron primero en células GFP positivas, y
después se volvieron a clasificar dos veces mas en las células VB10+ que también tenian altos niveles de tinciéon con
tetrameros de MHC-péptido WT1 (fig. 4A). Después de la segunda clasificacion, las células se analizaron para
determinar la tincion con un tetramero de MHC H-2DB-péptido especifico para GP33, con el fin de evaluar si las células
positivas al tetramero de MHC-péptido WT1 se unian de una manera independiente del péptido a los restos de MHC
(fig. 4A).

Después de la tercera clasificacion de células 587 transducidas con la biblioteca con alto contenido de tetrameros de
MHC-péptido WTH1, las células clasificadas se expandieron, se lisaron y se aislé el ADN. Los insertos retroviricos se
recuperaron mediante PCR utilizando cebadores especificos del vector MigR1-attR, disefiado para incluir sitios de
clonacion AttB Gateway® del vector. Usando un enfoque de dos etapas, los insertos se clonaron primero en el vector
pDONR™ (Invitrogen) usando la tecnologia de clonacion por recombinacion Gateway®, y después, de nuevo en
MigR1-attR. Se recogieron colonias bacterianas individuales de la reaccién de clonacidon por recombinacion y se
secuenciaron. Después del analisis de secuencia de> 30 clones, se identificaron las cuatro cadenas TCR[3 mas
predominantes para realizar un analisis adicional. Curiosamente, varios de los clones tenian secuencias de CDR3p
que compartian multiples restos conservados con la cadena 3D original (fig. 4B). Se encontré que uno de los clones
(Clon n.° 1) era casi idéntico al 3D original, excepto por una sustitucion P108Q y una sustitucion G112S (fig. 4B). Las
cuatro cadenas TCRp candidatas se transdujeron de manera retrovirica en células 58-3Da* y se analizaron por
citometria de flujo (fig. 4C). Los cuatro clones candidatos se unieron al tetramero de MHC-péptido WT1 cuando se
transdujeron en células 587-3Da*, aunque el clon n.° 4 se unié al tetramero de MHC-péptido WT1 a niveles
significativamente mas bajos que los otros y no se analizé adicionalmente. La cadena 3Df precursora se habia
optimizado con codones previamente y, por lo tanto, expresaba niveles mas altos de TCR en la superficie celular,
excluyendo la comparacion directa de los niveles de tincion de tetrameros entre 3D y los clones aislados.

Para evaluar de manera mas directa la afinidad relativa de cada una de las cadenas TCR por el tetramero de MHC-
péptido WT1, las células 587-3Da* transducidas con 3Da, y cada una de las cadenas TCRp candidatas se tifieron con
seis diluciones dobles en serie de tetrameros de MHC-péptido WT1 y los valores de MFI se ajustaron a una curva de
union de saturacion mediante regresion no lineal, como la concentracion de ligando que produjo la mitad de la unién
maxima (fig. 5A). Se encontré que las afinidades aparentes de las tres cadenas TCRp candidatas, cuando se
emparejan con 3Da, eran mayores que la 3D precursora, y el Clon n.° 1 tenia una afinidad ~ 10 veces mayor (fig.
5A). Por lo tanto, para comparar directamente la tincion de tetrameros de 3Da emparejada con el Clon n.° 1 frente a
la 3D precursora, El clon n.° 1 tenia codones optimizados de modo que las Unicas diferencias de secuencia entre la
3Dp original y el clon n.° 1 estaban en la region CDR3. Ambas construcciones se transdujeron en células 587 y se
evaluaron por citometria de flujo para determinar la tincion de tetrameros de MHC-péptido WT1. Cuando el clon n.° 1
tenia codones optimizados, se encontré que se unia al tetramero a un nivel mas alto que la 3D original como se
esperaba (fig. 5B).

Una preocupacion asociada con la potenciacion de la afinidad de los TCR especificos de antigeno in vitro es que
algunas modificaciones podrian aumentar la afinidad del receptor solamente por MHC, en lugar de por péptido/MHC,
aumentando asi la probabilidad de que el TCR sea autorreactivo. Este riesgo se minimizo restringiendo la biblioteca
de TCR} a las cadenas TCRp que comparten el mismo dominio variable (Vb10) para restringir la variabilidad a CDR3.
Para determinar si alguna de las cadenas TCRp candidatas conferia una mayor propension a unirse a la molécula
MHC H-2DB de forma independiente del péptido, las células 587 transducidas se tifieron con un grupo de tetrameros
de MHC H-2DB tetrameros (péptidos: WT1, GP33, E4, MESN, SQV). Las tres cadenas TCRp candidatas se tifieron
con el tetramero de MHC-péptido WT1 a niveles altos cuando se emparejaron con 3Da, similar a la 3D original (fig.
5C). Cuando se tifie con otros cuatro tetrameros de MHC H-2DB-péptido, las tres cadenas TCRP fueron uniformemente
negativas para la tincion de los tetrameros, lo que sugiere que el aumento de afinidad observado por estos receptores
no es el resultado de una mayor afinidad por MHC solo (fig. 5C).

Ejemplo 3: Generacion de linfocitos T especificos de WT1 de alta afinidad mediante expresién ectépica de una
cadena TCRa especifica de antigeno durante la formacién temprana de los linfocitos T humanos in vitro.

El antigeno del tumor de Wilm (WT1) se expresa en niveles anormalmente altos en la superficie de las células
leucémicas. Los clones de linfocitos T especificos de HLA A2/WT1 se han cribado en busca de clones con alta
actividad especifica. Se aislaron las cadenas TCRa y TCRp del clon C4, que se determind que tenian la mayor afinidad
por WT1. Un vector lentivirico que comprende el TCR de C4 y que confiere un alto nivel de expresion es objeto de un
ensayo clinico de terapia génica con TCR programado para 2012. Para potenciar adicionalmente la afinidad del TCR
de C4 por el antigeno WTH1, se utiliza | sistema de diferenciacion in vitro descrito en los ejemplos anteriores con células
progenitoras de sangre de corddn humano que expresan la cadena TCRa de C4.

Generacion de linfocitos T especificos de WT1:
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Se generd una variante de la linea celular OP9-DL1 descrita en el ejemplo 1, que expresaba la molécula MHC de clase
| humana HLA-A2 (numeros de acceso de Genbank U18930.1 (SEQ ID NO: 50) y AAA87076.1 (SEQ ID NO: 51),
secuencias de transcrito y proteina, respectivamente) y la molécula MHC de clase | humana 32 microglobulina (32M)
(nimeros de acceso de Genbank NM_004048.2 (SEQ ID NO: 52) y NP_004039.1 (SEQ ID NO: 53), secuencias de
transcrito y proteina, respectivamente). La cadena TCRa del clon C4 de TCR se transduce de manera estable en
células progenitoras hematopoyéticas derivadas de la sangre del cordén umbilical mediante transduccion retrovirica,
utilizando un vector retrovirico que también codifica la proteina verde fluorescente (GFP) como marcador de
transduccion. Las células progenitoras que expresan GFP se clasifican mediante citometria de flujo y se cultivan en
células de estroma OP9-DL1-A2/2M en presencia o ausencia del péptido RMFPNAPYL de WT1 (SEQ ID NO: 2). Las
células progenitoras hematopoyéticas humanas proliferan y se diferencian facilmente en el cultivo con OP9-DL1 a una
etapa de formacion de linfocitos T humanos caracterizada por el fenotipo CD34+CD1a+CD4+ (La Motte-Mohs et al.,
2005, Blood 105:1431-1439), momento en el que experimentan reordenamientos del gen TCR en los locus B,y y &
(Spits, 2002, Nat. Rev. Immunol. 2:760-772). Se formula la hipdtesis de que, como sus homélogos murinos, los
progenitores de linfocitos T humanos que expresan TCRa que producen un reordenamiento en marco en el locus de
TCRp adaptaran uno de dos destinos celulares: aquellos que expresan una cadena TCRf que no se empareja bien
con la TCRa transgénica, o que se empareja con la TCRa transgénica pero no recibe una sefial fuerte a través de este
aBTCR, se diferenciara a la etapa DP en respuesta a la sefializacion a través del pre-TCR; por otro lado, aquellos que
generan una cadena TCRpB que puede emparejarse con la TCRa transgénica y reciben una sefial suficientemente
fuerte a través de este aTCR maduro se sefialaran para diferenciarse hacia un linaje DN TCRaf+ similar a yd. Debido
a que las células DP soloamente sobreviven durante ~ 3-4 dias sin una sefial de seleccion positiva, y debido a que no
se produce una seleccion positiva eficaz en cultivos OP9-DL1, la gran mayoria de las células que no reciben una sefial
agonista a través del TCR af3 se eliminaran del cultivo, permitiendo que las células similares a yd que se forman debido
a la sefializacion temprana de TCR af3 se acumulen.

Aislamiento de cadenas TCRf candidatas:

En diversos momentos del cultivo, las células no adherentes que tienen un fenotipo DN TCRaf+ similar a yd y son
positivas para los tetrameros de MHC A2/péptido WT1 se recogen mediante clasificacion celular. Puede que no sea
posible detectar células positivas para tetrameros de WT1, ya que la presencia continua de antigeno en los cultivos
puede dar como resultado una modulacién negativa de TCR que podria disminuir la tincién de tetrameros por debajo
de la detecciéon. Asimismo, debido a que es probable que estas células no expresen CD8ap, los receptores de alta
afinidad que no son independientes de CD8 son indetectables mediante tincion de tetrameros. Por lo tanto, puede ser
necesario cribar las cadenas TCRf de todas las células DN TCRaf+ que emergen en el cultivo (véase a continuacion).
También puede ser deseable restringir los linfocitos T candidatos a aquellos que usan el mismo segmento V[ utilizado
por la cadena TCRp de C4 original (VB17), para conservar los contactos de MHC con CDR1 y CDR2 del TCR de C4
precursor.

Después de la clasificacion de células, las cadenas TCRf enddégenas se clonan purificando el ARN total, realizando
RT-PCR RACE de longitud completa con cebadores C-1 o C-B2 y clonando los productos de PCR en el vector
pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen), que permite la clonacion TOPO direccional e incorpora sitios attL que permiten una
transferencia rapida y eficaz al vector retrovirico Mig-attR (una variante de MigR1 (Pear et al., 1998, Blood 92:3780-
3792) que contiene sitios attR para la insercion del gen de interés) utilizando el sistema de recombinacién de tecnologia
Gateway® de Invitrogen. Los productos de la reaccion de recombinacion se someten a electroporacion en bacterias
de alta eficacia, y las colonias se recogen con un asa de cultivo juntas y se maximizan para generar una biblioteca
retrovirica de cadenas TCRp potencialmente reactivas con WT1.

Varias de TCR especificos de WT1 de alta afinidad:

Las cadenas TCRp que pueden emparejarse con la cadena TCRa de C4 para formar un TCR especifico de WT1 de
alta afinidad se identifican mediante la transduccion de la biblioteca de TCR en la linea de linfocitos T humanos H9
(numero de catalogo HTB-176, ATCC, Manassas, VA) que se ha transducido para expresar la cadena TCRa de C4
(H9-C4a). Las células transducidas se clasifican mediante citometria de flujo para determinar niveles altos de tincion
con tetrameros de MHC-péptido WT1 y los insertos retroviricos se amplificaran mediante PCR a partir de la poblacion
clasificada. Las cadenas TCRp candidatas se identifican mediante clonacion TOPO del producto de PCR seguido de
analisis de secuencia. Las cadenas TCRf seleccionadas y la C4a precursora se transducen en células H9-C4a y las
afinidades relativas por el tetramero de MHC-péptido WT1 se calcularan mediante tincién de células transducidas con
diluciones dobles en serie de tetrameros conjugados con PE (como se describe en el ejemplo 2). Los valores de
afinidad se determinan ajustando la MFI| para cada dilucién a una curva de unién mediante regresion no lineal y la KD
definida como concentracion de tetrameros que produce la mitad de la unidon maxima. Las cadenas TCRf que pueden
emparejarse con TCRa de C4 para generar un TCR con mayor afinidad mediante tincién con tetrameros de MHC-
péptido que el receptor C4 de tipo silvestre se caracterizan ademas por su seguridad y eficacia.

Ejemplo 4: Caracterizacion de la eficacia y seguridad de los candidatos a TCR de alta afinidad utilizando un
modelo de terapia génica con TCR dirigido a WT1 en ratones in vivo.
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Los TCR especificos de WT1 humano con afinidad potenciada que se identifican como en el ejemplo 3 se prueban
para determinar su seguridad y eficacia en un modelo de terapia génica dirigida a WT1 en ratones transgénicos HLA-
A2.

Evaluacién de TCR potenciados para determinar actividad inespecifica:

La activacion fugaz de TCR de alta afinidad se evalua midiendo la produccion de citocinas por linfocitos T transducidos
con TCR en respuesta a un grupo de células diana que expresan A2 en presencia o ausencia del péptido WT1. Los
TCR que muestran un reconocimiento inespecifico de células diana WT1 negativas en comparacion con el TCR de
C4 precursor no estan especializados para estudios adicionales.

Actividad de TCR con afinidad potenciada en tejido normal in vivo:

La expresion de WT1 en tejido normal es similar tanto en el ratén como en el hombre, y el péptido WT1 reconocido
por el TCR de C4 es idéntico en ratones y se sabe que se procesa y presenta mediante las células de ratéon (Gaiger
et al., 2000, Blood 96:1480-9). Se han utilizado ratones transgénicos HLA-A2 para probar el reconocimiento de tejidos
normales por linfocitos T que expresan TCR humanos especificos de WT1 de alta afinidad (Kuball et al., 2009, J. Exp.
Med. 206:463-475).

Para evaluar la seguridad de los TCR con afinidad potenciada generados in vitro como se divulga en el ejemplo
anterior, los linfocitos T CD8* de ratones B6.A2/DP, que expresan un transgén que codifica los dominios a1y a2 de A2
fusionados con a3 de D® (para la union de CD8 de ratdn) (Newberg et al., 1996, J. Immunol. 156:2473-2480), se
transducen a TCR con afinidad potenciada candidatos expresados. Los TCR se modifican antes de la transduccién
para contener dominios Ca y C@8 de ratén en lugar de humanos, que aumenta la expresion en los linfocitos T de ratén
(Pouw et al., 2007, J. Gene Med. 9:561-570). Aproximadamente 4-6 semanas después de la transferencia de linfocitos
T transducidos con TCR a ratones, los tejidos que se sabe que expresan WT1 de forma natural (por ejemplo, pulmones
y rifidn) se analizan mediante histologia en busca de evidencia de infiltracion de linfocitos T y dafio tisular, y la médula
O6sea se evalla mediante citometria de flujo para determinar el agotamiento de las células progenitoras
hematopoyéticas de expresion de WT1.

Correlacion de afinidad potenciada con funcién y reconocimiento de dianas mejorados:

Existe evidencia de que puede existir un umbral de afinidad para los TCR, por encima del cual las potenciaciones
adicionales no aumentaran la funcién de los linfocitos T y, de hecho, pueden disminuir la sensibilidad al antigeno
(Schmid et al., 2010, J. Immunol. 184:4936-46). Por lo tanto, la respuesta de los linfocitos T CD8+ transducidos con
TCR de alta afinidad a las células diana pulsadas con concentraciones de péptidos limitantes se compara con los
linfocitos T que expresan el TCR de C4 precursor. Se analizan la produccién y proliferacion de citocinas (IFNy/IL-2),
asi como la actividad litica. Los TCR que muestran una mayor afinidad y una funcion potenciada estan especializados
para su estudio adicional y para su posible uso en ensayos de terapia génica con TCR.

Ejemplo 5: Generacidn de linfocitos T especificos de WT1 de alta afinidad in vivo.

Se utilizd un modelo en ratones (ratones retrogénicos TCRa) in vivo para determinar si las células doble negativas
(DN) TCRp+ pueden formarse en el timo. Los ratones retrogénicos (transducidos de manera retrovirica) permiten una
generacion rapida, en comparacion con los métodos transgénicos, de ratones que expresan un transgén de TCR
especifico. Se conocen en la técnica métodos para producir ratones retrogénicos (véanse, p.ej, Holst et al., 2006, Nat.
Protoc. 1:406-417; Holst ef al., 2006, Nat. Methods 3:191-197; Bettini et al., 2012, Immunology 136:265-272).
Brevemente, se purificaron células madre/progenitoras hematopoyéticas de la médula 6sea de ratones B6 y se
transdujeron para expresar la cadena TCRa del TCR 3D-PYY especifico de WT1 de alta afinidad o del TCR 7431
especifico de mesotelina de baja afinidad. El TCR 3D-PYY es un TCR de mayor afinidad modificado por ingenieria a
partir del TCR 3D, identificado utilizando un sistema de presentacion de linfocitos T y seleccion con Dimero X WT1/lg
DP (BD Biosciences) (Stone et al., 2011, J. Immunol. 186:5193-5200; Chervin et al., 2008, J. Immunol. Methods
339:175-184). Las construcciones retroviricas que comprenden los transgenes de TCRa 3D-PYY o 7431 a también
incluyen el dominio extracelular de CD2 humano como marcador de transduccién, con un IRES entre los dos
transgenes. Los progenitores derivados de médula dsea transducidos se transfirieron a ratones hospedadores B6
irradiados de forma letal para generar quimeras de médula 6sea que expresaban las cadenas TCRa introducidas. Seis
semanas después de la transferencia in vivo de las células de la médula ésea transducidas con TCRa, se sacrifico a
los ratones. Las células del timo y el bazo se analizaron para determinar la expresiéon de CD4 y CD8 mediante
citometria de flujo (figuras 6A, 6B). El analisis de la expresion de CD4 y CD8 por células TCRB+ en el timo (figura 6A)
muestra que se puede detectar una gran poblacion de células doble negativas TCRB+ in vivo en los timocitos
transducidos que expresan ectdépicamente una cadena TCRa temprano en la formacion, y que esta poblacion es mas
acentuada en ratones que expresan una TCRa de un TCR de alta afinidad (por ejemplo, 3D-PYYa). Los timocitos DN
TCRpB+ de ratones retrogénicos 3D-PYYa y 7431 a también se analizaron para determinar la expresion de V310 y
V9, respectivamente (figura 6A). Estos datos muestran que la poblacién de DN TCRB+ esta enriquecida por células
que utilizan el mismo segmento génico VB que el TCR especifico de antigeno original. Tomados en conjunto, estos
datos apoyan la hipétesis de que las células DN TCRB+ se forman en respuesta a una sefalizacion de TCR
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relativamente fuerte que es el resultado de interacciones afines con el antigeno diana (es decir, WT1 o mesotelina)
expresado en el timo. El analisis de la expresion de CD4 y CD8 de esplenocitos retrogénicos TCRB+ muestra que
estas células DN TCRB+ también estan presentes en la periferia de ratones retrogénicos (figura 6B).

Los esplenocitos de ratones retrogénicos 3D-PYYa y 7431a se estimularon con péptido WT1 y péptido de mesotelina,
respectivamente, y se cultivaron in vitro en presencia de IL-2 durante 6 dias. Se afiadi6 IL-2 al cultivo para expandir
potencialmente las células especificas de antigeno para que pudieran detectarse mediante tincion de tetrameros. Los
cultivos se analizaron para determinar la expresion de CD4 y CD8 mediante citometria de flujo dentro de la seleccion
TCRpB+, asi como para determinar la expresion del gen VB de TCR precursor (figura 7). De nuevo, se observa
enriquecimiento para la familia de genes V[ precursores, especialmente para el 3D-PYY de alta afinidad. Los linfocitos
T cultivados también se analizaron para determinar la presencia de linfocitos T especificos de antigeno mediante
tincion con tetrameros de MHC/péptido WT1 o de mesotelina (figura 7). Estos datos muestran que, especialmente
para los ratones retrogénicos 3D-PYYa de alta afinidad, en estos cultivos esta presente un ndmero significativo de
linfocitos T especificos de antigeno. El hecho de que las células positivas para los tetrameros se encuentren dentro
de la poblacion transducida con TCRa (hCD2+) indica que estas células se formaron como resultado de la expresion
temprana de la cadena TCRa. Esto demuestra que las células DN TCRB+ que se forman en estos ratones contienen
realmente linfocitos T especificos de antigeno de alta afinidad. Debido a que se trata de células DN, no tienen la
contribucion de CD8 para ayudar con la unién al tetramero; estos TCR son por lo tanto, "CD8" independientes ", la
union al tetramero independiente de CD8 necesita un TCR de alta afinidad.
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Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu

1

<213> Homo sapiens

<400> 3

cgtgggattt
gggaattaag

gaagaagctc
aaggaggaaa
catcecctggg
gaggcggaga
gggcgetttt
ctaaggagag
ggtgcgeget
tgttcgaact

ccagaccgcg
ctcaatctct
aagacaaaac
acgaaagtcg
gctgccgegg
ccggcetttta
ctgcccacge
aagtgggggc

ggccctggeg
gaagctgcag

gctttctaat
ggactctctc
caggaagccg
ccgecgecge
gacctcgcag
aagaaagaag
tceceegtgge
cccccaggcet
gtgctctegg
gagttcgtca

5

cggctecggga
tctttetett

gcgaccctca
gctgtecccece
ggcggatata
tcctgggtcece
ccatcgatcce
cgcgegtgga
ccttgetgtg
acaagaaggg

20

ggaagctctg
tctecececcecte
cctecteggg
gagagctgcce
aagaaccgcg
tgcggtctgg
ccecgegegte
gcgaagcagc
tcaggtctgg
gctgctgggg

cagctctcett
cctctectge
ggctgggagg
ttteccteggg
gccttgggaa
ggcgaggcaa
cgeccgetgtt
atgggcagtc

agctctgggg
aaccgcaact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



gctgcegegg
tcaagcacta
cceceegtget
tcagcaaccce
ttgaagctct
tcagccgect
acagcagcgg
acggagaggg
gtggggagcg
cgatctgect
agtgcagagt
tccatggcac
tctgcaacca
gcaccaacac
cctgecgaget
cggatctcga
aattgagtgce
gcccecgatgg
agaaaattga
gtgatgccta
tggacgactg
acttctccetg
ggtgcgagca
tgtgcgagtg
cceecgggece
cctgggtgge
ctgtggtggt
ggggggagac
tcagcatcat
accacagcgce
tgcaggacct
agtgccagcece
gagaagcatc
accagtcggt
aaaatggaag
atatgcccca
cgagttcaga
cggcccggec
tcttaagaga
ctgagtgtat
tgcetttatt
tattttttgg
tgttecgtttt
gactatattt
ttttactgtt
tgaatgacaa
aaaaaa

<210> 4
<211>723
<212> PRT

gggcgcgggg
ccaggccagce
gggcgtecgac
catcecgette
ccacacagat
ggccacccag
ccgcacggac
ctgcteegtt
tggggagaaa
gcctggatgt
gggctggcag
ctgccagcag
ggacctgaac
gggccagggg

ggggattgac
gaacagctac

catgacctgt
agggtacagce
ctactgcagce
cctgtgeege
cgcectectee
cacctgceecg
cgcaccctge
tgceccgagge
agcggtggtg
cgtgtgecgee
ctgegteegg
ggagaccatg
cggggccacg
cgacaagaat
caagggtgac
ccagggctce
tgaaagaaaa
gtacgtcata
tgagatggca
acgaatgctg
ccgagcaggt
gcctgeggea
atatatattt
attttggatt
gtcetttttg
atttgtaaaa
ttataattta
ttttgtatat
ttgttaatga
aaaaaaaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 4
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ccaccgcecegt
gtgtccececeg
tccttcagtce
cccttegget
tctcctgatg
aggcacctga
ctcaagtact
ttctgeegte
gtgtgcaacc
gatgagcagc
ggccggtact
ccectggeagt
tactgcacac
agctacactt
gagtgtgacc
tcctgtacct
gcggacggcce
tgecegetgece
tcttcaccct
tgccaggecg
ccgtgegececa
cctggcetaca
cacaatgggg
tacgggggtc
gacctcactg
ggggtcatcc
ctgaggcetge
aacaacctgg
cagatcaaga
ggcttcaagg
gacaccgccg
tcaggggagg
aggccggact
tccgaggaga
agactcccegt
ctgaagagga
tctectectg
ctgecctteeg
aaatgggtga
cttatgagcc
atacgaagat
atatttttca
aattttggta
aaatgtattt
agaaattcct
aaaaaaaaaa

gcgectgecg
agccgcececetg
tgcccgacgg
tcacctggee
acctcgcaac
cggtgggcga
cctaccgett
cccgggacga
ctggctggaa
atggattttg
gtgacgagtg
gcaactgcca
accataagcc
gctcttgeeg
ccagcccettg
gcccacecegg
cttgctttaa
ccgtgggeta
gttctaatgg
gcttcteggg
acgggggcac
cgggcaggaa
ccacctgecca
ccaactgcca
agaagctaga
ttgtccteat
agaagcaccg
ccaactgcca
acaccaacaa
ccecgetaccee
tcagggacgce
agaaggggac
cgggcetgtte
aggatgagtg
ttctcttaaa
gggaggccte
aggtcctecga
tgacgtcgece
actgaattac
agtcttttcet
gtgettttte
tgatatctgt
aatatgtaca
atggaatatt
ttttaaaata
aaaaaaaaaa

21

gaccttette
cacctacgge
cgggggcgec
gggcaccttce
agaaaaccca
ggagtggtcc
cgtgtgtgac
tgcettegge
agggccctac
tgacaaacca
tatccgetat
ggaaggctgg
ctgcaagaat
gcctgggtac
taagaacgga
cttectacgge
cgggggtcgg
ctceggette
tgccaagtgt
gaggcactgt
ctgcegggat
ctgcagtgee
cgagaggggc
gttectgetce
gggccagggce
gctgctgetg
gccececcagece
gcgtgagaag
gaaggcggac
agcggtggac
gcacagcaag
cccgaccaca
aacttcaaaa
cgtcatagca
ataagtaaaa
gtggactgct
cgecetgeega
gttgcactat
gcataagaag
tgaattagaa
tagatggaaa
aaagcttgag
aaggcacttc
gtgcaaatgt
tttttccaaa
aaaaaaaaaa

cgcegtgtgece
agcgccgtca
gactccgegt
tctctgatta
gaaagactca
caggacctgce
gaacactact
cacttcacct
tgcacagagc
ggggaatgca
ccaggcetgte
gggggccttt
ggagccacct
acaggtgcca
gggagctgca
aaaatctgtg
tgctcagaca
aactgtgaga
gtggacctcg
gacgacaacg
ggcgtgaacg
cccgtecagea
caccgctatg
cccgagetge
gggccattce
ggctgtgeceg
gacccctgece
gacatctcag
ttccacgggg
tataacctceg
cgtgacacca
ctcaggggtg
gacaccaagt
actgaggtgt
ttccaaggat
gctgagaaac
cagecctgteg
ggacagttgc
catgcactgce
acacaaacac
agatgtgtgt
tattttgtga
gggtctatgt
tatttgagtt
ataaatttta
aaaaaaaaaa

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
3366



Met
Cys
Val
Ala

Lys

Gly
Gln
Asn
Gly

50
His

Ser
Val
Lys
35

Pro

Tyr
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Arg Cys Ala
5

Trp Ser Ser

20

Lys Gly Leu

Pro Pro Cys

Gln Ala Ser

Leu
Gly
Leu
Ala

55
Val

Ala
Val
Gly
40

Cys

Ser

Leu
Phe
25

Asn

Arg

Pro

22

Ala Val
10

Glu Leu
Arg Asn
Thr Phe

Glu Pro

Leu
Lys
Cys
Phe

60
Pro

Ser
Leu
Cys
45

Arg

Cys

Ala
Gln
30

Arg
Val

Thr

Leu
15

Glu
Gly
Cys

Tyr

Leu
Phe
Gly
Leu

Gly



65
Ser

Gly
Gly
Thr
Ser
145
Gln

Phe

Glu
Ile
225
Gly
Cys
Gln
Leu
Thr
305
Thr
Cys
Thr
Thr
Pro
385
Asn
Gly
Ala
Ser
Phe
465
Pro
His
Gly
Val
Trp

545
Gly

Ala
Gly
Phe
Asp
130
Arg
Asp
Val
Pro
Lys
210
Cys
Glu
Ile
Cys
Asn
290
Asn
Gly
Lys
Cys
Cys
370
Asp
Cys
Ala
Gly
Ser
450
Ser
Val
Glu
Pro
Val
530

val

Cys

Val
Gly
Thr
115
Ser
Leu
Leu
Cys
Arg
195
Vval
Leu
Cys
Arg
Asn
275
Tyr
Thr
Ala
Asn
Pro
355
Ala
Gly
Glu
Lys
Phe
435
Pro
Cys
Ser
Arg
Asn
515
Asp

Ala

Ala

Thr
Ala
100
Trp
Pro
Ala
His
Asp
180
Asp
Cys
Pro
Lys
Tyr
260
Cys
Cys
Gly
Thr
Gly
340
Pro
Asp
Gly
Lys
Cys
420
Ser
Cys
Thr
Arg
Gly
500
Cys
Leu

Vval

Ala

Pro
85

Asp
Pro
Asp
Thr
Ser
165
Glu
Asp
Asn
Gly
Cys
245
Pro
Gln
Thr
Gln
Cys
325
Gly
Gly
Gly
Tyr
Lys
405
Val
Gly
Ala
Cys
Cys
485
His
Gln
Thr

Cys

Val
565
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70
Val

Ser
Gly
Asp
Gln
150
Ser
His
Ala
Pro
Cys
230
Arg
Gly
Glu
His
Gly
310
Glu
Ser
Phe
Pro
Ser
390
Ile
Asp
Arg
Asn
Pro
470
Glu
Arg
Phe
Glu
Ala

550
Val

Leu
Ala
Thr
Leu
135
Arg
Gly
Tyr
Phe
Gly
215
Asp
vVal
Cys
Gly
His
295
Ser
Leu
Cys
Tyr
Cys
375
Cys
Asp
Leu
His
Gly
455
Pro
His
Tyr
Leu
Lys
535
Gly

Val

Gly
Phe
Phe
120
Ala
His
Arg
Tyr
Gly
200
Trp
Glu
Gly
Leu
Trp
280
Lys
Tyr
Gly
Thr
Gly
360
Phe
Arg
Tyr
Gly
Cys
440
Gly
Gly
Ala
val
Leu
520
Leu

val

Cys

Val
Ser
105
Ser
Thr
Leu
Thr
Gly
185
His
Lys
Gln
Trp
His
265
Gly
Pro
Thr
Ile
Asp
345
Lys
Asn
Cys
Cys
Asp
425
Asp
Thr
Tyr
Pro
Cys
505
Pro
Glu

Ile

Val

23

Asp
90

Asn
Leu
Glu
Thr
Asp
170
Glu
Phe
Gly
His
Gln
250
Gly
Gly
Cys
Cys
Asp
330
Leu
Ile
Gly
Pro
Ser
410
Ala
Asp
Cys
Thr
Cys
490
Glu
Glu
Gly

Leu

Arg
570

75
Ser

Pro
Ile
Asn
Val
155
Leu
Gly
Thr
Pro
Gly
235
Gly
Thr
Leu
Lys
Ser
315
Glu
Glu
Cys
Gly
Val
395
Ser
Tyr
Asn
Arg
Gly
475
His
Cys
Leu
Gln
VvVal

555
Leu

Phe
Ile
Ile
Pro
140
Gly
Lys
Cys
Cys
Tyr
220
Phe
Arg
Cys
Phe
Asn
300
Cys
Cys
Asn
Glu
Arg
380
Gly
Ser
Leu
vVal
Asp
460
Arg
Asn
Ala
Pro
Gly
540

Leu

Arg

Ser
Arg
Glu
125
Glu
Glu
Tyr
Ser
Gly
205
Cys
Cys
Tyr
Gln
Cys
285
Gly
Arg
Asp
Ser
Leu
365
Cys
Tyr
Pro
Cys
Asp
445
Gly
Asn
Gly
Arg
Pro
525
Gly

Met

Leu

Leu
Phe
110
Ala
Arg
Glu
Ser
val
190
Glu
Thr
Asp
Cys
Gln
270
Asn
Ala
Pro
Pro
Tyr
350
Ser
Ser
Ser
Cys
Arg
430
Asp
Val
Cys
Ala
Gly
510
Gly
Pro

Leu

Gln

Pro
95

Pro
Leu
Leu
Trp
Tyr
175
Phe
Arg
Glu
Lys
Asp
255
Pro
Gln
Thr
Gly
Ser
335
Ser
Ala
Asp
Gly
Ser
415
Cys
Cys
Asn
Ser
Thr
495
Tyr
Pro
Phe

Leu

Lys
575

80
Asp

Phe
His
Ile
Ser
160
Arg
Cys
Gly
Pro
Pro
240
Glu
Trp
Asp
Cys
Tyr
320
Pro
Cys
Met
Ser
Phe
400
Asn
Gln
Ala
Asp
Ala
480
Cys
Gly
Ala
Pro
Leu

560
His



Arg
Leu
Ala
His
625
Tyr
Ala
Glu
Arg
Gln

705
Thr

<210>5
<211> 3444
<212> DNA

Pro
Ala
Thr
610
Ser
Asn
His
Glu
Lys
690

Ser

Glu

Pro
Asn
595
Gln
Ala
Leu
Ser
Lys
675
Arg
Val

Val

<213> Mus musculus

<400> 5

Ala
580
Cys
Ile
Asp
Val
Lys
660
Gly

Pro

Tyr

Asp
Gln
Lys
Lys
Gln
645
Arg
Thr

Asp

Val

Pro
Arg
Asn
Asn
630
Asp
Asp
Pro

Ser

Ile
710
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Cys
Glu
Thr
615
Gly
Leu
Thr
Thr
Gly

695
Ser

Arg
Lys
600
Asn
Phe
Lys
Lys

Thr
680
Cys

Glu

Gly
585
Asp
Lys
Lys
Gly
Cys
665
Leu

Ser

Glu

24

Glu
Ile
Lys
Ala
Asp
650
Gln
Arg

Thr

Lys

Thr
Ser
Ala
Arg
635
Asp
Pro
Gly

Ser

Asp
715

Glu
Val
Asp
620
Tyr
Thr
Gln
Gly
Lys

700
Glu

Thr
Ser
605
Phe
Pro
Ala
Gly
Glu
685
Asp

Cys

Met
590
Ile
His
Ala
Val
Ser
670
Ala
Thr

Val

Asn
Ile
Gly
Val
Arg
655
Ser
Ser
Lys

Ile

Asn
Gly
Asp
Asp
640
Asp
Gly
Glu
Tyr

Ala
720
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cttggcgata gtgcaagaga taccggtcta gaacactctg ggagcecggcag cggctgecga 60
gtgacgccgg gccgggaaac cagggcgcgce gceccgcagtcece ttgccaccac cgttcecccace 120
gcgececccteg gggeccecgga ttatcgeccte accggtggga tttccagacce gecgettect 180
aataggcctg cgaaggaagc cactgcaagce tctcettggga attaagcetga acatctggge 240
tctctteecet ctgtgtctta tcotecetttet cctetttece tececgegaaga agettaagac 300
aaaaccagaa agcaggagac actcacctct ccgtggactg aaagccagac gaagaggaaa 360
ccgaaagttg tcctttetca gtgectegta gagetettge cggggaccta gectgaaggea 420
ccgcacccte ctgaagcecgac ctggeccectga tagcacacct ggageccgaga gacgcecttte 480
cgccagtact cctcgggtca tatagacttt cctggcatcc ctgggtcttt gaagaagaaa 540
gaaaagagga tactctagga gagcaagggc gtccagcggt accatgggcce gtcggagege 600
gctagceett gecegtggtet ctgeectget gtgecaggte tggagetccg gegtatttga 660
gctgaagectg caggagttcg tcaacaagaa ggggctgctg gggaaccgca actgctgecg 720
cgggggctcect ggcccgectt gegectgcag gaccttettt cgegtatgee tcaagcacta 780
ccaggccage gtgtcaccgg agccaccctg cacctacgge agtgetgtca cgeccagtget 840
gggtgtcgac tccttcagec tgecctgatgg cgcaggcatc gaccccgect tcagcaaccce 900
catccgattce ccecttcgget tcacctggece aggtaccttc tctctgatca ttgaageccct 960
ccatacagac tctccecgatg acctcgcaac agaaaaccca gaaagactca tcagceccgect 1020
gaccacacag aggcacctca ctgtgggaga agaatggtct caggaccttc acagtagcgg 1080
ccgcacagac ctccggtact cttaccggtt tgtgtgtgac gagcactact acggagaagg 1140
ttgctctgtg ttectgecgac ctcgggatga cgectttgge cacttcacct geggggacag 1200
aggggagaag atgtgcgacc ctggctggaa aggccagtac tgcactgacc caatctgtcect 1260
gccagggtgt gatgaccaac atggatactg tgacaaacca ggggagtgca agtgcagagt 1320
tggctggcag ggccgctact gcgatgagtg catccgatac ccaggttgtc tccatggceac 1380
ctgccagcaa ccctggcagt gtaactgcca ggaaggectgg gggggceccttt tctgcaacca 1440
agacctgaac tactgtactc accataagcec gtgcaggaat ggagccacct gcaccaacac 1500
gggccagggg agctacacat gttceccetgecg acctgggtat acaggtgeca actgtgaget 1560
ggaagtagat gagtgtgctc ctagcccectg caagaacgga gcgagctgca cggaccttga 1620
ggacagcttc tcttgcacct gecectecegg cttetatgge aaggtcectgtg agetgagege 1680
catgacctgt gcagatggcecce cttgcecttcaa tggaggacga tgttcagata accctgacgg 1740
aggctacacc tgccattgecce ccttgggett ctectggette aactgtgaga agaagatgga 1800
tctetgegge tetteceett gttctaacgg tgeccaagtgt gtggacctcg gcaactcetta 1860
cctgtgeecgg tgeccaggetg gettctecgg gaggtactge gaggacaatg tggatgactg 1920
tgcctectee cegtgtgecaa atgggggcac ctgecgggac agtgtgaacg acttcetectg 1980
tacctgccca cctggectaca cgggcaagaa ctgcagcegec cctgtcageca ggtgtgagea 2040
tgcaccetge cataatgggg ccacctgecca ccagaggggce cagcgctaca tgtgtgagtg 2100
cgcccaggge tatggeggece ccaactgcca gtttetgete cectgagecac caccagggece 2160
catggtggtg gacctcagtg agaggcatat ggagagccag ggcgggccct tcccctgggt 2220
ggccgtgtgt gccggggtgg tgecttgtccect cectgetgetg ctgggetgtg ctgetgtggt 2280
ggtctgcgtce cggctgaagc tacagaaaca ccagcctcca cctgaaccct gtgggggaga 2340
gacagaaacc atgaacaacc tagccaattg ccagcgcgag aaggacgttt ctgttagcecat 2400
cattggggct acccagatca agaacaccaa caagaaggcg gactttcacg gggaccatgg 2460
agccgagaag agcagcttta aggtccgata ccccactgtg gactataacc tcegttcecgaga 2520
cctcaaggga gatgaagcca cggtcaggga tacacacagc aaacgtgaca ccaagtgcca 2580
gtcacagagc tctgcaggag aagagaagat cgccccaaca cttaggggtg gggagattcc 2640
tgacagaaaa aggccagagt ctgtctactc tacttcaaag gacaccaagt accagtcggt 2700
gtatgttctg tctgcagaaa aggatgagtg tgttatagecg actgaggtgt aagatggaag 2760
cgatgtggca aaattcccat ttctcttaaa taaaattcca aggatatagc cccgatgaat 2820
gctgectgaga gaggaaggga gaggaaaccc agggactgcet gctgagaacce aggttcagge 2880
gaagctggtt ctctcagagt tagcagaggc gcccgacact gccagcctag gctttggetg 2940
ccgetggact gectgetggt tgttcccatt gecactatgga cagttgettt gaagagtata 3000
tatttaaatg gacgagtgac ttgattcata taggaagcac gcactgccca cacgtctatce 3060
ttggattact atgagccagt ctttccttga actagaaaca caactgcctt tattgtcctt 3120
tttgatactg agatgtgttt ttttttttcc tagacgggaa aaagaaaacg tgtgttattt 3180
ttttgggatt tgtaaaaata tttttcatga tatctgtaaa gcttgagtat tttgtgacgt 3240
tcattttttt ataatttaaa ttttggtaaa tatgtacaaa ggcacttcgg gtctatgtga 3300
ctatattttt ttgtatataa atgtatttat ggaatattgt gcaaatgtta tttgagtttt 3360
ttactgtttt gttaatgaag aaattcattt taaaaatatt tttccaaaat aaatataatg 3420
aactacaaaa aaaaaaaaaa aaaa 3444
<210>6
<211>722
<212> PRT

<213> Mus musculus

25



<400> 6

Met

1
Cys

Val
Ser
His
65

Ala
Ala
Phe
Asp
Arg
145
Asp
Val
Pro
Lys
Cys
225
Glu

Ile

Gly
Gln
Asn
Gly
50

Tyr
Val
Gly
Thr
Ser
130
Leu
Leu
Cys
Arg
Met
210
Leu

Cys

Arg

Arg
Val
Lys
35

Pro
Gln
Thr
Ile
Trp
115
Pro
Thr
His
Asp
Asp
195
Cys
Pro

Lys

Tyr

Arg
Trp
20

Lys
Pro
Ala
Pro
Asp
100
Pro
Asp
Thr
Ser
Glu
180
Asp
Asp
Gly
Cys

Pro
260

Ser
Ser
Gly
Cys
Ser
Val
85

Pro
Gly
Asp
Gln
Ser
165
His
Ala
Pro
Cys
Arg

245
Gly
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Ala
Ser
Leu
Ala
Val
70

Leu
Ala
Thr
Leu
Arg
150
Gly
Tyr
Phe
Gly
Asp
230

Val

Cys

Leu
Gly
Leu
Cys
55

Ser
Gly
Phe
Phe
Ala
135
His
Arg
Tyr
Gly
Trp
215
Asp

Gly

Leu

Ala
Val
Gly
40

Arg
Pro
Val
Ser
Ser
120
Thr
Leu
Thr
Gly
His
200
Lys
Gln

Trp

His

26

Leu
Phe
25

Asn
Thr
Glu
Asp
Asn
105
Leu
Glu
Thr
Asp
Glu
185
Phe
Gly
His
Gln

Gly
265

Ala
10

Glu
Arg
Phe
Pro
Ser
90

Pro
Ile
Asn
Val
Leu
170
Gly
Thr
Gln
Gly
Gly

250
Thr

Val
Leu
Asn
Phe
Pro
75

Phe
Ile
Ile
Pro
Gly
155
Arg
Cys
Cys
Tyr
Tyr
235

Arg

Cys

Val
Lys
Cys
Arg
60

Cys
Ser
Arg
Glu
Glu
140
Glu
Tyr
Ser
Gly
Cys
220
Cys

Tyr

Gln

Ser
Leu
Cys
45

Val
Thr
Leu
Phe
Ala
125
Arg
Glu
Ser
Val
Asp
205
Thr
Asp

Cys

Gln

Ala
Gln
30

Arg
Cys
Tyr
Pro
Pro
110
Leu
Leu
Trp
Tyr
Phe
190
Arg
Asp
Lys

Asp

Pro
270

Leu
15

Glu
Gly
Leu
Gly
Asp
95

Phe
His
Ile
Ser
Arg
175
Cys
Gly
Pro
Pro
Glu

255
Trp

Leu
Phe
Gly
Lys
Ser
80

Gly
Gly
Thr
Ser
Gln
160
Phe
Arg
Glu
Ile
Gly
240
Cys

Gln



<210>7

Cys
Asn
Asn
305
Gly
Lys
Cys
Cys
Asp
385
Cys
Ala
Gly
Ser
Ser
465
val
Gln
Pro
vVal
Trp
545
Gly
Gln
Leu
Ala
His
625
Tyr
Thr
Glu
Lys
Ser

705
Glu

<211> 3420
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 7

Asn
Tyr
290
Thr
Ala
Asn
Pro
Ala
370
Gly
Glu
Lys
Phe
Pro
450
Cys
Ser
Arg
Asn
Asp
530
Val
Cys
Pro
Ala
Thr
610
Gly
Asn
His
Glu
Arg
690

val

val

Cys
275
Cys
Gly
Asn
Gly
Pro
355
Asp
Gly
Lys
Cys
Ser
435
Cys
Thr
Arg
Gly
Cys
515
Leu
Ala
Ala
Pro
Asn
595
Gln
Ala
Leu
Ser
Lys
675

Pro

Tyr

Gln
Thr
Gln
Cys
Ala
340
Gly
Gly
Tyr
Lys
Val
420
Gly
Ala
Cys
Cys
Gln
500
Gln
Ser
Val
Ala
Pro
580
Cys
Ile
Glu
Val
Lys
660
Ile

Glu

Val

Glu
His
Gly
Glu
325
Ser
Phe
Pro
Thr
Met
405
Asp
Arg
Asn
Pro
Glu
485
Arg
Phe
Glu
Cys
Val
565
Glu
Gln
Lys
Lys
Arg
645
Arg
Ala

Ser

Leu
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Gly
His
Ser
310
Leu
Cys
Tyr
Cys
Cys
390
Asp
Leu
Tyr
Gly
Pro
470
His
Tyr
Leu
Arg
Ala
550
Val
Pro
Arg
Asn
Ser
630
Asp
Asp
Pro

Val

Ser
710

Trp
Lys
295
Tyr
Glu
Thr
Gly
Phe
375
His
Leu
Gly
Cys
Gly
455
Gly
Ala
Met
Leu
His
535
Gly
Val
Cys
Glu
Thr
615
Ser
Leu
Thr
Thr
Tyr

695
Ala

Gly
280
Pro
Thr
Val
Asp
Lys
360
Asn
Cys
Cys
Asn
Glu
440
Thr
Tyr
Pro
Cys
Pro
520
Met
Val
Cys
Gly
Lys
600
Asn
Phe
Lys
Lys
Leu
680

Ser

Glu

Gly
Cys
Cys
Asp
Leu
345
Val
Gly
Pro
Gly
Ser
425
Asp
Cys
Thr
Cys
Glu
505
Glu
Glu
Val
val
Gly
585
Asp
Lys
Lys
Gly
Cys
665
Arg

Thr

Lys

27

Leu
Arg
Ser
Glu
330
Glu
Cys
Gly
Leu
Ser
410
Tyr
Asn
Arg
Gly
His
490
Cys
Pro
Ser
Leu
Arg
570
Glu
Val
Lys
Val
Asp
650
Gln
Gly

Ser

Asp

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

Glu
715

Cys
Gly
300
Arg
Ala
Ser
Leu
Cys
380
Phe
Pro
Cys
Asp
Ser
460
Asn
Gly
Gln
Pro
Gly
540
Leu
Lys
Glu
Val
Asp
620
Tyr
Ala
Gln
Glu
Asp

700
Cys

Asn
285
Ala
Pro
Pro
Phe
Ser
365
Ser
Ser
Cys
Arg
Asp
445
Val
Cys
Ala
Gly
Gly
525
Gly
Leu
Leu
Thr
Ser
605
Phe
Pro
Thr
Ser
Ile
685
Thr

val

Gln
Thr
Gly
Ser
Ser
350
Ala
Asp
Gly
Ser
Cys
430
Cys
Asn
Ser
Thr
Tyr
510
Pro
Pro
Leu
Gln
Met
590
Ile
His
Thr
Val
Ser
670
Pro
Lys

Ile

Asp
Cys
Tyr
Pro
335
Cys
Met
Asn
Phe
Asn
415
Gln
Ala
Asp
Ala
Cys
495
Gly
Met
Phe
Leu
Lys
575
Asn
Ile
Gly
val
Arg
655
Ala
Asp
Tyr

Ala

Leu
Thr
Thr
320
Cys
Thr
Thr
Pro
Asn
400
Gly
Ala
Ser
Phe
Pro
480
His
Gly
Val
Pro
Leu
560
His
Asn
Gly
Asp
Asp
640
Asp
Gly
Arg

Gln

Thr
720
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aggtttcagt agcggcgctg cgcgcaggcece gggaacacga ggccaagagc cgcagceccca 60
gccegecttgg tgcagegtac accggcacta gcccgettge agecccagga ttagacagaa 120
gacgcgtccet cggecgeggtce geccgecccage cgtagtcacce tggattacct acageggcecag 180
ctgcagcgga gccagcgaga aggccaaagg ggagcagcgt cccgagagga gcgcectettt 240
tcagggacce cgceggcectgg cggacgcgcecg ggaaagcggce gtcgcgaaca gagccagatt 300
gagggcccgce gggtggagag agcgacgccc gaggggatgg cggcagcecgtce ccggagcegcece 360
tectggetggg cgctactget gectggtggeca ctttggcage agegegegge cggetecgge 420
gtectteccage tgcagectgeca ggagttcate aacgagecgeg gecgtactgge cagtgggegg 480
ccttgegage ceggetgecg gactttette cgegtetgece ttaagecactt ccaggeggte 540
gtctegeceg gaccetgecac cttegggace gtcteccacge cggtattggg caccaactcece 600
ttegetgtee gggacgacag tagecggcecggg gggcgcaacce ctctccaact geccttcaat 660
ttcacctgge cgggtacctt ctegetcate atcgaagett ggcacgegee aggagacgac 720
ctgecggccag aggcecttgece accagatgceca ctcatcagca agatcgecat ccagggcetcec 780
ctagctgtgg gtcagaactg gttattggat gagcaaacca gcaccctcac aaggctgcge 840
tactcttacec gggtcatctg cagtgacaac tactatggag acaactgctc ccgectgtge 900
aagaagcgca atgaccactt cggccactat gtgtgccagce cagatggcaa cttgtcecctge 960
ctgecceggtt ggactgggga atattgccaa cagcctatct gtcecttteggg ctgtcatgaa 1020
cagaatggcet actgcagcaa gccagcagag tgcctcectgecc gcccaggetg gcagggcecgg 1080
ctgtgtaacg aatgcatccc ccacaatgge tgtcgccacg gcacctgcag cactcecctgg 1140
caatgtactt gtgatgaggg ctggggaggc ctgttttgtg accaagatct caactactgce 1200
acccaccact ccccatgcaa gaatggggca acgtgctcca acagtgggca gcgaagctac 1260
acctgcacct gtcgecccagg ctacactggt gtggactgtg agctggaget cagcgagtgt 1320
gacagcaacc cctgtcgcaa tggaggcagc tgtaaggacc aggaggatgg ctaccactgce 1380
ctgtgtccte cgggctacta tggcctgcat tgtgaacaca gcaccttgag ctgcgecgac 1440
tccecectget tcaatggggg ctcecctgeccgg gagcecgcaacce agggggccaa ctatgettgt 1500
gaatgtccce ccaacttcac cggctccaac tgecgagaaga aagtggacag gtgcaccage 1560
aacccctgtg ccaacggggg acagtgcctg aaccgaggtc caagccgcat gtgceccgetge 1620
cgtectggat tcacgggcac ctactgtgaa ctccacgtca gecgactgtge ccgtaacccet 1680
tgcgeccacg gtggcacttg ccatgacctg gagaatggge tcatgtgcac ctgeccecetgece 1740
ggcttetectg geccgacgetg tgaggtgegg acatccatcg atgectgtge ctecgagtcecce 1800
tgcttcaaca gggccacctg ctacaccgac ctctccacag acacctttgt gtgcaactge 1860
ccttatgget ttgtgggcag ccgetgecgag ttccecegtgg gettgecgee cagettecce 1920
tgggtggceg tectegetggg tgtggggetg gecagtgetge tggtactget gggecatggtg 1980
gcagtggctg tgecggcaget geggettcecga cggceccggacg acggcagcag ggaagccatg 2040
aacaacttgt cggacttcca gaaggacaac ctgattcctg ccgecccaget taaaaacaca 2100
aaccagaaga aggagctgga agtggactgt ggcctggaca agtccaactg tggcaaacag 2160
caaaaccaca cattggacta taatctggcce ccagggcccce tggggcecgggg gaccatgcca 2220
ggaaagtttc cccacagtga caagagctta ggagagaagg cgccactgcg gttacacagt 2280
gaaaagccag agtgtcggat atcagcgata tgctccccca gggactccat gtaccagtcet 2340
gtgtgtttga tatcagagga gaggaatgaa tgtgtcattg ccacggaggt ataaggcagg 2400
agcctacctg gacatccectg ctcagcccecg cggetggace ttecttetge attgtttaca 2460
ttgcatcctg gatgggacgt ttttcatatg caacgtgctg ctctcaggag gaggagggaa 2520
tggcaggaac cggacagact gtgaacttgc caagagatgc aatacccttc cacacctttg 2580
ggtgtctgtc tggcatcaga ttggcagctg caccaaccag aggaacagaa gagaagagag 2640
atgccactgg gcactgccct gccagtagtg gecttcaggg ggctecttece ggggectceccgg 2700
cctgttttee agagagagtg gcagtagccce catggggccce ggagectgctg tggcctceccac 2760
tggcatcegt gtttccaaaa gtgectttgg cccaggectce acggcgacag ttgggcccaa 2820
atcagaaagg agagaggggg ccaatgaggg cagggcctcc tgtgggcetgg aaaaccactg 2880
ggtgcegtcectce ttgetggggt ttgecectgga ggtgaggtga gtgectcgagg gaggggagtg 2940
ctttctgecce catgecctcecca actactgtat gcaggectgg ctcectctggtce taggeccttt 3000
gggcaagaat gtccgtctac ccggecttcca ccaccctctg geecctggget tctgtaagea 3060
gacaggcaga gggcctgcce ctcccaccag ccaagggtge caggcecctaac tggggcactce 3120
agggcagtgt gttggaaatt ccactgaggg ggaaatcagg tgctgcggcce gecectgggcecce 3180
tttccteccet caagcccatce tccacaacct cgagectggg ctectggtcca ctactgeccce 3240
agaccaccct caaagctggt cttcagaaat caataatatg agtttttatt ttgttttttt 3300
tttttttttt gtagtttatt ttggagtcta gtatttcaat aatttaagaa tcagaagcac 3360
tgacctttet acattttata acattatttt gtatataatg tgtatttata atatgaaaca 3420

<210>8

<211> 685

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
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Met
Val
Gln
Pro
Phe
65

Thr
Gly
Gly
Leu
Ile
145
Thr
Asp
Asp
Leu
Gly
225
Cys
Asn
Asp
Thr
Gln
305
Cys
Gly
Gly
Ser
Asn
385
Lys
Cys
Thr
Cys

Thr
465

Ala
Ala
Leu
Cys
50

Gln
Pro
Gly
Thr
Arg
130
Gln
Ser
Asn
His
Pro
210
Cys
Arg
Gly
Glu
His
290
Arg
Glu
Ser
Tyr
Pro
370
Tyr
Lys
Leu
Gly
Ala

450
Cys

Ala
Leu
Gln
35

Glu
Ala
Val
Gly
Phe
115
Pro
Gly
Thr
Tyr
Phe
195
Gly
His
Pro
Cys
Gly
275
His
Ser
Leu
Cys
Tyr
355
Cys
Ala
Val
Asn
Thr
435
His

Pro

Ala
Trp
20

Glu
Pro
Val
Leu
Arg
100
Ser
Glu
Ser
Leu
Tyr
180
Gly
Trp
Glu
Gly
Arg
260
Trp
Ser
Tyr
Glu
Lys
340
Gly
Phe
Cys
Asp
Arg
420
Tyr
Gly

Ala

Ser
Gln
Phe
Gly
Val
Gly
85

Asn
Leu
Ala
Leu
Thr
165
Gly
His
Thr
Gln
Trp
245
His
Gly
Pro
Thr
Leu
325
Asp
Leu
Asn
Glu
Arg
405
Gly
Cys

Gly

Gly

ES 2 858 248 T3

Arg
Gln
Ile
Cys
Ser
70

Thr
Pro
Ile
Leu
Ala
150
Arg
Asp
Tyr
Gly
Asn
230
Gln
Gly
Gly
Cys
Cys
310
Ser
Gln
His
Gly
Cys
390
Cys
Pro
Glu

Thr

Phe
470

Ser
Arg
Asn
Arg
55

Pro
Asn
Leu
Ile
Pro
135
Val
Leu
Asn
Val
Glu
215
Gly
Gly
Thr
Leu
Lys
295
Thr
Glu
Glu
Cys
Gly
375
Pro
Thr
Ser
Leu
Cys

455
Ser

Ala
Ala
Glu
40

Thr
Gly
Ser
Gln
Glu
120
Pro
Gly
Arg
Cys
Cys
200
Tyr
Tyr
Arg
Cys
Phe
280
Asn
Cys
Cys
Asp
Glu
360
Ser
Pro
Ser
Arg
His
440
His

Gly

Ser
Ala
25

Arg
Phe
Pro
Phe
Leu
105
Ala
Asp
Gln
Tyr
Ser
185
Gln
Cys
Cys
Leu
Ser
265
Cys
Gly
Arg
Asp
Gly
345
His
Cys
Asn
Asn
Met
425
Val

Asp

Arg

29

Gly
10

Gly
Gly
Phe
Cys
Ala
90

Pro
Trp
Ala
Asn
Ser
170
Arg
Pro
Gln
Ser
Cys
250
Thr
Asp
Ala
Pro
Ser
330
Tyr
Ser
Arg
Phe
Pro
410
Cys
Ser

Leu

Arg

Trp
Ser
Val
Arg
Thr
75

Val
Phe
His
Leu
Trp
155
Tyr
Leu
Asp
Gln
Lys
235
Asn
Pro
Gln
Thr
Gly
315
Asn
His
Thr
Glu
Thr
395
Cys
Arg
Asp

Glu

Cys
475

Ala
Gly
Leu
Val
60

Phe
Arg
Asn
Ala
Ile
140
Leu
Arg
Cys
Gly
Pro
220
Pro
Glu
Trp
Asp
Cys
300
Tyr
Pro
Cys
Leu
Arg
380
Gly
Ala
Cys
Cys
Asn

460
Glu

Leu
Val
Ala
45

Cys
Gly
Asp
Phe
Pro
125
Ser
Leu
Val
Lys
Asn
205
Ile
Ala
Cys
Gln
Leu
285
Ser
Thr
Cys
Leu
Ser
365
Asn
Ser
Asn
Arg
Ala
445
Gly

Val

Leu
Phe
30

Ser
Leu
Thr
Asp
Thr
110
Gly
Lys
Asp
Ile
Lys
190
Leu
Cys
Glu
Ile
Cys
270
Asn
Asn
Gly
Arg
Cys
350
Cys
Gln
Asn
Gly
Pro
430
Arg

Leu

Arg

Leu
15

Gln
Gly
Lys
Vval
Ser
95

Trp
Asp
Ile
Glu
Cys
175
Arg
Ser
Leu
Cys
Pro
255
Thr
Tyr
Ser
Val
Asn
335
Pro
Ala
Gly
Cys
Gly
415
Gly
Asn

Met

Thr

Leu
Leu
Arg
His
Ser
80

Ser
Pro
Asp
Ala
Gln
160
Ser
Asn
Cys
Ser
Leu
240
His
Cys
Cys
Gly
Asp
320
Gly
Pro
Asp
Ala
Glu
400
Gln
Phe
Pro
Cys

Ser
480



Ile
Thr
Val
Trp
Leu
545
Asp
Asp
Glu
Gln
Gly
625
Lys
Ala
Ser
<210>9

<211> 3451
<212> DNA

Asp
Asp
Gly
Val
530
Gly
Asp
Asn
Leu
Asn
610
Thr
Ala

Ile

Glu

Ala
Leu
Ser
515
Ala
Met
Gly
Leu
Glu
595
His
Met
Pro
Cys

Glu
675

<213> Mus musculus

<400> 9

Cys
Ser
500
Arg
Val
Val
Ser
Ile
580
Val
Thr
Pro
Leu
Ser

660
Arg

Ala
485
Thr
Cys
Ser
Ala
Arg
565
Pro
Asp
Leu
Gly
Arg
645

Pro

Asn

ES 2 858 248 T3

Ser
Asp
Glu
Leu
Val
550
Glu
Ala
Cys
Asp
Lys
630
Leu

Arg

Glu

Ser
Thr
Phe
Gly
535
Ala
Ala
Ala
Gly
Tyr
615
Phe
His
Asp

Cys

Pro
Phe
Pro
520
Val
Val
Met
Gln
Leu
600
Asn
Pro
Ser

Ser

Val
680

Cys
Val
505
Val
Gly
Arg
Asn
Leu
585
Asp
Leu
His
Glu
Met

665
Ile

30

Phe
490
Cys
Gly
Leu
Gln
Asn
570
Lys
Lys
Ala
Ser
Lys
650
Tyr

Ala

Asn
Asn
Leu
Ala
Leu
555
Leu
Asn
Ser
Pro
Asp
635
Pro

Gln

Thr

Arg
Cys
Pro
Val
540
Arg
Ser
Thr
Asn
Gly
620
Lys
Glu

Ser

Glu

Ala
Pro
Pro
525
Leu
Leu
Asp
Asn
Cys
605
Pro
Ser
Cys

Val

Val
685

Thr
Tyr
510
Ser
Leu
Arg
Phe
Gln
590
Gly
Leu
Leu

Arg

Cys
670

Cys
495
Gly
Phe
Val
Arg
Gln
575
Lys
Lys
Gly
Gly
Ile

655
Leu

Tyr
Phe
Pro
Leu
Pro
560
Lys
Lys
Gln
Arg
Glu
640

Ser

Ile
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atataagaaa ggctctggag caagcaggtt tcagtagcgg cgctgectege aggectaggaa 60
cccgaggeca agagcetgcag ccaaagtcac ttgggtgcag tgtactceccecet cactagecceg 120
ctcgagacce taggatttgce tccaggacac gtacttagag cagccaccge ccagtcgecce 180
tcacctggat tacctaccga ggcatcgagc agcggagttt ttgagaaggce gacaagggag 240
cagcgtcceg aggggaatca gettttcagg aactcecggetg gcagacggga cttgecgggag 300
agcgacatcc ctaacaagca gattcggagt cccggagtgg agaggacacc ccaagggatg 360
acgcctgegt ccecggagege ctgtegetgg gegetactge tgetggeggt actgtggecg 420
cagcagcgeg ctgecgggcete cggcatctte cagetgegge tgcaggagtt cgtcaaccag 480
cgeggtatge tggccaatgg gcagtcctge gaaccggget geccggacttt cttecgeatce 540
tgccttaage acttccaggce aaccttctece gagggaccct gecacctttgg caatgtcectcece 600
acgccggtat tgggcaccaa ctccttcegtce gtcagggaca agaatagcgg cagtggtcege 660
aaccctectge agttgeccett caatttcacce tggecgggaa ccttcetcact caacatccaa 720
gcttggcaca caccgggaga cgacctgegg ccagagactt cgccaggaaa ctctctcatce 780
agccaaatca tcatccaagg ctctcttget gtgggtaaga tttggcgaac agacgagcaa 840
aatgacaccc tcaccagact gagctactct taccgggtca tctgcagtga caactactat 900
ggagagagct gttctcgect atgcaagaag cgecgatgacc acttcggaca ttatgagtge 960
cagccagatg gcagcctgtce ctgecctgecg ggctggactg ggaagtactg tgaccagect 1020
atatgtcttt ctggctgtca tgagcagaat ggttactgca gcaagccaga tgagtgcatc 1080
tgccgteccag gttggcaggg tcgectgtge aatgaatgta tcccccacaa tggetgtegt 1140
catggcacct gcagcatccce ctggcagtgt gectgegatg agggatgggg aggtctgttt 1200
tgtgaccaag atctcaacta ctgtactcac cactctcecgt gcaagaatgg atcaacgtgt 1260
tccaacagtg ggccaaaggg ttatacctgce acctgtctcee caggctacac tggtgagcac 1320
tgtgagctgg gactcagcaa gtgtgccagce aacccctgtc gaaatggtgg cagectgtaag 1380
gaccaggaga atagctacca ctgcctgtgt cccccagget actatggecca gecactgtgag 1440
catagtacct tgacctgecge ggactcaccce tgcecttcaatg ggggcectcttg cecgggagege 1500
aaccaggggt ccagttatgc ctgcgaatgc ccccccaact ttaccggcetce taactgtgag 1560
aagaaagtag acaggtgtac cagcaacccg tgtgccaatg gaggccagtg ccagaacaga 1620
ggtccaagcece gaacctgeceg ctgccggect ggattcacag gcacccactg tgaactgecac 1680
atcagcgatt gtgcccgaag tccctgtgec cacgggggca cttgccacga tctggagaat 1740
gggcctgtgt gcacctgecece cgetggette tctggaagge getgecgaggt gecggataacce 1800
cacgatgcct gtgcctcecgg accctgette aatggggecca cctgectacac tggectcetcece 1860
ccaaacaact tcgtctgcaa ctgtccttat ggectttgtgg gcageccgectg cgagtttcecce 1920
gtgggcttge cacccagett cccctgggta getgtctege tgggegtggg getagtggta 1980
ctgetggtge tcetggtcat ggtggtagtg getgtgegge agetgegget tcggaggece 2040
gatgacgaga gcagggaagc catgaacaat ctgtcagact tccagaagga caacctaatc 2100
cctgcecgeece agctcaaaaa cacaaaccag aagaaggagce tggaagtgga ctgtggtcectg 2160
gacaagtcca attgtggcaa actgcagaac cacacattgg actacaatct agccccggga 2220
ctcctaggac ggggcggcat gcctgggaag tatcctcaca gtgacaagag cttaggagag 2280
aaggtgccac ttcggttaca cagtgagaag ccagagtgtc gaatatcagc catttgetcect 2340
cccagggact ctatgtacca atcagtgtgt ttgatatcag aagagaggaa cgagtgtgtg 2400
attgccacag aggtataagg caggagccta ctcagacacc cagctcegge ccagcagcetg 2460
ggccttectt ctgcattgtt tacattgcat cctgtatggg acatctttag tatgcacagt 2520
gctgetctge ggaggaggag gaaatggcat gaactgaaca gactgtgaac ccgccaagag 2580
tcgcaccgge tctgcacacce tccaggagtc tgecectggett cagatgggca gecccgceccaa 2640
gggaacagag ttgaggagtt agaggagcat cagttgagct gatatctaag gtgcctcectceg 2700
aacttggact tgctctgcca acagtggtca tcatggagect cttgactgtt ctccagagag 2760
tggcagtgge cctagtgggt cttggegetg ctgtagetce tgtgggcate tgtatttcceca 2820
aagtgccttt gcccagactce catcctcaca gectgggccca aatgagaaag cagagaggag 2880
gcttgcaaag gataggcctce ccgcaggcag aacagcecttg gagtttggca ttaagcagga 2940
gctactctge aggtgaggaa agcccgagga ggggacacgt gtgactcctg cctccaaccce 3000
cagtaggtgg agtgccacct gtagcctcta ggcaagagtt ggtccttcce ctggtcectgg 3060
tgcctectggg ctcatgtgaa cagatgggect tagggcacge cccecttttgee agccaggggt 3120
acaggcctca ctggggagcet cagggcctte atgctaaact cccaataagg gagatggggg 3180
gaagggggct gtggcctagg cccttcececcte cectcacaccee atttectggge ccttgagect 3240
gggctccacc agtgcccact gctgccccga gaccaacctt gaagccgatc ttcaaaaatc 3300
aataatatga ggttttgttt tgtagtttat tttggaatct agtattttga taatttaaga 3360
atcagaagca ctggcctttc tacattttat aacattattt tgtatataat gtgtatttat 3420
aatatgaaac agatgtgtac aggaatttat t 3451
<210> 10
<211> 686
<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 10

Met

1
Ala

Leu
Gln
His
65

Ser
Ser
Pro
Asp
Ile
145
Gln
Ser

Asp

Cys

Thr

Val
Arg
Ser
50

Phe
Thr
Gly
Gly
Leu
130
Ile
Asn
Asp

Asp

Leu
210

Pro
Leu
Leu
35

Cys
Gln
Pro
Ser
Thr
115
Arg
Gln
Asp
Asn
His

195
Pro

Ala
Trp
20

Gln
Glu
Ala
Val
Gly
100
Phe
Pro
Gly
Thr
Tyr
180
Phe

Gly

Ser
Pro
Glu
Pro
Thr
Leu
85

Arg
Ser
Glu
Ser
Leu
165
Tyr
Gly

Trp
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Arg
Gln
Phe
Gly
Phe
70

Gly
Asn
Leu
Thr
Leu
150
Thr
Gly
His

Thr

Ser
Gln
Val
Cys
55

Ser
Thr
Pro
Asn
Ser
135
Ala
Arg
Glu
Tyr

Gly
215

Ala
Arg
Asn
40

Arg
Glu
Asn
Leu
Ile
120
Pro
Val
Leu
Ser
Glu

200
Lys

32

Cys
Ala
25

Gln
Thr
Gly
Ser
Gln
105
Gln
Gly
Gly
Ser
Cys
185
Cys

Tyr

Arg
10

Ala
Arg
Phe
Pro
Phe
90

Leu
Ala
Asn
Lys
Tyr
170
Ser

Gln

Cys

Trp
Gly
Gly
Phe
Cys
75

Val
Pro
Trp
Ser
Ile
155
Ser
Arg

Pro

Asp

Ala
Ser
Met
Arg
60

Thr
Val
Phe
His
Leu
140
Trp
Tyr
Leu

Asp

Gln
220

Leu
Gly
Leu
45

Ile
Phe
Arg
Asn
Thr
125
Ile
Arg
Arg
Cys
Gly

205
Pro

Leu
Ile
30

Ala
Cys
Gly
Asp
Phe
110
Pro
Ser
Thr
Val
Lys
190

Ser

Ile

Leu
15

Phe
Asn
Leu
Asn
Lys
95

Thr
Gly
Gln
Asp
Ile
175
Lys

Leu

Cys

Leu
Gln
Gly
Lys
Val
80

Asn
Trp
Asp
Ile
Glu
160
Cys
Arg

Ser

Leu



Ser
225
Ile
His
Cys
Cys
Gly
305
His
Gly
Pro
Asp
Ser
385
Glu
Gln
Phe
Pro
Cys
465
Thr
Tyr
Phe
Pro
Leu
545
Pro
Lys
Lys
Leu
Arg
625
Glu
Ser
Ile
<210> 11

<211> 2977
<212> DNA

Gly
Cys
Asn
Asp
Thr
290
Pro
Cys
Gly
Gly
Ser
370
Ser
Lys
Cys
Thr
Cys
450
Thr
His
Thr
val
Trp
530
Leu
Asp
Asp
Glu
Gln
610
Gly
Lys

Ala

Ser

Cys
Arg
Gly
Glu
275
His
Lys
Glu
Ser
Tyr
355
Pro
Tyr
Lys
Gln
Gly
435
Ala
Cys
Asp
Gly
Gly
515
Val
val
Asp
Asn
Leu
595
Asn
Gly
Val

Ile

Glu
675

<213> Homo sapiens

His
Pro
Cys
260
Gly
His
Gly
Leu
Cys
340
Tyr
Cys
Ala
Val
Asn
420
Thr
His
Pro
Ala
Leu
500
Ser
Ala
Met
Glu
Leu
580
Glu
His
Met
Pro
Cys

660
Glu

Glu
Gly
245
Arg
Trp
Ser
Tyr
Gly
325
Lys
Gly
Phe
Cys
Asp
405
Arg
His
Gly
Ala
Cys
485
Ser
Arg
Val
val
Ser
565
Ile
Val
Thr
Pro
Leu
645

Ser

Arg

ES 2 858 248 T3

Gln
230
Trp
His
Gly
Pro
Thr
310
Leu
Asp
Gln
Asn
Glu
390
Arg
Gly
Cys
Gly
Gly
470
Ala
Pro
Cys
Ser
Val
550
Arg
Pro
Asp
Leu
Gly
630
Arg

Pro

Asn

Asn
Gln
Gly
Gly
Cys
295
Cys
Ser
Gln
His
Gly
375
Cys
Cys
Pro
Glu
Thr
455
Phe
Ser
Asn
Glu
Leu
535
Val
Glu
Ala
Cys
Asp
615
Lys
Leu

Arg

Glu

Gly
Gly
Thr
Leu
280
Lys
Thr
Lys
Glu
Cys
360
Gly
Pro
Thr
Ser
Leu
440
Cys
Ser
Gly
Asn
Phe
520
Gly
Ala
Ala
Ala
Gly
600
Tyr
Tyr
His
Asp

Cys
680

Tyr
Arg
Cys
265
Phe
Asn
Cys
Cys
Asn
345
Glu
Ser
Pro
Ser
Arg
425
His
His
Gly
Pro
Phe
505
Pro
Val
Val
Met
Gln
585
Leu
Asn
Pro
Ser
Ser

665
val

33

Cys
Leu
250
Ser
Cys
Gly
Leu
Ala
330
Ser
His
Cys
Asn
Asn
410
Thr
Ile
Asp
Arg
Cys
490
val
Val
Gly
Arg
Asn
570
Leu
Asp
Leu
His
Glu
650

Met

Ile

Ser
235
Cys
Ile
Asp
Ser
Pro
315
Ser
Tyr
Ser
Arg
Phe
395
Pro
Cys
Ser
Leu
Arg
475
Phe
Cys
Gly
Leu
Gln
555
Asn
Lys
Lys
Ala
Ser
635
Lys

Tyr

Ala

Lys
Asn
Pro
Gln
Thr
300
Gly
Asn
His
Thr
Glu
380
Thr
Cys
Arg
Asp
Glu
460
Cys
Asn
Asn
Leu
Val
540
Leu
Leu
Asn
Ser
Pro
620
Asp
Pro

Gln

Thr

Pro
Glu
Trp
Asp
285
Cys
Tyr
Pro
Cys
Leu
365
Arg
Gly
Ala
Cys
Cys
445
Asn
Glu
Gly
Cys
Pro
525
Val
Arg
Ser
Thr
Asn
605
Gly
Lys
Glu

Ser

Glu
685

Asp
Cys
Gln
270
Leu
Ser
Thr
Cys
Leu
350
Thr
Asn
Ser
Asn
Arg
430
Ala
Gly
Val
Ala
Pro
510
Pro
Leu
Leu
Asp
Asn
590
Cys
Leu
Ser
Cys
Val

670
vVal

Glu
Ile
255
Cys
Asn
Asn
Gly
Arg
335
Cys
Cys
Gln
Asn
Gly
415
Pro
Arg
Pro
Arg
Thr
495
Tyr
Ser
Leu
Arg
Phe
575
Gln
Gly
Leu
Leu
Arg

655
Cys

Cys
240
Pro
Ala
Tyr
Ser
Glu
320
Asn
Pro
Ala
Gly
Cys
400
Gly
Gly
Ser
val
Ile
480
Cys
Gly
Phe
Val
Arg
560
Gln
Lys
Lys
Gly
Gly
640
Ile

Leu



10

<400> 11

agctggggta
ctgtcegetce
cagagccggg
cttcctettg
gcteegetece
cggcatcetgg
gagccgcggyg
cgegetgetg
cggcgeggceg
gtcgttggge
ctecctteate
gagcgectte
cgggccectte
taacgcgecce
cagcacggtc
gcagttccce
tgagcagcag
caccggcagce
gacatcccag
ccacagcaca
cagaatacac
agccccgact
ttacccagge
gcacactggt
ttcagaccag
aacttgtcag
aggtgaaaag
tgaattagtc
ttgaggggtc
tcaagtctga
caacttccaa
gtctctgecee
tggttagtta
ctgatcatgt
attattgtac
taatgtaaac
agcaaggcat
ggaaagcagg
agaaaaaatc
gttaattcaa
tttgtgtatg
cctecttgea
aaaccatgct
gggatggtcc
ctacaagtat
ggtcgtgtgt
gggagggaat
gatttgctcet
tgatcttaca
ctcaattaaa

aggagttcaa
ccccacttec
acggcagccce
ctgcaggacc
gggcctgggt
gccaagttag
gcgtecgggt
ccegeegtec
cagtgggecgce
ggccccgege
aaacaggagc
actgtccact
ggtecctecte
tacctgeccca
accttcgacg
aaccactcat
tactecggtge
caggctttgce
cttgaatgca
gggtacgaga
acgcacggtg
cttgtacggt
tgcaataaga
gagaaaccat
ctcaaaagac
cgaaagttct
ccettcaget
cgccatcaca
tcectegggg
ctctcecacte
gacaagatac
tgcctacttt
aaagcccatt
cccectgace
cattttctat
tttgtcatgg
cgggggtgaa
atgtagttct
agaactaacc
tgtgaacact
tttttgactc
caaatggagg
ggtatatggce
aggatctcca
atgtgaaaaa
gtgtgtgtgt
ttattattta
ttgacaacta
agatattgat
gtctattcaa

<210> 12

<211> 497

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12
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ggcagcgcce
cgcccteect
aggcgcecegg
cggcttcecac
gcctacageca
gcgccgecga
ctgagcegea
cctecectggg
cggtgctgga
cgccaccggce
cgagctgggg
ttteecggeca
cgcccageca
gctgectcega
ggacgcccag
tcaagcatga
cgccceeggt
tgctgaggac
tgacctggaa
gcgataacca
tcttcagagg
cggcatctga
gatattttaa
accagtgtga
accaaaggag
cceggtecga
gtcggtggee
acatgcatca
accgttcagt
ctecctcacta
cggtgecttet
tagttgactc
gccatttggt
cttececttet
catggaatat
ttteccattta
tcttgtctaa
gccaggcaac
agtacctctg
ggcacactge
ttttgagtgg
ggaattcatt
ttcaagttgt
ctgataagac
aatgagactt
gtgtgtgtgt
ccgttgettg
aaattaggac
gataacactt
aaggaaaaaa

acacccgggg
cccacctact
gceecgecegt
gtgtgtcccg
gccagagcag
ggccageget
gcaaatgggc
tggecggegge
ctttgecgece
tcecgeegeca
cggcgcggag
gttcactggce
ggcgtcatcce
gagccagcce
ctacggtcac
ggatcccatg
ctatggectgce
gcecctacage
tcagatgaac
cacaacgccce
cattcaggat
gaccagtgag
gctgtceccac
cttcaaggac
acatacaggt
ccacctgaag
aagttgtcag
gagaaacatg
gtceccaggea
aaaaggaaac
ggaaactacc
acaggccctg
gtggattttc
ttttttatge
ttataggcca
ctaacagcaa
cattccecgag
ttttaaagct
tatagaaatc
tcttaagaaa
taatcatatg
ttcatcactg
aaaaatgaaa
tgtttttaag
actgggtgag
gtgtgtgttg
aaattactgt
tgtataagta
aaaattgtaa
aaaaaaa

gctecteegea
cattcaccca
ctcctegeeg
gagccggcegt
cagggagtcc
gaacgtctcce
tcecgacgtge
ggctgtgecce
ccgggegett
cceeecgecge
ccgcacgagg
acagccggag
ggccaggcca
gctattcgceca
acgccctege
ggccagcagg
cacaccccca
agtgacaatt
ttaggagcca
atcctctgeg
gtgcgacgtg
aaacgcccect
ttacagatgc
tgtgaacgaa
gtgaaaccat
acccacacca
aaaaagtttg
accaaactcc
gcacagtgtg
ttcagttgat
aggtgtgect
gagaagcagc
tactgtaaga
tegttttege
gggcatgtgt
cagcaagaaa
gtcagccagg
catgcatttc
taaaagaatt
ctatgaagat
tgtctttata
ggagtgtcct
gtgactttaa
taacttaagg
gaaatccatt
tgttgtgttt
gtaaatatat
ctagatgcat
cctgecatttt

acccgaccgce
cccacccacce
cgatcctgga
ctcagcacac
gggacccggg
agggccggag
gggacctgaa
tgecctgtgag
cggcttacgg
cgccgcectea
agcagtgcecct
cctgtegeta
ggatgtttcce
atcagggtta
accatgegge
gctegetggg
ccgacagctg
tataccaaat
ccttaaaggg
gagcccaata
tgcctggagt
tcatgtgtge
acagcaggaa
ggttttectceg
tccagtgtaa
ggactcatac
cceggtcecaga
agctggegcet
tgaactgcett
cttectteate
ggaagagttg
taacaatgtc
agagccatag
tggggatgga
atgtgtctge
taaatcagag
ctgctaacct
aagcagctga
ttaccattca
ctgagatttt
gatgtacata
tagtgtataa
aagaaaatag
acctttgggt
gtttaaagat
tgttttttaa
gtctgataat
cactgggtgt
tcactttget

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
2977

Met Gln Asp Pro Ala Ser Thr Cys Val Pro Glu Pro Ala Ser Gln His

1 5

10

15

Thr Leu Arg Ser Gly Pro Gly Cys Leu Gln Gln Pro Glu Gln Gln Gly

20

25

34

30



5

Val
Ser
Glu
65

Pro
Ser
Ala
Pro
Ser
145
Thr
Tyr
Ala
Gln
Thr
225
Asn
Gly
Pro
Tyr
Thr
305
Gly
Tyr
Arg
Ser
Tyr
385
Glu
Arg
Pro
Leu
Arg
465

Arg

Leu

<210> 13
<211> 3028

Arg
Ala
50

Pro
Ala
Gly

Ser

Pro
130

Trp
Val
Gly
Arg
Pro
210
Pro
His
Glu

Thr

Ser
290

Trp
Tyr
Arg
Val
Glu
370
Phe
Lys
Ser
Phe
Lys
450
Trp

His

Asp
Glu
Gln
Val
Ala
Ala
115
Pro
Gly
His
Pro
Met
195
Ala
Ser
Ser
Gln
Asp
275
Ser
Asn
Glu
Ile
Pro
355
Lys
Lys
Pro
Asp
Gln
435
Thr

Pro

His

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

Asn

Gly
Leu
Met
Ser
85

Gln
Gly
Pro
Ala
Ser
165
Gly
Pro
Arg
Gly
Lys
245
Tyr
Cys
Asn
Met
Asp
325
Thr
Val
Pro
Ser
Gln
405
Leu
Lys
Thr

Cys

Met
485

ES 2 858 248 T3

Gly
Gln
Gly
70

Leu
Trp
Ser
Pro
Glu
150
Gly
Pro
Asn
Asn
His
230
His
Ser
Thr
Leu
Asn
310
Asn
His
Ala
Phe
His
390
Cys
Lys
Thr
Arg
Gln

470
His

Ile
Gly
55

Ser
Gly
Ala
Leu
Pro
135
Pro
Gln
Pro
Ala
Gln
215
Thr
Glu
val
Gly
Tyr
295
Leu
His
Gly
Pro
Met
375
Leu
Asp
Arg
Cys
Thr
455

Lys

Gln

Trp
40

Arg
Asp
Gly
Pro
Gly
120
Pro
His
Phe
Pro
Pro
200
Gly
Pro
Asp
Pro
Ser
280
Gln
Gly
Thr
Val
Thr
360
Cys
Gln
Phe
His
Gln
440
His
Lys

Arg

35

Ala
Arg
vVal
Gly
vVal
105
Gly
His
Glu
Thr
Pro
185
Tyr
Tyr
Ser
Pro
Pro
265
Gln
Met
Ala
Thr
Phe
345
Leu
Ala
Met
Lys
Gln
425
Arg
Thr

Phe

Asn

Lys
Ser
Arg
Gly
90

Leu
Pro
Ser
Glu
Gly
170
Ser
Leu
Ser
His
Met
250
Pro
Ala
Thr
Thr
Pro
330
Arg
Val
Tyr
His
Asp
410
Arg
Lys
Gly

Ala

Met
490

Leu
Arg
Asp
75

Gly
Asp
Ala
Phe
Gln
155
Thr
Gln
Pro
Thr
His
235
Gly
Val
Leu
Ser
Leu
315
Ile
Gly
Arg
Pro
Ser
395
Cys
Arg
Phe
Glu
Arg

475
Thr

Gly
Gly
60

Leu
Cys
Phe
Pro
Ile
140
Cys
Ala
Ala
Ser
Val
220
Ala
Gln
Tyr
Leu
Gln
300
Lys
Leu
Ile
Ser
Gly
380
Arg
Glu
His
Ser
Lys
460

Ser

Lys

Ala
45

Ala
Asn
Ala
Ala
Pro
125
Lys
Leu
Gly
Ser
Cys
205
Thr
Ala
Gln
Gly
Leu
285
Leu
Gly
Cys
Gln
Ala
365
Cys
Lys
Arg
Thr
Arg
445
Pro

Asp

Leu

Ala
Ser
Ala
Leu
Pro
110
Pro
Gln
Ser
Ala
Ser
190
Leu
Phe
Gln
Gly
Cys
270
Arg
Glu
His
Gly
Asp
350
Ser
Asn
His
Arg
Gly
430
Ser
Phe

Glu

Gln

Glu
Gly
Leu
Pro
95

Pro
Ala
Glu
Ala
Cys
175
Gly
Glu
Asp
Phe
Ser
255
His
Thr
Cys
Ser
Ala
335
Val
Glu
Lys
Thr
Phe
415
Val
Asp
Ser

Leu

Leu
495

Ala
Ser
Leu
80

vVal
Gly
Pro
Pro
Phe
160
Arg
Gln
Ser
Gly
Pro
240
Leu
Thr
Pro
Met
Thr
320
Gln
Arg
Thr
Arg
Gly
400
Ser
Lys
His
Cys
Val

480
Ala
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<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 13
agctggggta aggagttcaa ggcagcgccce acacccgggg gctctccgeca acccgaccge 60
ctgtcecgete ccccacttee cgeectececct cccacctact cattcaccca cccacccace 120
cagagccggg acggcagccce aggegceccgg gccccgecgt ctectegeeg cgatcectgga 180
cttecctettg ctgcaggace cggcecttccac gtgtgtccecg gagecggegt ctcagecacac 240
gctecegetee gggectgggt gectacageca geccagagcag cagggagtcece gggacceggg 300
cggcatctgg gccaagttag gcgeccgecga ggccageget gaacgtctec agggeccggag 360
gagccgeggg gegtcegggt ctgagccgeca gcaaatggge tccgacgtge gggacctgaa 420
cgegetgetg cecegeegtee cecteecectggg tggeggegge ggetgtgece tgectgtgag 480
cggcgeggeg cagtgggege cggtgetgga ctttgegece cecgggegett cggettacgg 540
gtcegttggge ggccececgege cgccaccgge tcecgecgcecca cccecegecge cgecgcectea 600
ctccttcatec aaacaggagce cgagctgggg cggcgcggag ccgcacgagg agcagtgect 660
gagcgectte actgtccact tttececggeca gttcactgge acagecggag cectgtegeta 720
cgggccctte ggtcectecte cgeccageca ggegtcatce ggceccaggceca ggatgtttec 780
taacgcgecce tacctgeccca gectgectcecga gagccagecce gectattcgeca atcagggtta 840
cagcacggtc accttcgacg ggacgcccag ctacggtcac acgccctcecge accatgegge 900
gcagttccece aaccactcat tcaagcatga ggatcccatg ggccagcagg gcectcgetggg 960
tgagcagcag tactcggtge cgccceceggt ctatggetge cacaccccca ccgacagetg 1020
caccggcagc caggctttge tgctgaggac gccctacage agtgacaatt tataccaaat 1080
gacatcccag cttgaatgca tgacctggaa tcagatgaac ttaggagcca ccttaaaggg 1140
agttgctgect gggagctcca gctcagtgaa atggacagaa gggcagagca accacagcac 1200
agggtacgag agcgataacc acacaacgcc catcctctge ggagcccaat acagaataca 1260
cacgcacggt gtcttcagag gcattcagga tgtgcgacgt gtgcctggag tagccccgac 1320
tcttgtacgg tcggcatctg agaccagtga gaaacgcccce ttcatgtgtg cttacccagg 1380
ctgcaataag agatatttta agctgtccca cttacagatg cacagcagga agcacactgg 1440
tgagaaacca taccagtgtg acttcaagga ctgtgaacga aggttttctc gttcagacca 1500
gctcaaaaga caccaaagga gacatacagg tgtgaaacca ttccagtgta aaacttgtca 1560
gcgaaagttc tccecggtceg accacctgaa gacccacacce aggactcata caggtgaaaa 1620
gcecttcage tgtcggtgge caagttgtca gaaaaagttt gcccggtcag atgaattagt 1680
ccgceccatcac aacatgcatc agagaaacat gaccaaactc cagctggege tttgaggggt 1740
ctcecteggg gaccgttcag tgtcccagge agcacagtgt gtgaactget ttcaagtcetg 1800
actctccact cctcectcact aaaaaggaaa cttcagttga tcttettcat ccaacttceca 1860
agacaagata ccggtgcttc tggaaactac caggtgtgcc tggaagagtt ggtctctgec 1920
ctgcctactt ttagttgact cacaggccct ggagaagcag ctaacaatgt ctggttagtt 1980
aaaagcccat tgccatttgg tgtggatttt ctactgtaag aagagccata gctgatcatg 2040
tcccectgac cettcectte tttttttatg ctegtttteg ctggggatgg aattattgta 2100
ccattttcta tcatggaata tttataggcc agggcatgtg tatgtgtctg ctaatgtaaa 2160
ctttgtcatg gtttccattt actaacagca acagcaagaa ataaatcaga gagcaaggca 2220
tcgggggtga atcttgtcta acattcccga ggtcagccag getgectaacce tggaaagcag 2280
gatgtagttc tgccaggcaa cttttaaagce tcatgcattt caagcagectg aagaaaaaat 2340
cagaactaac cagtacctct gtatagaaat ctaaaagaat tttaccattc agttaattca 2400
atgtgaacac tggcacactg ctcttaagaa actatgaaga tctgagattt ttttgtgtat 2460
gtttttgact cttttgagtg gtaatcatat gtgtctttat agatgtacat acctccttge 2520
acaaatggag gggaattcat tttcatcact gggagtgtce ttagtgtata aaaaccatgce 2580
tggtatatgg cttcaagttg taaaaatgaa agtgacttta aaagaaaata ggggatggtc 2640
caggatctcc actgataaga ctgtttttaa gtaacttaag gacctttggg tctacaagta 2700
tatgtgaaaa aaatgagact tactgggtga ggaaatccat tgtttaaaga tggtcgtgtg 2760
tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg tgtgtgtgtt gtgttgtgtt ttgtttttta agggagggaa 2820
tttattattt accgttgett gaaattactg tgtaaatata tgtctgataa tgatttgcecte 2880
tttgacaact aaaattagga ctgtataagt actagatgca tcactgggtg ttgatcttac 2940
aagatattga tgataacact taaaattgta acctgcattt ttcactttge tctcaattaa 3000
agtctattca aaaggaaaaa aaaaaaaa 3028

<210> 14

<211>514

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
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Met Gln

1
Thr

Val
Ser
Glu
65

Pro
Ser
Ala
Pro
Ser
145
Thr
Tyr
Ala
Gln
Thr
225
Asn
Gly
Pro
Tyr
Thr
305
Gly
Thr
Gln
Arg
Thr
385
Arg
Gly
Ser
Lys
His
465
Cys

Val

Leu
Arg
Ala
50

Pro
Ala
Gly
Ser
Pro
130
Trp
Val
Gly
Arg
Pro
210
Pro
His
Glu
Thr
Ser
290
Trp
Ser
Gly
Tyr
Arg
370
Ser
Tyr
Glu
Arg
Pro
450
Leu

Arg

Arg

Asp

Arg
Asp
Glu
Gln
Vval
Ala
Ala
115
Pro
Gly
His
Pro
Met
195
Ala
Ser
Ser
Gln
Asp
275
Ser
Asn
Ser
Tyr
Arg
355
Val
Glu
Phe
Lys
Ser
435
Phe
Lys
Trp

His

Pro

Ser
20

Pro
Arg
Gln
Pro
Ala
100
Tyr
Pro
Gly
Phe
Phe
180
Phe
Ile
Tyr
Phe
Gln
260
Ser
Asp
Gln
Ser
Glu
340
Ile
Pro
Lys
Lys
Pro
420
Asp
Gln
Thr

Pro

His
500

Ala

Gly
Gly
Leu
Met
Ser
85

Gln
Gly
Pro
Ala
Ser
165
Gly
Pro
Arg
Gly
Lys
245
Tyr
Cys
Asn
Met
Ser
325
Ser
His
Gly
Arg
Leu
405
Tyr
Gln
Cys
His
Ser

485
Asn
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Ser

Pro
Gly
Gln
Gly
70

Leu
Trp
Ser
Pro
Glu
150
Gly
Pro
Asn
Asn
His
230
His
Ser
Thr
Leu
Asn
310
Val
Asp
Thr
Val
Pro
390
Ser
Gln
Leu
Lys
Thr
470
Cys

Met

Thr

Gly
Ile
Gly
55

Ser
Gly
Ala
Leu
Pro
135
Pro
Gln
Pro
Ala
Gln
215
Thr
Glu
Val
Gly
Tyr
295
Leu
Lys
Asn
His
Ala
375
Phe
His
Cys
Lys
Thr
455
Arg

Gln

His

Cys

Cys
Trp
40

Arg
Asp
Gly
Pro
Gly
120
Pro
His
Phe
Pro
Pro
200
Gly
Pro
Asp
Pro
Ser
280
Gln
Gly
Trp
His
Gly
360
Pro
Met
Leu
Asp
Arg
440
Cys
Thr

Lys

Gln

Val

Leu
25

Ala
Arg
val
Gly
Val
105
Gly
His
Glu
Thr
Pro
185
Tyr
Tyr
Ser
Pro
Pro
265
Gln
Met
Ala
Thr
Thr
345
val
Thr
Cys
Gln
Phe
425
His
Gln
His
Lys

Arg
505

37

Pro Glu Pro Ala Ser Gln His

10
Gln

Lys
Ser
Arg
Gly
90

Leu
Pro
Ser
Glu
Gly
170
Ser
Leu
Ser
His
Met
250
Pro
Ala
Thr
Thr
Glu
330
Thr
Phe
Leu
Ala
Met
410
Lys
Gln
Arg
Thr
Phe

490
Asn

Gln
Leu
Arg
Asp
75

Gly
Asp
Ala
Phe
Gln
155
Thr
Gln
Pro
Thr
His
235
Gly
Val
Leu
Ser
Leu
315
Gly
Pro
Arg
Val
Tyr
395
His
Asp
Arg
Lys
Gly
475

Ala

Met

Pro
Gly
Gly
60

Leu
Cys
Phe
Pro
Ile
140
Cys
Ala
Ala
Ser
vVal
220
Ala
Gln
Tyr
Leu
Gln
300
Lys
Gln
Ile
Gly
Arg
380
Pro
Ser
Cys
Arg
Phe
460
Glu

Arg

Thr

Glu
Ala
45

Ala
Asn
Ala
Ala
Pro
125
Lys
Leu
Gly
Ser
Cys
205
Thr
Ala
Gln
Gly
Leu
285
Leu
Gly
Ser
Leu
Ile
365
Ser
Gly
Arg
Glu
His
445
Ser
Lys

Ser

Lys

Gln
30

Ala
Ser
Ala
Leu
Pro
110
Pro
Gln
Ser
Ala
Ser
190
Leu
Phe
Gln
Gly
Cys
270
Arg
Glu
val
Asn
Cys
350
Gln
Ala
Cys
Lys
Arg
430
Thr
Arg
Pro

Asp

Leu
510

15
Gln

Glu
Gly
Leu
Pro
95

Pro
Ala
Glu
Ala
Cys
175
Gly
Glu
Asp
Phe
Ser
255
His
Thr
Cys
Ala
His
335
Gly
Asp
Ser
Asn
His
415
Arg
Gly
Ser
Phe
Glu

495
Gln

Gly
Ala
Ser
Leu
80

Val
Gly
Pro
Pro
Phe
160
Arg
Gln
Ser
Gly
Pro
240
Leu
Thr
Pro
Met
Ala
320
Ser
Ala
Val
Glu
Lys
400
Thr
Phe
Val
Asp
Ser
480

Leu

Leu
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10

Ala Leu

<210> 15

<211> 3037

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 15
agctggggta aggagttcaa ggcagcgccc acaccecgggg gctectcecegeca acccgaccege 60
ctgtcegete cceccacttee cgecectecet ceccacctact cattcaccca cccacccace 120
cagagccggg acggcagccce aggcgcecccgg gccccegecgt cteectegecg cgatceccectgga 180
cttectettg ctgecaggace cggcttccac gtgtgtcceg gagececggegt ctcagcacac 240
gctecegetee gggeectgggt gectacagca gccagagcag cagggagtce gggacccggg 300
cggcatctgg gccaagttag gcgecgceccga ggccageget gaacgtcectcecc agggceccggag 360
gagccgeggg gegtcoccgggt ctgagccgeca gcaaatggge tccgacgtge gggacctgaa 420
cgcgetgetg ceegeegtee ccteecctggg tggeggegge ggetgtgece tgectgtgag 480
cggcegeggeg cagtgggege cggtgetgga ctttgegece cegggegett cggettacgg 540
gtegttggge ggcccegege cgccaccgge tccgeccgceca ccccecgecge cgcecgectceca 600
ctcecttcate aaacaggage cgagectgggg cggcgcggag ccgcacgagg agcagtgect 660
gagcgectte actgtccact ttteccggeca gttcactgge acageccggag ccectgtegceta 720
cgggcectte ggtectectce cgecccageca ggegtcatce ggceccaggeca ggatgtttcee 780
taacgcgecce tacctgceccca gectgecctcga gagccagccce gectattcgeca atcagggtta 840
cagcacggtc accttcgacg ggacgcccag ctacggtcac acgccctege accatgegge 900
gcagttcceccec aaccactcat tcaagcatga ggatcccatg ggccagcagg gctegetggg 960
tgagcagcag tactcggtge cgccceceggt ctatggetge cacaccccca ccgacagetg 1020
caccggcagce caggctttge tgctgaggac gccctacage agtgacaatt tataccaaat 1080
gacatcccag cttgaatgca tgacctggaa tcagatgaac ttaggagcca ccttaaaggg 1140
agttgctgct gggagctcca gctcagtgaa atggacagaa gggcagagca accacagcac 1200
agggtacgag agcgataacc acacaacgcc catcctctge ggagcccaat acagaataca 1260
cacgcacggt gtcttcagag gcattcagga tgtgcgacgt gtgcctggag tagccccgac 1320
tcttgtacgg tcggcatctg agaccagtga gaaacgcccce ttcatgtgtg cttacccagg 1380
ctgcaataag agatatttta agctgtccca cttacagatg cacagcagga agcacactgg 1440
tgagaaacca taccagtgtg acttcaagga ctgtgaacga aggttttctc gttcagacca 1500
gctcaaaaga caccaaagga gacatacagg tgtgaaacca ttccagtgta aaacttgtca 1560
gcgaaagttc tcccggtceccg accacctgaa gacccacacc aggactcata caggtaaaac 1620
aagtgaaaag cccttcagct gtcggtggcc aagttgtcag aaaaagtttg cccggtcaga 1680
tgaattagtc cgccatcaca acatgcatca gagaaacatg accaaactcc agctggceget 1740
ttgaggggtc tccectegggg accgttcagt gtcccaggca gcacagtgtg tgaactgett 1800
tcaagtctga ctctccacte ctecctcacta aaaaggaaac ttcagttgat cttettcatce 1860
caacttccaa gacaagatac cggtgcttct ggaaactacc aggtgtgcct ggaagagttg 1920
gtctctgeece tgectacttt tagttgactce acaggccctg gagaagcagc taacaatgtce 1980
tggttagtta aaagcccatt gccatttggt gtggattttc tactgtaaga agagccatag 2040
ctgatcatgt ccccctgace cttcccttet ttttttatge tegttttege tggggatgga 2100
attattgtac cattttctat catggaatat ttataggcca gggcatgtgt atgtgtctge 2160
taatgtaaac tttgtcatgg tttccattta ctaacagcaa cagcaagaaa taaatcagag 2220
agcaaggcat cgggggtgaa tcttgtctaa cattcccgag gtcagccagg ctgctaacct 2280
ggaaagcagg atgtagttct gccaggcaac ttttaaagct catgcatttc aagcagctga 2340
agaaaaaatc agaactaacc agtacctctg tatagaaatc taaaagaatt ttaccattca 2400
gttaattcaa tgtgaacact ggcacactgc tcttaagaaa ctatgaagat ctgagatttt 2460
tttgtgtatg tttttgactc ttttgagtgg taatcatatg tgtctttata gatgtacata 2520
cctcecttgeca caaatggagg ggaattcatt ttcatcactg ggagtgtcct tagtgtataa 2580
aaaccatgct ggtatatggc ttcaagttgt aaaaatgaaa gtgactttaa aagaaaatag 2640
gggatggtcc aggatctcca ctgataagac tgtttttaag taacttaagg acctttgggt 2700
ctacaagtat atgtgaaaaa aatgagactt actgggtgag gaaatccatt gtttaaagat 2760
ggtcgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgttg tgttgtgttt tgttttttaa 2820
gggagggaat ttattattta ccgttgcttg aaattactgt gtaaatatat gtctgataat 2880
gatttgctet ttgacaacta aaattaggac tgtataagta ctagatgcat cactgggtgt 2940
tgatcttaca agatattgat gataacactt aaaattgtaa cctgcatttt tcactttget 3000
ctcaattaaa gtctattcaa aaggaaaaaa aaaaaaa 3037

<210> 16

<211> 517

<212> PRT

38



<213> Homo sapiens

<400> 16

Met
Thr
Val
Ser
Glu
65

Pro
Ser
Ala
Pro
Ser
145
Thr
Tyr
Ala
Gln
Thr
225
Asn
Gly
Pro
Tyr
Thr
305
Gly
Thr
Gln
Arg
Thr
385
Arg
Gly
Ser

Lys

His

Gln
Leu
Arg
Ala
50

Pro
Ala
Gly
Ser
Pro
130
Trp
Val
Gly
Arg
Pro
210
Pro
His
Glu
Thr
Ser
290
Trp
Ser
Gly
Tyr
Arg
370
Ser
Tyr
Glu
Arg
Pro

450
Leu

Asp
Arg
Asp
Glu
Gln
val
Ala
Ala
115
Pro
Gly
His
Pro
Met
195
Ala
Ser
Ser
Gln
Asp
275
Ser
Asn
Ser
Tyr
Arg
355
Val
Glu
Phe
Lys
Ser
435

Phe

Lys

Pro
Ser
20

Pro
Arg
Gln
Pro
Ala
100
Tyr
Pro
Gly
Phe
Phe
180
Phe
Ile
Tyr
Phe
Gln
260
Ser
Asp
Gln
Ser
Glu
340
Ile
Pro
Lys
Lys
Pro
420
Asp
Gln

Thr

Ala
Gly
Gly
Leu
Met
Ser
85

Gln
Gly
Pro
Ala
Ser
165
Gly
Pro
Arg
Gly
Lys
245
Tyr
Cys
Asn
Met
Ser
325
Ser
His
Gly
Arg
Leu
405
Tyr
Gln
Cys

His

ES 2 858 248 T3

Ser
Pro
Gly
Gln
Gly

70
Leu

Trp
Ser
Pro
Glu
150
Gly
Pro
Asn
Asn
His
230
His
Ser
Thr
Leu
Asn
310
Val
Asp
Thr
Val
Pro
390
Ser
Gln
Leu

Lys

Thr

Thr
Gly
Ile
Gly
55

Ser
Gly
Ala
Leu
Pro
135
Pro
Gln
Pro
Ala
Gln
215
Thr
Glu
val
Gly
Tyr
295
Leu
Lys
Asn
His
Ala
375
Phe
His
Cys
Lys
Thr

455
Arg

Cys
Cys
Trp
40

Arg
Asp
Gly
Pro
Gly
120
Pro
His
Phe
Pro
Pro
200
Gly
Pro
Asp
Pro
Ser
280
Gln
Gly
Trp
His
Gly
360
Pro
Met
Leu
Asp
Arg
440
Cys

Thr

Vval
Leu
25

Ala
Arg
Val
Gly
Val
105
Gly
His
Glu
Thr
Pro
185
Tyr
Tyr
Ser
Pro
Pro
265
Gln
Met
Ala
Thr
Thr
345
Val
Thr
Cys
Gln
Phe
425
His

Gln

His

39

Pro
10

Gln
Lys
Ser
Arg
Gly
Leu
Pro
Ser
Glu
Gly
170
Ser
Leu
Ser
His
Met
250
Pro
Ala
Thr
Thr
Glu
330
Thr
Phe
Leu
Ala
Met
410
Lys
Gln

Arg

Thr

Glu
Gln
Leu
Arg
Asp
75

Gly
Asp
Ala
Phe
Gln
155
Thr
Gln
Pro
Thr
His
235
Gly
val
Leu
Ser
Leu
315
Gly
Pro
Arg
Val
Tyr
395
His
Asp
Arg

Lys

Gly

Pro
Pro
Gly
Gly
60

Leu
Cys
Phe
Pro
Ile
140
Cys
Ala
Ala
Ser
Val
220
Ala
Gln
Tyr
Leu
Gln
300
Lys
Gln
Ile
Gly
Arg
380
Pro

Ser

Cys

Phe
460
Lys

Ala
Glu
Ala
45

Ala
Asn
Ala
Ala
Pro
125
Lys
Leu
Gly
Ser
Cys
205
Thr
Ala
Gln
Gly
Leu
285
Leu
Gly
Ser
Leu
Ile
365
Ser
Gly
Arg
Glu
His
445

Ser

Thr

Ser
Gln
30

Ala
Ser
Ala
Leu
Pro
110
Pro
Gln
Ser
Ala
Ser
190
Leu
Phe
Gln
Gly
Cys
270
Arg
Glu
Val
Asn
Cys
350
Gln
Ala
Cys
Lys
Arg
430
Thr

Arg

Ser

Gln
15

Gln
Glu
Gly
Leu
Pro
95

Pro
Ala
Glu
Ala
Cys
175
Gly
Glu
Asp
Phe
Ser
255
His
Thr
Cys
Ala
His
335
Gly
Asp
Ser
Asn
His
415
Arg
Gly

Ser

Glu

His
Gly
Ala
Ser
Leu
80

Val
Gly
Pro
Pro
Phe
160
Arg
Gln
Ser
Gly
Pro
240
Leu
Thr
Pro
Met
Ala
320
Ser
Ala
Val
Glu
Lys
400
Thr
Phe
Val

Asp

Lys
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15

ES 2 858 248 T3

465 470 475 480
Pro Phe Ser Cys Arg Trp Pro Ser Cys Gln Lys Lys Phe Ala Arg Ser
485 490 495
Asp Glu Leu Val Arg His His Asn Met His Gln Arg Asn Met Thr Lys
500 505 510
Leu Gln Leu Ala Leu
515
<210> 17
<211> 2438
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 17
aggcgettte accactgece ctceceggggg gacctgaagg agagggtttg aggeeggtcet 60
ttgcecegeecg aggtetgegt gtecggtetg ggaggaggece taggagggcet cgegggecac 120
gggcatcctt gggecccgagt tctggggtge ggacggacgt ctcgagagtg ggtgccgega 180
ctcgggacce acggcecctceg cecgggcacgg acagttgegg agcagggetce tgaggattgt 240
gcagtgcecct gggtccctge ctactcctgg gectcaggaat ggagaagggt tacagcacgg 300
tcaccttcga cgggacgcce agctacggtc acacgccctce gcaccatgeg gegcecagttcee 360
ccaaccactc attcaagcat gaggatccca tgggccagca gggctcgetg ggtgagcage 420
agtactcggt gccgcecceceg gtctatgget geccacaccce caccgacage tgcaccggceca 480
gccaggettt getgectgagg acgccctaca gcagtgacaa tttataccaa atgacatccce 540
agcttgaatg catgacctgg aatcagatga acttaggagc caccttaaag ggccacagca 600
cagggtacga gagcgataac cacacaacgc ccatcctctg cggagcccaa tacagaatac 660
acacgcacgg tgtcttcaga ggcattcagg atgtgcgacg tgtgcctgga gtagccccga 720
ctcttgtacg gtcggcatct gagaccagtg agaaacgcce cttcatgtgt gettacccag 780
gctgcaataa gagatatttt aagctgtccc acttacagat gcacagcagg aagcacactg 840
gtgagaaacc ataccagtgt gacttcaagg actgtgaacg aaggttttct cgttcagacc 900
agctcaaaag acaccaaagg agacatacag gtgtgaaacc attccagtgt aaaacttgtc 960
agcgaaagtt ctccecggtce gaccacctga agacccacac caggactcat acaggtaaaa 1020
caagtgaaaa gcccttcage tgtcggtgge caagttgtca gaaaaagttt gcccggtcag 1080
atgaattagt ccgccatcac aacatgcatc agagaaacat gaccaaactc cagctggege 1140
tttgaggggt ctccectecggg gaccgttcag tgtcccagge agcacagtgt gtgaactget 1200
ttcaagtctg actctccact cctectcact aaaaaggaaa cttcagttga tcecttettcat 1260
ccaacttcca agacaagata ccggtgecttc tggaaactac caggtgtgcce tggaagagtt 1320
ggtctctgee ctgecctactt ttagttgact cacaggccct ggagaagcag ctaacaatgt 1380
ctggttagtt aaaagcccat tgccatttgg tgtggatttt ctactgtaag aagagccata 1440
gctgatcatg tcccectgac ccttecctte tttttttatg ctegtttteg ctggggatgg 1500
aattattgta ccattttcta tcatggaata tttataggcc agggcatgtg tatgtgtctg 1560
ctaatgtaaa ctttgtcatg gtttccattt actaacagca acagcaagaa ataaatcaga 1620
gagcaaggca tcgggggtga atcttgtcta acattcccga ggtcagccag gectgcetaacce 1680
tggaaagcag gatgtagttc tgccaggcaa cttttaaagc tcatgcattt caagcagcetg 1740
aagaaaaaat cagaactaac cagtacctct gtatagaaat ctaaaagaat tttaccattce 1800
agttaattca atgtgaacac tggcacactg ctcttaagaa actatgaaga tctgagattt 1860
ttttgtgtat gtttttgact cttttgagtg gtaatcatat gtgtctttat agatgtacat 1920
acctcettge acaaatggag gggaattcat tttcatcact gggagtgtcce ttagtgtata 1980
aaaaccatgc tggtatatgg cttcaagttg taaaaatgaa agtgacttta aaagaaaata 2040
ggggatggtc caggatctcc actgataaga ctgtttttaa gtaacttaag gacctttggg 2100
tctacaagta tatgtgaaaa aaatgagact tactgggtga ggaaatccat tgtttaaaga 2160
tggtcgtgtg tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg tgtgtgtgtt gtgttgtgtt ttgtttttta 2220
agggagggaa tttattattt accgttgectt gaaattactg tgtaaatata tgtctgataa 2280
tgatttgcte tttgacaact aaaattagga ctgtataagt actagatgca tcactgggtg 2340
ttgatcttac aagatattga tgataacact taaaattgta acctgcattt ttcactttge 2400
tctcaattaa agtctattca aaaggaaaaa aaaaaaaa 2438
<210> 18
<211> 288
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

40
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Met Glu Lys Gly Tyr Ser Thr Val Thr Phe Asp Gly Thr Pro Ser Tyr

1
Gly

Lys
Tyr
Cys
65

Asn
Met
Asp
Thr
Val
145
Pro
Ser
Gln
Leu
Lys
225
Thr
Trp
His

<210> 19

<211> 2480
<212> DNA

His
His
Ser
50

Thr
Leu
Asn
Asn
His
130
Ala
Phe
His
Cys
Lys
210
Thr
Arg

Pro

His

Thr
Glu
35

Val
Gly
Tyr
Leu
His
115
Gly
Pro
Met
Leu
Asp
195
Arg
Cys
Thr

Ser

Asn
275

<213> Homo sapiens

<400> 19

Pro
20

Asp
Pro
Ser
Gln
Gly
100
Thr
Val
Thr
Cys
Gln
180
Phe
His
Gln
His
Cys

260
Met

5
Ser

Pro
Pro
Gln
Met
85

Ala
Thr
Phe
Leu
Ala
165
Met
Lys
Gln
Arg
Thr
245
Gln

His

ES 2 858 248 T3

His
Met
Pro
Ala
70

Thr
Thr
Pro
Arg
Val
150
Tyr
His
Asp
Arg
Lys
230
Gly

Lys

Gln

His
Gly
Val
55

Leu
Ser
Leu
Ile
Gly
135
Arg
Pro
Ser
Cys
Arg
215
Phe
Lys

Lys

Arg

Ala
Gln
40

Tyr
Leu
Gln
Lys
Leu
120
Ile
Ser
Gly
Arg
Glu
200
His
Ser
Thr

Phe

Asn
280

Ala
25

Gln
Gly
Leu
Leu
Gly
105
Cys
Gln
Ala
Cys
Lys
185
Arg
Thr
Arg
Ser
Ala

265
Met

41

10
Gln

Gly
Cys
Arg
Glu
90

His
Gly
Asp
Ser
Asn
170
His
Arg
Gly
Ser
Glu
250

Arg

Thr

Phe
Ser
His
Thr
75

Cys
Ser
Ala
Val
Glu
155
Lys
Thr
Phe
Val
Asp
235
Lys

Ser

Lys

Pro
Leu
Thr
60

Pro
Met
Thr
Gln
Arg
140
Thr
Arg
Gly
Ser
Lys
220
His
Pro

Asp

Leu

Asn
Gly
45

Pro
Tyr
Thr
Gly
Tyr
125
Arg
Ser
Tyr
Glu
Arg
205
Pro
Leu
Phe

Glu

Gln
285

His
30

Glu
Thr
Ser
Trp
Tyr
110
Arg
Val
Glu
Phe
Lys
190
Ser
Phe
Lys
Ser
Leu

270
Leu

15
Ser

Gln
Asp
Ser
Asn
95

Glu
Ile
Pro
Lys
Lys
175
Pro
Asp
Gln
Thr
Cys
255

Val

Ala

Phe
Gln
Ser
Asp
80

Gln
Ser
His
Gly
Arg
160
Leu
Tyr
Gln
Cys
His
240
Arg

Arg

Leu
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aggcgctttec accactgceccce ctcececggggg gacctgaagg agagggtttg aggccggtcet 60
ttgcecegeeg aggtcectgegt gtceggtetg ggaggaggec taggaggget cgecgggecac 120
gggcatcctt gggcccgagt tctggggtge ggacggacgt ctcgagagtg ggtgeccgcega 180
ctcgggacece acggccecteg ccgggcacgg acagttgcegg agcagggctce tgaggattgt 240
gcagtgcecct gggtccecctge ctactcctgg gectcaggaat ggagaagggt tacagcacgg 300
tcaccttecga cgggacgccce agctacggtce acacgcccte gcaccatgeg gegcagttcece 360
ccaaccactc attcaagcat gaggatccca tgggccagca gggctcgetg ggtgagcage 420
agtactcggt gccgeccceceg gtectatgget geccacaccece caccgacage tgcaccggca 480
gccaggcttt gctgctgagg acgccctaca gcagtgacaa tttataccaa atgacatccc 540
agcttgaatg catgacctgg aatcagatga acttaggagc caccttaaag ggagttgcetg 600
ctgggagctc cagctcagtg aaatggacag aagggcagag caaccacagc acagggtacg 660
agagcgataa ccacacaacg cccatcctct gecggagccca atacagaata cacacgcacg 720
gtgtcttcag aggcattcag gatgtgcgac gtgtgcctgg agtagcceccg actcettgtac 780
ggtcggcatc tgagaccagt gagaaacgcc ccttcatgtg tgcttaccca ggctgcaata 840
agagatattt taagctgtcc cacttacaga tgcacagcag gaagcacact ggtgagaaac 900
cataccagtg tgacttcaag gactgtgaac gaaggttttc tcgttcagac cagctcaaaa 960
gacaccaaag gagacataca ggtgtgaaac cattccagtg taaaacttgt cagcgaaagt 1020
tctececeggte cgaccacctg aagacccaca ccaggactca tacaggtgaa aagcccttceca 1080
gctgtecggtg gccaagttgt cagaaaaagt ttgccecggtc agatgaatta gtccgecatce 1140
acaacatgca tcagagaaac atgaccaaac tccagctggce getttgaggg gtctececctceg 1200
gggaccgttc agtgtcccag gcagcacagt gtgtgaactg ctttcaagtc tgactctcca 1260
ctcctectca ctaaaaagga aacttcagtt gatcecttette atccaactte caagacaaga 1320
taccggtget tctggaaact accaggtgtg cctggaagag ttggtctcetg cecctgectac 1380
ttttagttga ctcacaggcc ctggagaagc agctaacaat gtctggttag ttaaaagccc 1440
attgccattt ggtgtggatt ttctactgta agaagagcca tagctgatca tgtceccccectg 1500
acccttcececet tettttttta tgectegtttt cgetggggat ggaattattg taccatttte 1560
tatcatggaa tatttatagg ccagggcatg tgtatgtgtc tgctaatgta aactttgtca 1620
tggtttccat ttactaacag caacagcaag aaataaatca gagagcaagg catcgggggt 1680
gaatcttgte taacattcce gaggtcagce aggctgctaa cctggaaage aggatgtagt 1740
tctgccagge aacttttaaa gctcatgcat ttcaagcage tgaagaaaaa atcagaacta 1800
accagtacct ctgtatagaa atctaaaaga attttaccat tcagttaatt caatgtgaac 1860
actggcacac tgctcttaag aaactatgaa gatctgagat ttttttgtgt atgtttttga 1920
ctcttttgag tggtaatcat atgtgtcttt atagatgtac atacctccett gcacaaatgg 1980
aggggaattc attttcatca ctgggagtgt ccttagtgta taaaaaccat gctggtatat 2040
ggcttcaagt tgtaaaaatg aaagtgactt taaaagaaaa taggggatgg tccaggatct 2100
ccactgataa gactgttttt aagtaactta aggacctttg ggtctacaag tatatgtgaa 2160
aaaaatgaga cttactgggt gaggaaatcc attgtttaaa gatggtcgtg tgtgtgtgtg 2220
tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg ttgtgttgtg ttttgttttt taagggaggg aatttattat 2280
ttaccgttge ttgaaattac tgtgtaaata tatgtctgat aatgatttge tctttgacaa 2340
ctaaaattag gactgtataa gtactagatg catcactggg tgttgatctt acaagatatt 2400
gatgataaca cttaaaattg taacctgcat ttttcacttt gctctcaatt aaagtctatt 2460
caaaaggaaa aaaaaaaaaa 2480

<210> 20

<211> 302

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

42
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Met
Gly
Lys
Tyr
Cys
65

Asn
Met
Ser
Ser
His
145
Gly
Arg
Leu
Tyr
Gln
225
Cys
His

Ser

Glu
His
His
Ser
50

Thr
Leu
Asn
Val
Asp
130
Thr
Val
Pro
Ser
Gln
210
Leu
Lys

Thr

Cys

Lys
Thr
Glu
35

Val
Gly
Tyr
Leu
Lys
115
Asn
His
Ala
Phe
His
195
Cys
Lys
Thr

Arg

Gln

Gly
Pro
20

Asp
Pro
Ser
Gln
Gly
100
Trp
His
Gly
Pro
Met
180
Leu
Asp
Arg
Cys
Thr

260
Lys

275

Tyr
Ser
Pro
Pro
Gln
Met
85

Ala
Thr
Thr
Val
Thr
165
Cys
Gln
Phe
His
Gln
245
His

Lys

ES 2 858 248 T3

Ser
His
Met
Pro
Ala
70

Thr
Thr
Glu
Thr
Phe
150
Leu
Ala
Met
Lys
Gln
230
Arg

Thr

Phe

Thr
His
Gly
Val
55

Leu
Ser
Leu
Gly
Pro
135
Arg
Val
Tyr
His
Asp
215
Arg
Lys

Gly

Ala

Val
Ala
Gln
40

Tyr
Leu
Gln
Lys
Gln
120
Ile
Gly
Arg
Pro
Ser
200
Cys
Arg
Phe

Glu

Arg

Thr
Ala
25

Gln
Gly
Leu
Leu
Gly
105
Ser
Leu
Ile
Ser
Gly
185
Arg
Glu
His
Ser
Lys

265
Ser

280

Phe
10

Gln
Gly
Cys
Arg
Glu
90

Val
Asn
Cys
Gln
Ala
170
Cys
Lys
Arg
Thr
Arg
250

Pro

Asp

Asp
Phe
Ser
His
Thr
75

Cys
Ala
His
Gly
Asp
155
Ser
Asn
His
Arg
Gly
235
Ser

Phe

Glu

Gly
Pro
Leu
Thr
60

Pro
Met
Ala
Ser
Ala
140
Val
Glu
Lys
Thr
Phe
220
Val
Asp

Ser

Leu

Thr
Asn
Gly
45

Pro
Tyr
Thr
Gly
Thr
125
Gln
Arg
Thr
Arg
Gly
205
Ser
Lys
His
Cys

Val

Pro
His
30

Glu
Thr
Ser
Trp
Ser
110
Gly
Tyr
Arg
Ser
Tyr
190
Glu
Arg
Pro
Leu
Arg

270
Arg

285

Ser
15

Ser
Gln
Asp
Ser
Asn
95

Ser
Tyr
Arg
Val
Glu
175
Phe
Lys
Ser
Phe
Lys
255
Trp

His

Asn Met His Gln Arg Asn Met Thr Lys Leu Gln Leu Ala Leu

<210> 21
<211> 3092
<212> DNA

290

<213> Mus musculus

<400> 21

295

43

300

Tyr
Phe
Gln
Ser
Asp
80

Gln
Ser
Glu
Ile
Pro
160
Lys
Lys
Pro
Asp
Gln
240
Thr

Pro

His
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tgtgtgaatg gagcggccga gcatcctgge tcctcecteet tececectgetge cggeccectet 60
tatttgaget ttgggaaget gggggcagecc aggcagetgg ggtaaggagt tcaaggcage 120
gcccacaccee ggggetctece gcaaccecgac cgectgectg ctcececcececettt cetttteceg 180
cccteecctee cacccactca ttcacccace cacccagaga gaggacggca gcccaggaac 240
ccgggeccge cgectecteg ccgegatcet ggactteccte ctgtegecagg agecggette 300
cacgtgtgtc ccggagccgg cgtctcagca cacgctcecge cgggagcccg ggtgegtceca 360
gcagccggag caacctgggg accgaggccc ccggagcegece tgggccaagt ccagecgeccga 420
gaatccgcag gatcgcagga gcggagaacc gtccgcatcc gagccgcacce tcatgggtte 480
cgacgtgcgg gacctgaacg cgctgetgece cgetgtgtet tegetgggeg geggeggegg 540
cggctgeggg ctcececectgtga geggcgcagce gcagtgggeg ccegtgttgg acttcecgegece 600
tcegggegee teggettacg ggtegetggg cggtecegeg cectecteceg cteegecgee 660
gccteecgeeg ccaccccact ccttcatcaa acaggagece agetggggeg gcgccgagec 720
acacgaggag cagtgcctga gcgccttcac cttgcacttce tcgggccagt tcaccggtac 780
agccggggcece tgtcgctacg gacccttegg tecteccececeg cccagecagg cgtecteggg 840
ccaggccagg atgttcccca atgcgcecccta cctgeccage tgecctggaga geccagectac 900
catccgcaac caaggataca gcacggtcac tttcgacggg gegeccaget atggccacac 960
gcecctegeat cacgeggege agttccccaa ccattcectte aaacacgagg accccatggg 1020
ccagcagggc tcgctgggeg agcagcagta ctccgtgecca cctceggtgt atggetgeca 1080
cacccctact gacagttgca caggcagcca ggccctgcetce ctgaggacge cctacagcag 1140
tgacaattta taccaaatga cctcccaget tgaatgecatg acctggaatec agatgaacct 1200
aggagctacc ttaaagggaa tggctgctgg gagctccage tcagtgaaat ggacagaagg 1260
gcagagcaac cacggcacag ggtatgagag tgagaaccac acggccccca tcctcetgtgg 1320
tgcccagtac agaatacaca cccacggggt cttccgagge attcaggatg tgeggegtgt 1380
atctggagtg gccccaactce ttgtcecggtc agcatctgaa accagtgaga aacgtccttt 1440
catgtgtgca tacccaggct gcaataagag atattttaag ctgtcccact tacagatgceca 1500
tagccggaag cacactggtg agaaaccata ccagtgtgac ttcaaggact gcgagagaag 1560
gttttctege tcagaccage tcaaaagaca ccaaaggaga cacacaggtg tgaaaccatt 1620
ccagtgtaaa acttgtcagc gaaagttttc ccggtccgac catctgaaga cccacaccag 1680
gactcataca ggtaaaacaa gtgaaaagcc cttcagectgt cggtggcaca gttgtcagaa 1740
aaagtttgcg cgctcagacg aattggtcecg ccatcacaac atgcatcaga gaaacatgac 1800
caaactccag ctggcgcttt gaggggtccg acacggagac agtccagcat cccaggcagg 1860
aaagtgtgca aactgcttcc aaatctgatt ttgaaattcc tcccactcac ctttcaaagg 1920
acacgactgt ggatctacat ccgacttcca agacagcaca cctgattgac tgcatcctat 1980
caggtttgce ggaaggagtc ggtgectcege ccacttttga ttaactcaca ggectgaaaa 2040
aagtggttca cggtgtctag aaagtccatt gctattgtct gaattttcta ctgttagaag 2100
aaccattgtt gataatgccc ccegececcece ceccecegggtt tecctettete ctttgtgate 2160
atttcceccag gattagagag actgttacat tttctttcat gggatattta taggccaggg 2220
catgtgtatg tgcctgctaa tgtaaactct gtcatagttc ccatttacta actgeccctag 2280
aaagaaataa atcagagagc aaggcaccag gggcaagaat cgtgcagaat ttcagaggtc 2340
tggctgcaaa cctggaaacc tggaaggcca gatgtaattc tacaggcgat tgttaaaget 2400
cataggtttt gagtaactgc atagtaggtt ggtattaact agaactcctg tatagttagg 2460
acagagagga gccttcctge tcagctattc actctgaaca ctagcactgg gectcttaaga 2520
aatgatgttt taagagcaga gatctttttt taatgtcttt gatttatttt ttagttgtaa 2580
ttaggtacat cctcagagat gtactttecct cctettgtge aggatgtgga ggactcagtt 2640
ccatcatctg gggcatcttt agagtgtata gaccacactg gttatgtggc ttcaagttgt 2700
aaaaattaaa atgactttaa aagaaactag gggctggtcc aggatcttca ctggtaagac 2760
tgttcttaag taacttaagt atctttgaat ctgcaagtat gtagggaaaa aaaaaagata 2820
tattattgtg aggaaatcca ttgtttaaag gtgtgcegtgt gttgttgttg ttttttaaag 2880
ggagggagtt tattatttac tgtagcttga aatactgtgt aaatatatat gtatatatat 2940
gatgtgctct ttgtcaacta aaattaggag gtgtatggta ttagctgcat cactgtgtgg 3000
atgtcaatct tacagtgtat tgatgataat actaaaaatg taacctgcat ctttttccac 3060
ttggctgtca attaaagtct attcaaaagg aa 3092

<210> 22

<211> 517

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 22

44



Met
Pro
Pro
Ser
Glu
65

Pro
Val
Gly
Pro
Ser
145
Thr
Tyr
Ala
Gln
Ala
225
Asn
Gly
Pro
Tyr
Thr
305
Gly
Thr
Gln
Arg
Thr
385
Arg
Gly

Ser

Lys

Asp
Ala
Glu
Ala
50

Pro
Ala
Ser
Ala
Pro
130
Trp
Leu
Gly
Arg
Pro
210
Pro
His
Glu
Thr
Ser
290
Trp
Ser
Gly
Tyr
Arg
370
Ser
Tyr
Glu

Arg

Pro

Phe
Ser
Gln
35

Glu
His
Val
Gly
Ser
115
Pro
Gly
His
Pro
Met
195
Thr
Ser
Ser
Gln
Asp
275
Ser
Asn
Ser
Tyr
Arg
355
Val
Glu
Phe
Lys
Ser

435
Phe

Leu
Gln
20

Pro
Asn
Leu
Ser
Ala
100
Ala
Pro
Gly
Phe
Phe
180
Phe
Ile
Tyr
Phe
Gln
260
Ser
Asp
Gln
Ser
Glu
340
Ile
Ser
Lys
Lys
Pro
420

Asp

Gln

Leu
His
Gly
Pro
Met
Ser
85

Ala
Tyr
Pro
Ala
Ser
165
Gly
Pro
Arg
Gly
Lys
245
Tyr
Cys
Asn
Met
Ser
325
Ser
His
Gly
Arg
Leu
405
Tyr

Gln

Cys

Ser
Thr
Asp
Gln
Gly
70

Leu
Gln
Gly
Pro
Glu
150
Gly
Pro
Asn
Asn
His
230
His
Ser
Thr
Leu
Asn
310
Val
Glu
Thr
Val
Pro
390
Ser
Gln

Leu

Lys

ES 2 858 248 T3

Gln
Leu
Arg
Asp
55

Ser
Gly
Trp
Ser
Pro
135
Pro
Gln
Pro
Ala
Gln
215
Thr
Glu
Val
Gly
Tyr
295
Leu
Lys
Asn
His
Ala
375
Phe
His
Cys

Lys

Thr

Glu
Arg
Gly
40

Arg
Asp
Gly
Ala
Leu
120
Pro
His
Phe
Pro
Pro
200
Gly
Pro
Asp
Pro
Ser
280
Gln
Gly
Trp
His
Gly
360
Pro
Met
Leu
Asp
Arg

440
Cys

Pro
Arg
25

Pro
Arg
Val
Gly
Pro
105
Gly
His
Glu
Thr
Pro
185
Tyr
Tyr
Ser
Pro
Pro
265
Gln
Met
Ala
Thr
Thr
345
Val
Thr
Cys
Gln
Phe
425
His

Gln

45

Ala
10

Glu
Arg
Ser
Arg
Gly
90

Val
Gly
Ser
Glu
Gly
170
Ser
Leu
Ser
His
Met
250
Pro
Ala
Thr
Thr
Glu
330
Ala
Phe
Leu
Ala
Met
410
Lys

Gln

Arg

Ser
Pro
Ser
Gly
Asp
75

Gly
Leu
Pro
Phe
Gln
155
Thr
Gln
Pro
Thr
His
235
Gly
Val
Leu
Ser
Leu
315
Gly
Pro
Arg
Val
Tyr
395
His
Asp

Arg

Lys

Thr
Gly
Ala
Glu
60

Leu
Gly
Asp
Ala
Ile
140
Cys
Ala
Ala
Ser
Val
220
Ala
Gln
Tyr
Leu
Gln
300
Lys
Gln
Ile
Gly
Arg
380
Pro
Ser
Cys

Arg

Phe

Cys
Cys
Trp
45

Pro
Asn
Cys
Phe
Pro
125
Lys
Leu
Gly
Ser
Cys
205
Thr
Ala
Gln
Gly
Leu
285
Leu
Gly
Ser
Leu
Ile
365
Ser
Gly
Arg
Glu
His

445
Ser

Val
Val
30

Ala
Ser
Ala
Gly
Ala
110
Pro
Gln
Ser
Ala
Ser
190
Leu
Phe
Gln
Gly
Cys
270
Arg
Glu
Met
Asn
Cys
350
Gln
Ala
Cys
Lys
Arg
430

Thr

Arg

Pro
15

Gln
Lys
Ala
Leu
Leu
95

Pro
Pro
Glu
Ala
Cys
175
Gly
Glu
Asp
Phe
Ser
255
His
Thr
Cys
Ala
His
335
Gly
Asp
Ser
Asn
His
415
Arg

Gly

Ser

Glu
Gln
Ser
Ser
Leu
80

Pro
Pro
Ala
Pro
Phe
160
Arg
Gln
Ser
Gly
Pro
240
Leu
Thr
Pro
Met
Ala
320
Gly
Ala
Val
Glu
Lys
400
Thr
Phe

Val

Asp



ES 2 858 248 T3

10

450 455 460
His Leu Lys Thr His Thr Arg Thr His Thr Gly Lys Thr Ser Glu Lys
465 470 475 480
Pro Phe Ser Cys Arg Trp His Ser Cys Gln Lys Lys Phe Ala Arg Ser
485 490 495
Asp Glu Leu Val Arg His His Asn Met His Gln Arg Asn Met Thr Lys
500 505 510
Leu Gln Leu Ala Leu
515
<210> 23
<211> 2126
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 23
gccaggctet ccacccccac ttcccaattg aggaaaccga ggcagaggag gctcagagag 60
ctaccggtgg acccacggtg cctececctece tgggatctac acagaccatg geccttgecaa 120
cggctecgace cctgttgggg tcctgtggga ccceccgecect cggcagectce ctgttectge 180
tcttcageet cggatgggtg cagccctecga ggaccctgge tggagagaca gggcaggagg 240
ctgcgecect ggacggagtc ctggccaacce cacctaacat ttccagectce teccectegece 300
aactccettgg cttececegtgt geggaggtgt ccggectgag cacggagegt gtceccgggage 360
tggectgtgge cttggcacag aagaatgtca agctctcaac agagcagetg cgectgtcectgg 420
ctcaccgget ctctgagece cccgaggace tggacgeccect cccattggac ctgetgetat 480
tcctcaacece agatgegttce tcggggccce aggectgcac cegtttette tcecccegeatca 540
cgaaggccaa tgtggacctg ctcccgaggg gggctcccga gcgacagegg ctgetgectg 600
cggctetgge ctgetggggt gtgegggggt ctcetgetgag cgaggectgat gtgegggetce 660
tgggaggccet ggcttgegac ctgectggge getttgtgge cgagtcggee gaagtgetge 720
tacccecgget ggtgagetge ccgggacccce tggaccagga ccagcaggag gcagccaggg 780
cggctetgeca gggeggggga cccccctacg geccccegte gacatggtcet gtcectceccacga 840
tggacgctct gecggggcectg ctgeccegtge tgggccagece catcatccge agcatcccge 900
agggcatcgt ggccgegtgg cggcaacgcet cctetecggga cccatcecctgg cggcagectg 960
aacggaccat cctcecggeecg cggtteccgge gggaagtgga gaagacagcc tgtcecttceag 1020
gcaagaaggc ccgcgagata gacgagagcc tcatcttcta caagaagtgg gagctggaag 1080
cctgegtgga tgeggeccctg ctggccacce agatggaccg cgtgaacgcec atccccttceca 1140
cctacgagca gctggacgtc ctaaagcata aactggatga gctctaccca caaggttacce 1200
ccgagtctgt gatccagcac ctgggctacce tcttcecctcaa gatgageccct gaggacattce 1260
gcaagtggaa tgtgacgtcc ctggagaccc tgaaggcttt gecttgaagtc aacaaagggce 1320
acgaaatgag tcctcaggtg gccaccctga tcgaccgett tgtgaaggga aggggccage 1380
tagacaaaga caccctagac accctgaccg ccttctacce tgggtacctg tgctccctcea 1440
gcececgagga gctgagcetcecce gtgeccecccca gcagecatctg ggeggtcagg ccccaggacce 1500
tggacacgtg tgacccaagg cagctggacg tcctctatce caaggecccecge cttgetttece 1560
agaacatgaa cgggtccgaa tacttcgtga agatccagtc cttcctgggt ggggccccca 1620
cggaggattt gaaggcgctc agtcagcaga atgtgagcat ggacttggcce acgttcatga 1680
agctgcggac ggatgeggtg ctgcecgttga ctgtggctga ggtgcagaaa cttctgggac 1740
cccacgtgga gggcctgaag gcggaggagc ggcaccgcecce ggtgegggac tggatcctac 1800
ggcagcggca ggacgacctg gacacgctgg ggctgggget acagggcggce atccccaacg 1860
gctacctggt cctagacctcec agcatgcaag aggceccectcete ggggacgcecce tgcecctcectag 1920
gacctggacc tgttctcacc gtcctggcac tgectectage ctccaccectg gectgaggge 1980
cccactcecet tgetggeccee agecetgetg gggatcceceg cectggeccagg agcaggcacg 2040
ggtggtccee gttccaccee aagagaactc gegectcagta aacgggaaca tgcccccetge 2100
agacacgtaa aaaaaaaaaa aaaaaa 2126
<210> 24
<211> 622
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 24
Met Ala Leu Pro Thr Ala Arg Pro Leu Leu Gly Ser Cys Gly Thr Pro
1 5 10 15
Ala Leu Gly Ser Leu Leu Phe Leu Leu Phe Ser Leu Gly Trp Val Gln
20 25 30

46



Pro
Asp
Gln
65

Arg
Ser
Glu
Asp
Thr
145
Arg
Leu
Pro
Val
Ala
225
Ser
Gln
Gln
Leu
Gly
305
Trp
Asp
Lys
Ile
Arg
385
Val
Arg
Leu
Leu
Leu
465
Arg
Gln
Gln

Asp

Ser
Gly
50

Leu
val
Thr
Asp
Ala
130
Lys
Leu
Ser
Gly
Ser
210
Ala
vVal
Pro
Arg
Arg
290
Lys
Glu
Arg
His
Gln
370
Lys
Asn
Phe
Thr
Ser
450
Asp
Leu
Ser

Gln

Ala

Arg
35

val
Leu
Arg
Glu
Leu
115
Phe
Ala
Leu
Glu
Arg
195
Cys
Leu
Ser
Ile
Ser
275
Pro
Lys
Leu
val
Lys

355
His

Trp
Lys
Val
Ala
435
Ser
Thr
Ala
Phe
Asn

515
Val

Thr
Leu
Gly
Glu
Gln
100
Asp
Ser
Asn
Pro
Ala
180
Phe
Pro
Gln
Thr
Ile
260
Ser
Arg
Ala
Glu
Asn
340
Leu
Leu
Asn
Gly
Lys
420
Phe
val
Cys
Phe
Leu
500
val

Leu

Leu
Ala
Phe
Leu
85

Leu
Ala
Gly
Val
Ala
165
Asp
Val
Gly
Gly
Met
245
Arg
Arg
Phe
Arg
Ala
325
Ala
Asp
Gly
Val
His
405
Gly
Tyr
Pro
Asp
Gln
485
Gly

Ser

Pro

ES 2 858 248 T3

Ala
Asn
Pro
70

Ala
Arg
Leu
Pro
Asp
150
Ala
Val
Ala
Pro
Gly
230
Asp
Ser
Asp
Arg
Glu
310
Cys
Ile
Glu
Tyr
Thr
390
Glu
Arg
Pro
Pro
Pro
470
Asn
Gly
Met

Leu

Gly
Pro
55

Cys
Val
Cys
Pro
Gln
135
Leu
Leu
Arg
Glu
Leu
215
Gly
Ala
Ile
Pro
Arg
295
Ile
Val
Pro
Leu
Leu
375
Ser
Met
Gly
Gly
Ser
455
Arg
Met
Ala
Asp

Thr

Glu
40

Pro
Ala
Ala
Leu
Leu
120
Ala
Leu
Ala
Ala
Ser
200
Asp
Pro
Leu
Pro
Ser
280
Glu
Asp
Asp
Phe
Tyr
360
Phe
Leu
Ser
Gln
Tyr
440
Ser
Gln
Asn
Pro
Leu

520
vVal

47

Thr
Asn
Glu
Leu
Ala
105
Asp
Cys
Pro
Cys
Leu
185
Ala
Gln
Pro
Arg
Gln
265
Trp
val
Glu
Ala
Thr
345
Pro
Leu
Glu
Pro
Leu
425
Leu
Ile
Leu
Gly
Thr
505
Ala

Ala

Gly
Ile
Val
Ala
90

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

Glu

Gln
Ser
Ser
75

Gln
Arg
Leu
Arg
Gly
155
Gly
Gly
val
Gln
Gly
235
Leu
Ile
Gln
Lys
Leu
315
Leu
Glu
Gly
Met
Leu
395
Val
Lys
Ser
Ala
val
475
Glu
Asp
Phe

Val

Glu
Ser
60

Gly
Lys
Leu
Leu
Phe
140
Ala
val
Leu
Leu
Gln
220
Pro
Leu
Val
Pro
Thr
300
Ile
Leu
Gln
Tyr
Ser
380
Lys
Ala
Asp
Leu
val
460
Leu
Tyr
Leu

Met

Gln

Ala
45

Leu
Leu
Asn
Ser
Phe
125
Phe
Pro
Arg
Ala
Leu
205
Glu
Pro
Pro
Ala
Glu
285
Ala
Phe
Ala
Leu
Pro
365
Pro
Ala
Thr
Thr
Ser
445
Arg
Tyr
Phe
Lys
Lys

525
Lys

Ala
Ser
Ser
Val
Glu
110
Leu
Ser
Glu
Gly
Cys
190
Pro
Ala
Ser
val
Ala
270
Arg
Cys
Tyr
Thr
Asp
350
Glu
Glu
Leu
Leu
Leu
430
Pro
Pro
Pro
Val
Ala
510

Leu

Leu

Pro
Pro
Thr
Lys
95

Pro
Asn
Arg
Arg
Ser
175
Asp
Arg
Ala
Thr
Leu
255
Trp
Thr
Pro
Lys
Gln
335
Val
Ser
Asp
Leu
Ile
415
Asp
Glu
Gln
Lys
Lys
495
Leu

Arg

Leu

Leu
Arg
Glu
80

Leu
Pro
Pro
Ile
Gln
160
Leu
Leu
Leu
Arg
Trp
240
Gly
Arg
Ile
Ser
Lys
320
Met
Leu
Val
Ile
Glu
400
Asp
Thr
Glu
Asp
Ala
480
Ile
Ser

Thr

Gly
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15
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530
His

535

Val Glu Leu Lys Ala Glu Glu

550

Gln Arg Gln Asp Asp
570
Tyr

Pro
545
Asp

Gly

Trp Ile Leu Arg

565

Gly Leu Gln Gly Gly Ile Pro Asn

580

Glu Ala
595

Thr Val

Gly
585
Met Gln Thr Pro
600

Leu

Leu Ser Gly Cys

val Leu Ala Leu Leu Ala

615

Leu
610

<210> 25

<211> 2187

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 25

tgccaggcetce
cacgcactcc
gctacecggtg
acggctcgac
ctcttcagee
gctgegecce
caactccttg
ctggctgtgg
gctcaccgge
ttcctcaacce
acgaaggcca
gcggctetgg

ctgggaggcc
ctacccegge

gcggctetge
atggacgctc
cagggcatcg
gaacggacca
ggcaagaagg
gcctgegtgg
acctacgagce
cccgagtetg
cgcaagtgga
cacgaaatga
ctagacaaag
agccccgagg
ctggacacgt
cagaacatga
acggaggatt
aagctgcgga
ccccacgtgg
cggcagcggce
ggctacctgg
ggacctggac
ccccactcecee

gggtggtcce
cagacacgta

tccacccceca
tctttetgee
gacccacggt
ccctgttggg
tcggatgggt
tggacggagt
gcttececegtg
ccttggcaca
tctctgagece
cagatgcgtt
atgtggacct
cctgetgggg
tggcttgega
tggtgagctg
agggcggggyg
tgcggggect
tggccegegtyg
tcecteecggee
cccgegagat
atgcggcecect
agctggacgt
tgatccagca
atgtgacgtc
gtcctcaggt
acaccctaga
agctgagctce
gtgacccaag
acgggtccga
tgaaggcgcet
cggatgcggt
agggcctgaa
aggacgacct
tcctagacct
ctgttctcac
ttgectggece
cgttccacce
aaaaaaaaaa

cttcccaatt
tggccggceca
gccteectee
gtcctgtggg
gcagcccteg
cctggeccaac
tgcggaggtyg
gaagaatgtc
cceccgaggac
ctcggggece
gctcececgagg
tgtgcggggg
cctgectggg
ccecgggaccece
acccccctac
gctgeceegtg
gcggcaacgce
gcggttcegg
agacgagagc
gctggecace
cctaaagcat
cctgggcetac
cctggagacc
ggccacccetg
caccctgacce
cgtgcccece
gcagctggac
atacttcgtg
cagtcagcag
gctgecegttg
ggcggaggag
ggacacgctg
cagcatgcaa
cgtectggea
cagccctget
caagagaact
aaaaaaa

gaggaaaccg
cteceegtetg
ctgggatcta
acccccgece
aggaccctgg
ccacctaaca
tccggectga
aagctctcaa
ctggacgccce
caggcctgca
ggggctcceg
tctectgetga
cgectttgtgg
ctggaccagg
ggccceceegt
ctgggccage
tecectecteggg
cgggaagtgg
ctcatcttct
cagatggacc
aaactggatg
ctcttcctcea
ctgaaggctt
atcgaccgcet
gccttectace
agcagcatct
gtcctctate
aagatccagt
aatgtgagca
actgtggctg
cggcaccgcce
gggctgggge
gaggccctct
ctgctectag
ggggatcccce
cgecgetcagt

<210> 26

<211> 622

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

48

540
Arg His
555

Leu Asp

Arg
Thr

Leu Val Leu

Leu Leu Gly
605
Thr Leu

620

Ser

aggcagagga
ctgtgacgceg
cacagaccat
tcggcagect
ctggagagac
tttccagect
gcacggagcg
cagagcagct
tcccattgga
ccegtttett
agcgacagcg
gcgaggctga
ccgagtegge
accagcagga
cgacatggtc
ccatcatccg
acccatccetg
agaagacagc
acaagaagtg
gcgtgaacge
agctctaccc
agatgagccc
tgcttgaagt
ttgtgaaggg
ctgggtacct
gggcggtcag
ccaaggcccg
ccttectggg
tggacttggce
aggtgcagaa
cggtgcggga
tacagggcgg

cggggacgcc
cctecaccecet

gcctggecag
aaacgggaac

Pro Val Arg
560

Gly Leu

575

Leu Ser

Leu

Asp
590
Pro Gly Pro

Ala

ggctcagege
cggacagaga
ggccettgeca
cctgttectg
agggcaggag
ctcecectege
tgtccgggag
gcgetgtcetg
cctgetgeta
ctcecgeatce
gctgctgect
tgtgcggget
cgaagtgctg
ggcagccagg
tgtctccacg
cagcatccceg
gcggcagcect
ctgtcctteca
ggagctggaa
catcccctte
acaaggttac
tgaggacatt
caacaaaggg
aaggggccag
gtgctcecte
gccccaggac
ccttgettte
tggggccecce
cacgttcatg
acttctggga
ctggatccta
catccccaac
ctgecctcecta
ggcctgaggg
gagcaggcac
atgccceccectg

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
2187
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Met Ala Leu Pro Thr Ala Arg Pro Leu Leu Gly Ser Cys Gly Thr

1
Ala

Pro
Asp
Gln
65

Arg
Ser
Glu
Asp
Thr
145
Arg
Leu
Pro
Val
Ala
225
Ser
Gln
Gln
Leu
Gly
305
Trp
Asp
Lys
Ile
Arg
385
vVal
Arg
Leu
Leu
Leu
465

Arg

Gln

Leu
Ser
Gly
50

Leu
Val
Thr
Asp
Ala
130
Lys
Leu
Ser
Gly
Ser
210
Ala
Val
Pro
Arg
Arg
290
Lys
Glu
Arg
His
Gln
370
Lys
Asn
Phe
Thr
Ser
450
Asp

Leu

Ser

Gly
Arg
35

Val
Leu
Arg
Glu
Leu
115
Phe
Ala
Leu
Glu
Arg
195
Cys
Leu
Ser
Ile
Ser
275
Pro
Lys
Leu
Val
Lys
355
His
Trp
Lys
Val
Ala
435
Ser
Thr

Ala

Phe

Ser
20

Thr
Leu
Gly
Glu
Gln
100
Asp
Ser
Asn
Pro
Ala
180
Phe
Pro
Gln
Thr
Ile
260
Ser
Arg
Ala
Glu
Asn
340
Leu
Leu
Asn
Gly
Lys
420
Phe
Val
Cys

Phe

Leu
500

5
Leu

Leu
Ala
Phe
Leu
85

Leu
Ala
Gly
Val
Ala
165
Asp
vVal
Gly
Gly
Met
245
Arg
Arg
Phe
Arg
Ala
325
Ala
Asp
Gly
Val
His
405
Gly
Tyr
Pro
Asp
Gln

485
Gly

Leu
Ala
Asn
Pro
70

Ala
Arg
Leu
Pro
Asp
150
Ala
Val
Ala
Pro
Gly
230
Asp
Ser
Asp
Arg
Glu
310
Cys
Ile
Glu
Tyr
Thr
390
Glu
Arg
Pro
Pro
Pro
470

Asn

Gly

Phe
Gly
Pro
55

Cys
Val
Cys
Pro
Gln
135
Leu
Leu
Arg
Glu
Leu
215
Gly
Ala
Ile
Pro
Arg
295
Ile
Val
Pro
Leu
Leu
375
Ser
Met
Gly
Gly
Ser
455
Arg

Met

Ala

Leu
Glu
40

Pro
Ala
Ala
Leu
Leu
120
Ala
Leu
Ala
Ala
Ser
200
Asp
Pro
Leu
Pro
Ser
280
Glu
Asp
Asp
Phe
Tyr
360
Phe
Leu
Ser
Gln
Tyr
440
Ser
Gln

Asn

Pro

49

Leu
25

Thr
Asn
Glu
Leu
Ala
105
Asp
Cys
Pro
Cys
Leu
185
Ala
Gln
Pro
Arg
Gln
265
Trp
Val
Glu
Ala
Thr
345
Pro
Leu
Glu
Pro
Leu
425
Leu
Ile
Leu

Gly

Thr
505

10
Phe

Gly
Ile
Val
Ala
90

His
Leu
Thr
Arg
Trp
170
Gly
Glu
Asp
Tyr
Gly
250
Gly
Arg
Glu
Ser
Ala
330
Tyr
Gln
Lys
Thr
Gln
410
Asp
Cys
Trp
Asp
Ser

490
Glu

Ser
Gln
Ser
Ser
75

Gln
Arg
Leu
Arg
Gly
155
Gly
Gly
vVal
Gln
Gly
235
Leu
Ile
Gln
Lys
Leu
315
Leu
Glu
Gly
Met
Leu
395
Val
Lys
Ser
Ala
Val
475

Glu

Asp

Leu
Glu
Ser
60

Gly
Lys
Leu
Leu
Phe
140
Ala
Val
Leu
Leu
Gln
220
Pro
Leu
Val
Pro
Thr
300
Ile
Leu
Gln
Tyr
Ser
380
Lys
Ala
Asp
Leu
Val
460
Leu

Tyr

Leu

Gly
Ala
45

Leu
Leu
Asn
Ser
Phe
125
Phe
Pro
Arg
Ala
Leu
205
Glu
Pro
Pro
Ala
Glu
285
Ala
Phe
Ala
Leu
Pro
365
Pro
Ala
Thr
Thr
Ser
445
Arg
Tyr

Phe

Lys

Trp
30

Ala
Ser
Ser
Val
Glu
110
Leu
Ser
Glu
Gly
Cys
190
Pro
Ala
Ser
Val
Ala
270
Arg
Cys
Tyr
Thr
Asp
350
Glu
Glu
Leu
Leu
Leu
430
Pro
Pro
Pro

val

Ala
510

15
Val

Pro
Pro
Thr
Lys
95

Pro
Asn
Arg
Arg
Ser
175
Asp
Arg
Ala
Thr
Leu
255
Trp
Thr
Pro
Lys
Gln
335
val
Ser
Asp
Leu
Ile
415
Asp
Glu
Gln
Lys
Lys

495
Leu

Pro

Gln
Leu
Arg
Glu
80

Leu
Pro
Pro
Ile
Gln
160
Leu
Leu
Leu
Arg
Trp
240
Gly
Arg
Ile
Ser
Lys
320
Met
Leu
Val
Ile
Glu
400
Asp
Thr
Glu
Asp
Ala
480

Ile

Ser
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Gln Gln Asn Val Ser Met Asp Leu Ala Thr Phe Met Lys Leu Arg Thr
515 520 525
Asp Ala Val Leu Pro Leu Thr Val Ala Glu Val Gln Lys Leu Leu Gly
530 535 540
Pro His Val Glu Gly Leu Lys Ala Glu Glu Arg His Arg Pro Val Arg
545 550 555 560
Asp Trp Ile Leu Arg Gln Arg Gln Asp Asp Leu Asp Thr Leu Gly Leu
565 570 575
Gly Leu Gln Gly Gly TIle Pro Asn Gly Tyr Leu Val Leu Asp Leu Ser
580 585 590
Met Gln Glu Ala Leu Ser Gly Thr Pro Cys Leu Leu Gly Pro Gly Pro
595 600 605
Val Leu Thr Val Leu Ala Leu Leu Leu Ala Ser Thr Leu Ala
610 615 620
<210> 27
<211> 2154
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 27
cgccacgcac tcctetttet gectggecgg ccactececegt ctgetgtgac gegeggacag 60
agagctaccg gtggacccac ggtgcctcce tcecctgggat ctacacagac catggecttg 120
ccaacggctce gacccctgtt ggggtcctgt gggaccceceg ceccteggcag cctectgtte 180
ctgectettca gectecggatg ggtgcagece tcgaggacce tggectggaga gacagggcag 240
gaggctgege ccctggacgg agtcctggec aacccaccta acatttccag cctetceccect 300
cgccaactce ttggecttcce gtgtgeggag gtgtcecggee tgagcacgga gegtgtcecgg 360
gagctggctg tggecttgge acagaagaat gtcaagcectcect caacagagca gctgegetgt 420
ctggctcace ggctctctga gecccececcgag gacctggacg ccctcecccatt ggacctgetg 480
ctattcctca acccagatgce gttectegggg ccccaggect gecaccegttt cttetecege 540
atcacgaagg ccaatgtgga cctgctceeceg aggggggetce ccgagcecgaca geggcetgetg 600
cctgeggete tggectgetg gggtgtgegg gggtctcectge tgagegagge tgatgtgegg 660
gctctgggag gcctggettg cgacectgect gggegetttg tggecgagte ggeccgaagtg 720
ctgctaccece ggectggtgag ctgccecggga cccctggace aggaccagca ggaggcagcce 780
agggcggcte tgcagggcgg gggacccccece tacggecccee cgtcecgacatg gtcetgtetec 840
acgatggacg ctctgecgggg cctgcetgece gtgetgggee ageccatcat ccgcagcecatce 900
ccgcagggca tcgtggececge gtggecggcaa cgectcecctcecte gggacccatc ctggeggeag 960
cctgaacgga ccatcctcecg gecgeggtte cggegggaag tggagaagac agcecctgtect 1020
tcaggcaaga aggcccgcga gatagacgag agcecctcatct tctacaagaa gtgggagetg 1080
gaagcctgeg tggatgcgge cctgectggec acccagatgg accgegtgaa cgccatcccce 1140
ttcacctacg agcagctgga cgtcctaaag cataaactgg atgagctcta cccacaaggt 1200
taccccgagt ctgtgatcca gecacectggge tacctcecttece tcaagatgag cecctgaggac 1260
attcgcaagt ggaatgtgac gtccctggag accctgaagg ctttgettga agtcaacaaa 1320
gggcacgaaa tgagtcctca ggctecectegg cggecccctee cacaggtgge caccctgatce 1380
gaccgcetttg tgaagggaag gggccagcta gacaaagaca ccctagacac cctgaccgece 1440
ttctaccctg ggtacctgtg ctececectcage cccgaggage tgagetecegt gecccccage 1500
agcatctggg cggtcaggcce ccaggacctg gacacgtgtg acccaaggca gctggacgtce 1560
ctctatccca aggcccgect tgectttccag aacatgaacg ggtccgaata cttegtgaag 1620
atccagtcct tcctgggtgg ggcccccacg gaggatttga aggecgectcag tcagcagaat 1680
gtgagcatgg acttggccac gttcatgaag ctgcggacgg atgecggtget gecgttgact 1740
gtggctgagg tgcagaaact tctgggacce cacgtggagg gcctgaagge ggaggagcegg 1800
caccgeecegg tgegggactg gatcctacgg cageggcagg acgacctgga cacgctgggg 1860
ctggggectac agggcggcat ccccaacggce tacctggtcee tagacctcag catgcaagag 1920
gcecctectegg ggacgeccctg cctectagga cctggacctg ttcectcacegt cectggeactg 1980
ctcctageect ccaccectgge ctgagggccce cactcceettg ctggecccag ccctgetggg 2040
gatcccegee tggeccaggag caggcacggg tggtcccegt tccaccccaa gagaactcege 2100
gctcagtaaa cgggaacatg ccccctgcag acacgtaaaa aaaaaaaaaa aaaa 2154
<210> 28
<211> 630
<212> PRT

<213> Homo sapiens

50



<400> 28

Met
Ala
Pro
Asp
Gln
65

Arg
Ser
Glu
Asp
Thr
145
Arg
Leu
Pro
val
Ala
225
Ser
Gln
Gln
Leu
Gly
305
Trp
Asp
Lys
Ile
Arg
385
Val
Pro
Leu
Leu
Ile

465
Leu

Ala
Leu
Ser
Gly
Leu
Val
Thr
Asp
Ala
130
Lys
Leu
Ser
Gly
Ser
210
Ala
Val
Pro
Arg
Arg
290
Lys
Glu
Arg
His
Gln
370
Lys
Asn
Gln
Asp
Cys
450

Trp

Asp

Leu
Gly
Arg
val
Leu
Arg
Glu
Leu
115
Phe
Ala
Leu
Glu
Arg
195
Cys
Leu
Ser
Ile
Ser
275
Pro
Lys
Leu
val
Lys
355
His
Trp
Lys
val
Lys
435
Ser

Ala

val

Pro
Ser
20

Thr
Leu
Gly
Glu
Gln
100
Asp
Ser
Asn
Pro
Ala
180
Phe
Pro
Gln
Thr
Ile
260
Ser
Arg
Ala
Glu
Asn
340
Leu
Leu
Asn
Gly
Ala
420
Asp
Leu

val

Leu

Thr
Leu
Leu
Ala
Phe
Leu
Leu
Ala
Gly
Val
Ala
165
Asp
Val
Gly
Gly
Met
245
Arg
Arg
Phe
Arg
Ala
325
Ala
Asp
Gly
Val
His
405
Thr
Thr
Ser

Arg

Tyr
485

ES 2 858 248 T3

Ala
Leu
Ala
Asn
Pro
70

Ala
Arg
Leu
Pro
Asp
150
Ala
val
Ala
Pro
Gly
230
Asp
Ser
Asp
Arg
Glu
310
Cys
Ile
Glu
Tyr
Thr
390
Glu
Leu
Leu
Pro
Pro

470
Pro

Arg
Phe
Gly
Pro
55

Cys
vVal
Cys
Pro
Gln
135
Leu
Leu
Arg
Glu
Leu
215
Gly
Ala
Ile
Pro
Arg
295
Ile
Val
Pro
Leu
Leu
375
Ser
Met
Ile
Asp
Glu
455
Gln

Lys

Pro Leu

Leu Leu
25

Glu Thr

40

Pro Asn

Ala Glu
Ala Leu

Leu Ala
105

Leu Asp

120

Ala Cys

Leu Pro
Ala Cys

Ala Leu
185

Ser Ala

200

Asp Gln

Pro Pro
Leu Arg
Pro Gln
265
Ser Trp
280
Glu Val
Asp Glu
Asp Ala
Phe Thr
345
Tyr Pro
360
Phe Leu
Leu Glu
Ser Pro
Asp Arg
425
Thr Leu
440
Glu Leu
Asp Leu

Ala Arg

51

Leu
10

Phe
Gly
Ile
val
Ala
His
Leu
Thr
Arg
Trp
170
Gly
Glu
Asp
Tyr
Gly
250
Gly
Arg
Glu
Ser
Ala
330
Tyr
Gln
Lys
Thr
Gln
410
Phe
Thr
Ser

Asp

Leu
490

Gly
Ser
Gln
Ser
Ser
75

Gln
Arg
Leu
Arg
Gly
155
Gly
Gly
Val
Gln
Gly
235
Leu
Ile
Gln
Lys
Leu
315
Leu
Glu
Gly
Met
Leu
395
Ala
val
Ala
Ser
Thr

475
Ala

Ser
Leu
Glu
Ser
Gly
Lys
Leu
Leu
Phe
140
Ala
val
Leu
Leu
Gln
220
Pro
Leu
Vval
Pro
Thr
300
Ile
Leu
Gln
Tyr
Ser
380
Lys
Pro
Lys
Phe
vVal
460
Cys

Phe

Cys
Gly
Ala
45

Leu
Leu
Asn
Ser
Phe
125
Phe
Pro
Arg
Ala
Leu
205
Glu
Pro
Pro
Ala
Glu
285
Ala
Phe
Ala
Leu
Pro
365
Pro
Ala
Arg
Gly
Tyr
445
Pro

Asp

Gln

Gly
Trp
Ala
Ser
Ser
Val
Glu
110
Leu
Ser
Glu
Gly
Cys
190
Pro
Ala
Ser
Val
Ala
270
Arg
Cys
Tyr
Thr
Asp
350
Glu
Glu
Leu
Arg
Arg
430
Pro
Pro

Pro

Asn

Thr
15

val
Pro
Pro
Thr
Lys
95

Pro
Asn
Arg
Arg
Ser
175
Asp
Arg
Ala
Thr
Leu
255
Trp
Thr
Pro
Lys
Gln
335
val
Ser
Asp
Leu
Pro
415
Gly
Gly
Ser

Arg

Met
495

Pro
Gln
Leu
Arg
Glu
Leu
Pro
Pro
Ile
Gln
160
Leu
Leu
Leu
Arg
Trp
240
Gly
Arg
Ile
Ser
Lys
320
Met
Leu
Val
Ile
Glu
400
Leu
Gln
Tyr
Ser
Gln

480
Asn
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Gly
Thr
Ala
Ala
545
Glu
Asp
Gly

Pro

Leu
625

<210> 29
<211> 2135
<212> DNA

Ser
Glu
Thr
530
Glu
Glu
Asp
Tyr
Cys

610
Ala

Glu
Asp
515
Phe
Val
Arg
Leu
Leu
595

Leu

Ser

<213> Mus musculus

<400> 29

Tyr
500
Leu
Met
Gln
His
Asp
580
Val

Leu

Thr

Phe
Lys
Lys
Lys
Arg
565
Thr
Leu

Gly

Leu

ES 2 858 248 T3

Val
Ala
Leu
Leu
550
Pro
Leu
Asp

Pro

Ala
630

Lys
Leu
Arg
535
Leu
Val
Gly

Leu

Gly
615

Ile Gln
505
Ser Gln
520
Thr Asp

Gly Pro

Arg Asp

Leu Gly
585
Ser Met
600

Pro Val

Ser Phe Leu

Gln Asn Val

Ala Val Leu
540
Val Glu
555

Ile

His
Trp Leu
570
Leu

Gln Gly

Gln Glu Ala

Thr Val

620

Leu

Gly
Ser
525
Pro
Gly
Arg
Gly
Leu

605
Leu

Gly
510
Met
Leu
Leu
Gln
Ile
590

Ser

Ala

Ala
Asp
Thr
Lys
Arg
575
Pro

Gly

Leu

ggacagctge
gaggggtggg
acagctcgac
cttctectta
gaggccacac
ctctttettg
ctggctatgg
gcacgtcgcecce
ctgctettece
ctcatctcta
ctgatggagg
cgggctcteg
gttctectee
gtcagggagg
tccaccectgg
atccccaagg
gggtctaagce
cctccaggga
ctggaggctt
cccttecaccet
ggctatcctg
gacatccacc
aaaggacaaa
ggccagctgg
gacttcagcce
caagacctgg
gccttceccaga
gcctecegtga
ttcaagaggc
ctggggccaa
ctgtteecgge
cccaatggcet
ctcecttggge
agctgagacc
ggagtgggta
catatgctcc

tttcececagge
acaagtgggg
ccetgetggg
gtcttgggtg
tcctecatge
gcctcacatg
ctgtaagaca
ttcctaggceca
tcaacccage
aagccaatgt
ctctgaagtg
gaggcctgge
cctggetgge
ttctgaggag
atgcecctgeca
atgtcaaagc
tgaccgtcat
aggagcccta
gtgtagatgg
atgagcagct
agtccctgat
agtggaatgt
agatgaatgc
acgaggatat
cccaggatct
acaagtgcag
atgtgagcgg
aggacctgcg
tgcaggtgga
acattgtgga
agcatcagaa
acctggtcct
caggatttgt
accaccctge

ccaggggtca
cttgaaaaaa

ccaaaagccc
acctcagagt
gtcctgtgga
gataccacgt
tgtgaacggt
tgaggaggta
gaagaacatt
cctcaccgac
catgtttcca
ggatgtactc
ccagggcgtg
ctgtgacctg
aggatgccaa
tggaagaacc
gagcttggta
tgaatggctg
acacccaagg
caaggtggat
caccatgctg
cagtatcttt
ccagcagctg
gacctcacca
tcaggcgatt
ggtaaaagcc
gcactcggta
ccagaggcat
cctagaatac
ggccctecage
ttcecectggtg
cctgaagacc
agacctagac
ggacttcaat
attaatatgg
aaggctcctg
ttgccaaagt
aaaaaaaaaa

cttegttgte
cattgttatc
agtcccatct
ctgcagaccce
gccgcetgact
tctgacctga
acactccggg
gaggaactga
gggcaacagg
ccacggaggt
tatggatttc
cctgggaaat
ggacccctgg
caatatggcc
gcagtgttgg
caacacatct
ttcecgacggg
gaagacctca
gccagacaaa
aagcacaaac
ggtcacttct
gacacagtga
gcettggtceg
ctgggcgaca
ccctcecagtg
ctgggtctce
tttgagaaaa
cagcacaatg
gggctgagtg
gaggaggata
aggctgggtt
gtccgagagg
attccagctce
gtcccagete
ttgaggactc
aaaaa

52

tccaaacagt
cacagaccat
gcagccgaag
agactacaaa
ttgccagtct
gcatggaaca
gacatcagct
atgctcttcece
cttgtgccca
ctctggageg
aagtgagtga
ttgtggccag
accagagcca
ccccatcgaa
atgagtccat
ccagagaccc
atgcagaaca
tcttctacca
tggaccttgt
tggacaagac
tcagatatgt
aaactctgcet
cctgectatet
tccegttaag
tcatgtggcect
tctaccagaa
tcaagacatt
tgagcatgga
tggctgaggt
aaagccctgt
tgggacttca
ccttcetcecag
tgctcccage
tactggggcce
ttgaactcaa

ggtgtgggtt
ggccttgecca
cttectactg
gacaagccag
ccccacaggce
agccaagggg
gegttgtetg
actggacctg
cttcttetee
ccagaggctg
ggcagatgtg
atcttccgaa
ggaaaaggca
gtggtcagtc
cgtccagage
ctccaggcetg
gaaagcctge
gaattgggag
gaacgagatt
ctacccacaa
tagccctgaa
caaagtcagc
tcggggagga
ctatctatgt
ggttgggcce
ggcctgctca
cctgggtggg
catagccact
acagaaactt
ccgtgactgg
gggtggcatc
cagagcctca
tttaaggctg
ctcttgacca
taaacagtgg

Pro

Leu

Val

Ala
560
Gln

Asn

Thr

Leu

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2135



<210> 30
<211> 625
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 30

Met
Ile
Pro
Leu
Leu
65

Gln
Arg
Thr
Asn
Leu
145
Arg
Phe
Asp
Trp
Val
225
Lys
Leu
Trp
Thr
Pro
305
Gln
Gln
Ile
Ser
Asp
385
Leu
Val
Lys

Gln

Ala
Cys
Arg
His
50

Phe
Ala
Gly
Asp
Pro
130
Ile
Gln
Gln
Leu
Leu
210
Arg
Trp
Asp
Leu
Val
290
Pro
Asn
Met
Phe
Leu
370
Ile
Lys
Ala

Ala

Asp
450

Leu
Ser
Leu
35

Ala
Leu
Lys
His
Glu
115
Ala
Ser
Arg
Vval
Pro
195
Ala
Glu
Ser
Glu
Gln
275
Ile
Gly
Trp
Asp
Lys
355
Ile
His
Val
Cys
Leu

435
Leu

Pro
Arg
20

Gln
Val
Gly
Gly
Gln
100
Glu
Met
Lys
Leu
Ser
180
Gly
Gly
val
Vval
Ser
260
His
His
Lys
Glu
Leu
340
His
Gln
Gln
Ser
Tyr
420
Gly

His

Thr
Ser
Thr
Asn
Leu
Leu
85

Leu
Leu
Phe
Ala
Leu
165
Glu
Lys
Cys
Leu
Ser
245
Ile
Ile
Pro
Glu
Leu
325
Val
Lys
Gln
Trp
Lys
405
Leu

Asp

Ser

ES 2 858 248 T3

Ala
Phe
Gln
Gly
Thr
70

Ala
Arg
Asn
Pro
Asn
150
Met
Ala
Phe
Gln
Arg
230
Thr
val
Ser
Arg
Pro
310
Glu
Asn
Leu
Leu
Asn
390
Gly
Arg

Ile

vVal

Arg
Leu
Thr
Ala
55

Cys
Met
Cys
Ala
Gly
135
Val
Glu
Asp
Val
Gly
215
Ser
Leu
Gln
Arg
Phe
295
Tyr
Ala
Glu
Asp
Gly
375
vVal
Gln
Gly

Pro

Pro
455

Pro Leu

Leu Leu
25

Thr Lys

40

Ala Asp

Glu Glu
Ala Val

Leu Ala
105

Leu Pro

120

Gln Gln

Asp Val
Ala Leu

Val Arg
185

Ala Arg

200

Pro Leu

Gly Arg
Asp Ala

Ser Ile
265

Asp Pro

280

Arg Arg

Lys Val
Cys Val

Ile Pro
345

Lys Thr

360

His Phe

Thr Ser
Lys Met
Gly Gly

425
Leu Ser

440
Ser Ser

53

Leu
10

Leu
Thr
Phe
val
Arg
90

Arg
Leu
Ala
Leu
Lys
170
Ala
Ser
Asp
Thr
Leu
250
Pro
Ser
Asp
Asp
Asp
330
Phe
Tyr
Phe
Pro
Asn
410
Gln
Tyr

Val

Gly
Leu
Ser
Ala
Ser
75

Gln
Arg
Asp
Cys
Pro
155
Cys
Leu
Ser
Gln
Gln
235
Gln
Lys
Arg
Ala
Glu
315
Gly
Thr
Pro
Arg
Asp
395
Ala
Leu

Leu

Met

Ser
Ser
Gln
Ser
60

Asp
Lys
Leu
Leu
Ala
140
Arg
Gln
Gly
Glu
Ser
220
Tyr
Ser
Asp
Leu
Glu
300
Asp
Thr
Tyr
Gln
Tyr
380
Thr
Gln
Asp
Cys

Trp
460

Cys
Leu
Glu
45

Leu
Leu
Asn
Pro
Leu
125
His
Arg
Gly
Gly
Val
205
Gln
Gly
Leu
Val
Gly
285
Gln
Leu
Met
Glu
Gly
365
Val
Val
Ala
Glu
Asp

445
Leu

Gly
Gly
30

Ala
Pro
Ser
Ile
Arg
110
Leu
Phe
Ser
Val
Leu
190
Leu
Glu
Pro
Val
Lys
270
Ser
Lys
Ile
Leu
Gln
350
Tyr
Ser
Lys
Ile
Asp
430
Phe

vVal

Ser
15

Trp
Thr
Thr
Met
Thr
95

His
Phe
Phe
Leu
Tyr
175
Ala
Leu
Lys
Pro
Ala
255
Ala
Lys
Ala
Phe
Ala
335
Leu
Pro
Pro
Thr
Ala
415
Met

Ser

Gly

Pro
Ile
Leu
Gly
Glu
80

Leu
Leu
Leu
Ser
Glu
160
Gly
Cys
Pro
Ala
Ser
240
Val
Glu
Leu
Cys
Tyr
320
Arg
Ser
Glu
Glu
Leu
400
Leu
val

Pro

Pro
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30
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40

Gln
465
Lys
Lys
Leu
Gln
Leu
545
Val
Gly
Phe

Gly

Ser
625

<210> 31
<211>9
<212> PRT

Asp
Ala
Ile
Ser
Val
530
Gly
Arg
Leu

Asn

Phe
610

Leu
Cys
Lys
Gln
515
Asp
Pro
Asp
Gly
Val

595
Val

Asp
Ser
Thr
500
His
Ser
Asn
Trp
Leu
580
Arg

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys
Ala
485
Phe
Asn
Leu
Ile
Leu
565
Gln
Glu

Ile

ES 2 858 248 T3

Cys
470
Phe
Leu
Val
Val
Val
550
Phe
Gly
Ala

Trp

<223> Péptido de mesotelina sintético

<400> 31

<210> 32
<211>15
<212> PRT

Ser
Gln
Gly
Ser
Gly
535
Asp
Arg
Gly
Phe

Ile
615

Gln
Asn
Gly
Met
520
Leu
Leu
Gln
Ile
Ser

600
Pro

Arg
Val
Ala
505
Asp
Ser
Lys
His
Pro
585

Ser

Ala

His
Ser
490
Ser
Ile
Val
Thr
Gln
570
Asn

Arg

Leu

Leu
475
Gly
Val
Ala
Ala
Glu
555
Lys
Gly
Ala

Leu

Gly
Leu
Lys
Thr
Glu
540
Glu
Asp
Tyr
Ser

Pro
620

Leu
Glu
Asp
Phe
525
Val
Asp
Leu
Leu
Leu

605
Ala

Gly Gln Lys Met Asn Ala Gln Ala Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Clon de péptido beta 3D de Mus musculus

<400> 32

Cys Ala Ser Ser Pro Gly Leu Gly Gly Ser Tyr Glu Gln Tyr Phe

1

<210> 33
<211> 45
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

1

5

5

<223> Clon de nucleétidos de beta 3D de Mus musculus

<400> 33

tgtgccagca geccctggact ggggggatcc tatgaacagt acttc

<210> 34
<211>15
<212> PRT

54

10

45

Leu
Tyr
Leu
510
Lys
Gln
Lys
Asp
Val
590

Leu

Leu

Tyr
Phe
495
Arg
Arg
Lys
Ser
Arg
575
Leu

Gly

Arg

15

Gln
480
Glu
Ala
Leu
Leu
Pro
560
Leu
Asp

Pro

Leu
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55

60

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 858 248 T3

<223> clon peptidico del clon n.° 1 de V beta 10 de Mus musculus

<400> 34

Cys Ala Ser Ser Gln Gly Leu Gly Ser Ser Tyr Glu Gln Tyr Phe

1

<210> 35

<211> 45

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> clon de nucledétidos del clon n.° 1 de V beta 10 de Mus musculus

<400> 35

tgtgccagca gccagggact ggggagctcc tatgaacagt acttc

<210> 36

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido del clon n.° 2 de V beta 10 de Mus musculus

<400> 36

5

10

45

15

Cys Ala Ser Ser Tyr Ile Leu Gly Ala Tyr Glu Gln Tyr Phe

1

<210> 37

<211> 42

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> nucledtido del clon n.° 2 de V beta 10 de Mus musculus

<400> 37

tgtgccagca gctatatact gggggcctat gaacagtact tc

<210> 38

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido del clon n.° 3 de V beta 10 de Mus musculus

<400> 38

5

10

42

Cys Ala Ser Ser Ser Trp Thr Val Tyr Glu Gln Tyr Phe

1

<210> 39

<211> 39

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

5

55

10
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<223> nucledtido del clon n.° 3 de V beta 10 de Mus musculus

<400> 39
tgtgccagca gctcctggac agtctatgaa cagtacttc 39

<210> 40

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido del clon n.° 4 de V beta 10 de Mus musculus

<400> 40

Cys Ala Ser Ser Trp Thr Gly Ala Asn Thr Gly Gln Leu Tyr Phe
1 5 10 15

<210> 41

<211> 45

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> nucledtido del clon n.° 4 de V beta 10 de Mus musculus

<400> 41
tgtgccagca gctggacagg ggcaaacacc gggcagctct acttt 45

<210> 42

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de mesotelina sintético

<400> 42

Ile Ser Lys Ala Asn Val Asp Val Leu
1 5

<210> 43

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de mesotelina sintético

<400> 43

Gly Gln Lys Met Asn Ala Gln Ala Ile
1 5

<210> 44

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de mesotelina sintético

<400> 44

56



10

15

20

25

30

35

40

45

<210> 45

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 858 248 T3

Ser Ala Phe Gln Asn Val Ser Gly Leu
1 5

<223> péptido de mesotelina sintético

<400> 45

<210> 46

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu Leu Gly Pro Asn Ile Val Asp Leu
1 5

<223> péptido de mesotelina sintético

<400> 46

<210> 47

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu Ile Pro Phe Thr Tyr Glu Gln Leu
1 5

<223> péptido de mesotelina sintético

<400> 47

<210> 48

<211> 1595

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 48

Gly Ile Pro Asn Gly Tyr Leu Val Leu

57
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agaatcaaaa
tccttectgat
tggaaacctg
gtgatgatat
tcagaaaaga
ctctgaaaat
atacaaaagg
caaaaccaaa
gaactgaccc
tcatcacaca
aagtcagcaa
atctcatcat
ttttctatat
caagagccca
caacccctca
aggcacctag
ggcctectge
ctcgagttca
attaaaaaag
atgtgcatat
ggctgtggge
tttttggtct
gcaagaatgg
atgtgtagat
ctgcttaaga
gagtaaaagt
aaaaaaaaaa

gaggaaacca
tttcaatgtt
gggtgccttg
tgacgatata
gaaagagact
taagcatctg
aaaaaatgtg
gatctcctgg
cgaattaaac
caagtggacc
ggaatccagt
tggcatatgt
caccaaaagg
cagagtagct
gaatccagca
tcatcgtece
tcegteggge
gccaaaacct
atagaaactg
ccgtacttcee
cacagccacce
cctcagagag
tagaggaccg
gcgataaatc
gactctggag
gaaataaaag
aaaaaaaaaa
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acccctaaga
tcttccaaag
ggtcaggaca
aaatgggaaa
ttcaaggaaa
aagaccgatg
ttggaaaaaa
acttgtatca
ctgtatcaag
accagcctga
gtcgagecetg
ggaggaggca
aaaaaacaga
actgaagaaa
acttcccaac
ccgectectg
acacaagttc
ccccatgggg
tctttttcaa
atgaggtgtt
tctgecatcett
ctccatcaca
agcacagaaa
aagtgattgg
tttcttatgt
ctttgactag
aaaaaaaaaa

tgagctttee
gtgcagtctce
tcaacttgga
aaacttcaga
aagatacata
atcaggatat
tatttgattt
acacaaccct
atgggaaaca
gtgcaaaatt
tcagctgtec
gcctettgat
ggagtcggag
ggggccggaa
atcctcectcee
gacaccgtgt
accagcagaa
cagcagaaaa
taaaaagcac
ttctgtgtge
cgaactcagc
ccagtaagga
tcttagagat
tgtgectggg
gccetggtgg
aaaaaaaaaa
aaaaa

<210> 49

<211> 351

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

Met Ser Phe Pro Cys
1 5
Val Ser Ser Lys Gly
20
Ala

Phe Val Ala Ser

10
Glu

Lys

Ala Val Ser Lys

25

Thr Trp Gly Leu Gln Ile

35
Ser

Gly Asp Asn
40

Gln Met Asp
50

Lys

Asp Asp Ile Asp Ile

55
Phe

Lys

Ile Ala Gln
70

Leu

Lys Glu
65

Lys

Lys Arg Lys

Asp Thr Tyr Lys Phe Asn

85
Asp

Lys Gly

Leu Lys Thr Asp Gln Ile

100
Asn

Asp Tyr
105

Ile

Lys

Lys Gly Lys Val Leu Glu Phe

115
Ser

Lys
120
Val Ser
130

Cys

Ile
135
Gly

Arg Lys Pro Lys Trp Thr

Thr
145
Asp

Glu Val Met Asn Thr

150
Lys

Asp Pro

Gly Lys His Leu Leu Ser Gln Arg

58

atgtaaattt
caaagagatt
cattcctagt
caagaaaaag
taagctattt
ctacaaggta
gaagattcaa
gacctgtgag
tctaaaactt
caagtgcaca
agagaaaggt
ggtctttgtg
aaatgatgag
gccccaccaa
accacctggt
tcagcaccag
aggcccgecece
ctcattgtcee
tgtggatttc
agaacattgt
catgtggtca
gaagcaatat
ttcttgtecee
tctcactaca
acacttgccce
aaaaaaaaaa

Phe Leu

Ile Thr

Leu Asp
Glu
60

Glu

Trp

Lys
75
Thr Leu

Val Ser

Asp Leu

Leu
Asn
Ile
45

Lys
Thr
Lys

Ile

Lys

gtagccagcet
acgaatgcct
tttcaaatga
attgcacaat
aaaaatggaa
tcaatatatg
gagagggtct
gtaatgaatg
tctcagaggg
gcagggaaca
ctggacatct
gcactgctceg
gagctggaga
attccagcett
catcgttccece
cctcagaaga
ctccccagac
ccttectcta
tgcecctectg
cacctcctga
acatctggag
aagtgtgatt
ctctcaggte
agcagcctat
accatcctgt
aaaaaaaaaa

Ile Phe
15
Ala Leu
30
Pro Ser

Thr Ser

Phe Lys

Ile Lys
95
Tyr Asp
110

Ile Gln

125

Ile
140
Leu

Cys

Glu
155

Val Ile

Asn

Asn

Thr

Thr Thr

Leu Tyr

His Lys

Asn
Glu
Phe
Asp
Glu
80

His
Thr
Glu
Leu
Gln

160
Trp

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
1595
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15

Thr
Ser
Asp
Val
225
Arg
Ala
Pro
Arg
Gln
305
His
Pro
<210> 50

<211> 1098
<212> DNA

Thr
Lys
Ile
210
Phe
Ser
Thr
Gln
Ser
290
His

Gln

Pro

Ser
Glu
195
Tyr
Val
Arg
Glu
Asn
275
Gln
Gln
Gln

His

<213> Homo sapiens

<400> 50

Leu
180
Ser
Leu
Ala
Arg
Glu
260
Pro
Ala
Pro

Lys

Gly
340

165
Ser

Ser
Ile
Leu
Asn
245
Arg
Ala
Pro
Gln
Gly

325
Ala

ES 2 858 248 T3

Ala
Val
Ile
Leu
230
Asp
Gly
Thr
Ser
Lys
310

Pro

Ala

Lys
Glu
Gly
215
Val
Glu
Arg
Ser
His
295
Arg

Pro

Glu

Phe
Pro
200
Ile
Phe
Glu
Lys
Gln
280
Arg
Pro

Leu

Asn

Lys
185
Val
Cys
Tyr
Leu
Pro
265
His
Pro
Pro

Pro

Ser
345

170
Cys

Ser
Gly
Ile
Glu
250
His
Pro
Pro
Ala
Arg

330
Leu

Thr
Cys
Gly
Thr
235
Thr
Gln
Pro
Pro
Pro
315

Pro

Ser

Ala
Pro
Gly
220
Lys
Arg
Ile
Pro
Pro
300
Ser

Arg

Pro

Gly
Glu
205
Ser
Arg
Ala
Pro
Pro
285
Gly
Gly

Val

Ser

Asn
190
Lys
Leu
Lys
His
Ala
270
Pro
His
Thr
Gln

Ser
350

175
Lys

Gly
Leu
Lys
Arg
255
Ser
Gly
Arg
Gln
Pro

335
Asn

atggccgtca
cagacctggg
cgcggggagce
gacagcgacg
ccggagtatt
gacctgggga
atgatgtttg
gcctacgacg
gacatggcag
agagcctacc
gagacgctgce
catgaagcca
tggcagcggg
ggggatggaa
tacacctgce
tctteccage
gtgatcactg
ggagggagct
acagcttgta

tggctccecg
cgggctctca
cccgcettecat
ccgcgagcca
gggacgggga
ccctgegegg
gctgcgacgt
gcaaggatta
ctcagaccac
tggagggcac
agcgcacgga
ccctgaggtg
atggggagga
ccttccagaa
atgtgcagca
ccaccatccce
gagctgtggt
actctcagge
aagtgtga

aaccctcgtce
ctccatgagg
cgcagtggge
gaggatggag
gacacggaaa
ctactacaac
ggggtcggac
catcgccecectg
caagcacaag
gtgcgtggag
cgcccccaaa
ctgggccectg
ccagacccag
gtgggcggcet
tgagggtttg
catcgtggge
cgctgetgtg
tgcaagcagt

ctgctactct
tatttcttca
tacgtggacg
ccgcgggcege
gtgaaggccc
cagagcgagg
tggcgettece
aaagaggacc
tgggaggcgg
tggctcegea
acgcatatga
agcttctacc
gacacggagc
gtggtggtgce
cccaagcccce
atcattgctg
atgtggagga
gacagtgccc

cgggggctcet
catccgtgtce
acacgcagtt
cgtggataga
actcacagac
ccggttectca
tcecgegggta
tgcgcetcettg
cccatgtgge
gatacctgga
ctcaccacgce
ctgcggagat
tcgtggagac
cttctggaca
tcaccctgag
gcetggttet
ggaagagctc
agggctctga

ggccctgace
ccggeccgge
cgtgeggtte
gcaggagggt
tcaccgagtg
cacccteccag
ccaccagtac
gaccgcggeg
ggagcagttg
gaacgggaag
tgtctctgac
cacactgacc
caggcctgceca
ggagcagaga
atgggagccg
ctttggagcect
agatagaaaa
tgtgtectcte

<210> 51
<211> 365
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

59

Val
Leu
Met

Gln
240
Val

Thr
His
Val

Val
320
Lys

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

1020
1080
1098



10

Met
Leu
Phe
Val
Ala
65
Pro
Thr
Glu
Ser
Lys
145
Asp
Ala
Arg
Pro
Leu
225
Trp
Thr
Val
Gly
Thr
305
Val
Ser
Ala

<210> 52
<211>987

Ala
Ala
Thr
Gly

50
Ser

Glu
His
Ala
Asp
130
Asp
Met
Glu
Arg
Lys
210
Arg
Gln
Arg
Pro
Leu
290
Ile
Ile

Asp

Gln

<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 52

Val Met

Leu Thr

20

Ser Val

35

Tyr Val

Gln
Tyr
Arg
Gly
115
Trp
Tyr
Ala
Gln
Tyr
195
Thr
Cys
Arg
Pro
Ser
275
Pro
Pro
Thr

Arg

Gly
355

Arg
Trp
Val
100
Ser
Arg
Ile
Ala
Leu
180
Leu
His
Trp
Asp
Ala
260
Gly
Lys
Ile
Gly
Lys

340
Ser

Ala
Gln
Ser

Asp

Met
Asp
85

Asp
His
Phe
Ala
Gln
165
Arg
Glu
Met
Ala
Gly
245
Gly
Gln
Pro
Val
Ala
325
Gly

Asp

Pro
Thr
Arg
Asp
Glu
70
Gly
Leu
Thr
Leu
Leu
150
Thr
Ala
Asn
Thr
Leu
230
Glu
Asp
Glu
Leu
Gly
310
Val

Gly

Val

ES 2 858 248 T3

Arg
Trp
Pro
Thr

55
Pro

Glu
Gly
Leu
Arg
135
Lys
Thr
Tyr
Gly
His
215
Ser
Asp
Gly
Gln
Thr
295
Ile
Val

Ser

Ser

Thr
Ala
Gly
40
Gln
Arg
Thr
Thr
Gln
120
Gly
Glu
Lys
Leu
Lys
200
His
Phe
Gln
Thr
Arg
280
Leu
Ile
Ala
Tyr

Leu
360

Leu
Gly
25

Arg

Phe

Ala
Arg
Leu
105
Met
Tyr
Asp
His
Glu
185
Glu
Ala
Tyr
Thr
Phe
265
Tyr
Arg
Ala
Ala
Ser

345
Thr

60

Val Leu

10

Ser His

Gly Glu

Val Arg

Pro
Lys
90

Arg
Met
His
Leu
Lys
170
Gly
Thr
Val
Pro
Gln
250
Gln
Thr
Trp
Gly
Val
330
Gln

Ala

Trp
75

Val
Gly
Phe
Gln
Arg
155
Trp
Thr
Leu
Ser
Ala
235
Asp
Lys
Cys
Glu
Leu
315
Met
Ala

Cys

Leu
Ser
Pro
Phe

60
Ile

Lys
Tyr
Gly
Tyr
140
Ser
Glu
Cys
Gln
Asp
220
Glu
Thr
Trp
His
Pro
300
Val
Trp

Ala

Lys

Leu
Met
Arg
45
Asp
Glu
Ala
Tyr
Cys
125
Ala
Trp
Ala
Val
Arg
205
His
Ile
Glu
Ala
Val
285
Ser
Leu
Arg

Ser

Val
365

Ser
Arg
30

Phe

Ser

Gln
His
Asn
110
Asp
Tyr
Thr
Ala
Glu
190
Thr
Glu
Thr
Leu
Ala
270
Gln
Ser
Phe

Arg

Ser
350

Gly Ala

15

Tyr Phe

Ile Ala

Asp Ala

Glu
Ser
95

Gln
Val
Asp
Ala
His
175
Trp
Asp
Ala
Leu
Val
255
Val
His
Gln
Gly
Lys

335
Asp

Gly
80

Gln
Ser
Gly
Gly
Ala
160
Val
Leu
Ala
Thr
Thr
240
Glu
Val
Glu
Pro
Ala
320

Ser

Ser
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aatataagtg
atgtctcgcet
atccagcgta
aatttcctga
aagaatggag
tctttectatce
cgtgtgaacc
gcagcatcat
gcttgetttt
ataataatgt
gtttgatgta
gtggggagca
atctcttgceca
catactctgce
tttgttataa
gataaagtaa
tcataaaact

<210> 53
<211> 119
<212> PRT

gaggcgtcge
ccgtggecett
ctccaaagat
attgctatgt
agagaattga
tcttgtacta
atgtgacttt
ggaggtttga
taatattgat
taacatggac
tctgagcagg
gagaattctc
ctcaaagctt
ttagaatttg
tgaatgaaac
ggcatggttg
tgatgtgtta

<213> Homo sapiens

<400> 53

Met
1
Gly

Ser
Leu

His Pro

Gly Phe
50
Arg Ile
65
Ser Phe

Glu Tyr

Val Lys

Arg Ser

Glu Ala
20
Ala Glu
35
His Pro

Glu Lys

Tyr Leu

Ala Cys
100
Trp Asp

115

Val
Ile
Asn
Ser
Val
Leu
85

Arg

Arg
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gctggcggge
agctgtgcectce
tcaggtttac
gtctgggttt
aaaagtggag
cactgaattc
gtcacagcce
agatgccgceca
atgcttatac
atgatcttct
ttgctccaca
ttatccaaca
gttaagatag
ggggaaaatt
attttgtcat
tggttaatct
tctetta

Ala Leu

Gln Arg

Gly Lys

Ala

Thr

Ser

attcctgaag
gcgctactct
tcacgtcatc
catccatccg
cattcagact
acccccactg
aagatagtta
tttggattgg
acttacactt
ttataattct
ggtagctcta
tcaacatctt
ttaagcgtge
tagaaatata
ataagattca
ggtttatttt

Val Leu
10
Pro Lys
25

Asn Phe

40

Ile
55
His

Asp

Glu
70
Tyr Tyr

Val Asn

Asp Met

Glu

Ser

Thr

His

Val Asp

Asp Leu

Glu Phe
90
Val Thr

105

61

ctgacagcat
ctctttetgg
cagcagagaa
acattgaagt
tgtctttcag
aaaaagatga
agtgggatcg
atgaattcca
tatgcacaaa
actttgagtg
ggagggctgg
ggtcagattt
ataagttaac
attgacagga
tatttacttc
tgttccacaa

Ala Leu Leu

Ile Gln Val

Leu Asn Cys
45
Leu Lys
60

Phe

Leu

Ser Ser

75

Thr Pro Thr

Leu Ser Gln

tcgggcegag
cctggaggct
tggaaagtca
tgacttactg
caaggactgg
gtatgcctge
agacatgtaa
aattctgcett
atgtagggtt
ctgtctccat
caacttagag
gaactcttca
ttccaattta
ttattggaaa
ttatacattt
gttaaataaa

Leu
15
Ser

Ser

Tyr
30
Tyr Val

Asn Gly

Lys Asp

80
Glu Lys
95
Pro Lys
110

Ser
Arg
Ser
Glu
Trp
Asp

Ile

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
987



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 858 248 T3

REIVINDICACIONES
1. Un método para generar un receptor de linfocitos T (TCR) con afinidad potenciada, que comprende:

a. poner en contacto una o mas células progenitoras hematopoyéticas con una o mas células estromales y un
antigeno peptidico, en condiciones y durante un tiempo suficientes para inducir la diferenciacion de al menos unas
células progenitoras hematopoyéticas en timocitos doble negativos (DN) TCRaf+,

en donde la una o mas células progenitoras hematopoyéticas comprenden un polinucleétido no endégeno que
codifica una cadena TCRa de un TCR precursor especifica para el antigeno peptidico, y

en donde la una o mas células estromales comprenden un polinucleétido no endégeno que codifica Delta-like-1 o
Delta-like-4 y un polinucleétido que codifica una molécula MHC;

b. introducir polinucleétidos que codifican cadenas TCRp de los timocitos DN TCRaB+ generados en la etapa (a)
en células que son capaces de expresar un TCR en la superficie celular y que comprenden el polinucleétido no
enddgeno que codifica la cadena TCRa de la etapa (a);

c. identificar TCR con afinidad potenciada expresado por al menos una o mas células generadas en la etapa (b),
en donde el TCR con afinidad potenciada es opcionalmente un TCR humano.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde identificar TCR con afinidad potenciada comprende comparar la afinidad
de union de un TCRap candidato con el TCRaf precursor.

3. El método de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 2, en donde las células progenitoras hematopoyéticas
comprenden células progenitoras de timocitos, o las células progenitoras hematopoyéticas derivan de células madre
hematopoyéticas.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde se usa un vector virico para introducir en
las células progenitoras hematopoyéticas el polinucleétido no endégeno que codifica la cadena TCRa especifica para
el antigeno peptidico.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las células estromales expresan Delta-
like-1 o derivan de OP9 o comprenden un polinucledtido que codifica el antigeno peptidico.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el método comprende ademas seleccionar
las células que son capaces de expresar un TCR en la superficie de las células resultantes de la etapa (b) con tincion
de tetrameros de MHC-péptido, en donde dichas células se seleccionan opcionalmente con tincion de tetrameros de
MHC-péptido varias veces.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde se usa un vector virico para introducir los
polinucledtidos que codifican las cadenas TCRp de la etapa (b) en las células que son capaces de expresar TCR en
la superficie celular.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 4-7, en donde el vector virico es un vector retrovirico o un
vector lentivirico, comprendiendo opcionalmente el vector virico un marcador génico para la transduccion,
comprendiendo opcionalmente el marcador génico para la transduccion una proteina verde fluorescente o un dominio
extracelular de CD2 humano.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el antigeno peptidico se selecciona de un
antigeno virico, un antigeno bacteriano, un antigeno canceroso o un antigeno autoinmunitario.

10. El método de la reivindicacion 9, en donde el antigeno peptidico es un antigeno peptidico de WT1 o un antigeno
peptidico de mesotelina, comprendiendo opcionalmente el antigeno peptidico de WT1 una secuencia de aminoacidos
RMFPNAPYL (SEQ ID NO: 2) y comprendiendo opcionalmente, el antigeno peptidico de mesotelina una secuencia
de aminoacidos GQKMNAQAI (SEQ ID NO: 31).

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el antigeno peptidico se afiade a las
células progenitoras hematopoyéticas y a las células estromales en cultivo.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende adicionalmente, antes de la
introduccion de la etapa (b), aislar uno o mas polinucledtidos que codifican una o mas cadenas TCRf a partir de
timocitos DN TCRpBa*, en donde el aislamiento comprende seleccionar una o mas cadenas TCRf que comprenden el
mismo gen VB que la cadena 3 del TCR precursor y en donde la introducciéon comprende introducir uno o mas
polinucleétidos que codifican las cadenas TCR seleccionadas en las células.
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Fig. 3
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