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ES 2300516 T3

DESCRIPCION

Receptor Flk-1 dominante negativo unido a la membrana del factor de crecimiento endotelial vascular.
1. Introduccion

La presente invencion se refiere al uso de ligandos para el receptor FLK-1 para la modulacion de la angiogénesis
y de la vasculogenesis. La invencion se basa, en parte, en la demostracién de que la expresion del receptor de tirosina
quinasa Flk-1 estd asociada a las células endoteliales y a la identificacion del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) como el ligando de gran afinidad de Flk-1. Estos resultados indican una funcién del Flk-1 mds importante en
el sistema de sefales durante la vasculogénesis y la angiogénesis. Se describe la ingenieria de las células huéspedes
que expresan el Flk-1 y las utilizaciones del Flk-1 para valorar y seleccionar medicamentos y andlogos del VEGF
implicados en la modulacién del Flk-1 mediante actividades agonistas o antagonistas.

La invencién también se refiere al uso de ligandos para FLK-1, incluyendo agonistas y antagonistas, en el trata-
miento de enfermedades, incluyendo cédncer, por vasculogénesis y angiogénesis de modulacion.

2. Base de la invencion

Las tirosinas quinasas receptoras estdn constituidas por una gran familia de receptores transmembrana para los
factores del crecimiento polipéptido con diversas actividades bioldgicas. Su funcién intrinseca de tirosina quinasa
se activa por el enlace con el ligando que produce la fosforilacion del receptor y multiples substratos celulares, y
posteriormente, una variedad de respuestas celulares (Ullrich A. y Schlessinger, J., 1990, Cell 61:203-212).

Un ADNCc receptor de la tirosina quinasa denominado quinasa del higado fetal 1 (Flk-1), fue clonado a partir
de unas poblaciones celulares de ratdn enriquecidas para células madre y progenitoras hematopoyéticas. Se sugirié
la implicacion del receptor en la renovacién de la célula madre hematopoyética (Matthews ef al., 1991, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88:9026-9030). El andlisis de las secuencias del clon Flk-1 revel6é una homologia considerable con
la subfamilia c-Kit de quinasas receptoras y en particular al producto genético Flt. Todos estos receptores tienen en
comtin un dominio extracelular que contiene estructuras del tipo de la inmunoglobulina.

La formacién y la extension de los vasos sanguineos, o vasculogénesis y angiogénesis respectivamente, tienen unas
funciones importantes en una variedad de procedimientos fisioldgicos como, por ejemplo, el desarrollo embrionario,
la cicatrizacidn de heridas, la regeneracion de 6rganos y los procedimientos de reproduccién femeninos, tales como el
desarrollo folicular en el cuerpo liteo durante la ovulacion y el crecimiento de la placenta después del embarazo. La
angiogénesis descontrolada puede ser patoldgica tal y como sucede en el crecimiento de tumores sélidos que dependen
de la vascularizacién para el crecimiento.

La angiogénesis implica la proliferacién, migracién e infiltracién de células endoteliales vasculares, y puede ser
regulada por factores de crecimiento de los polipéptidos. Se han identificado varios polipéptidos con crecimiento
de célula endotelial in vitro que aceleran la actividad. Algunos ejemplos son: el factor de crecimiento fibroblastico
dcido y basico, el factor de crecimiento endotelial vascular y el factor de crecimiento de la placenta. Aunque se
han caracterizado cuatro receptores diferentes para los distintos miembros de la familia FGF (factor de crecimiento
fibroblastico), hasta el momento no se ha notificado que ninguno de estos se exprese en los vasos sanguineos in vivo.

Aunque los FGFs parecen ser mitégenos para una gran variedad de células diferentes, se ha notificado reciente-
mente que el VEGF es un mitégeno especifico de la célula endotelial (Ferrara, N. and Henzel, W.J., 1989, Biochem.
Biophys. Res. Comm. 161:851-858). Recientemente, se ha demostrado que el receptor de la tirosina del tipo fms
Ilamado fit, tiene afinidad para el VEGF (DeVries, C. ef al. 1992, Science 255:989-991).

3. Resumen de la invencion

El objeto de la presente invencion esta definido en las reivindicaciones. La presente invencion se basa, en parte, en
el descubrimiento de que el receptor de la tirosina quinasa Flk-1 es expresado en la superficie de las células endoteliales
y la identificacién del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) como un ligando de gran afinidad de Flk-1.
El papel de la proliferacién y de la migracién de las células endoteliales durante la angiogénesis y la vasculogénesis
indica una funcién importante del Flk-1 en estos procesos. Se describe la invencién a modo de ejemplo para el Flk-1
murino, no obstante, se pueden aplicar los principios a otras especies, seres humanos incluidos.

Los reactivos farmacéuticos disefiados para inhibir la interaccion Flk-1/VEGF pueden ser titiles en la inhibicién
del crecimiento tumoral. Se puede utilizar VEGF y/o agonistas de VEGF para promover el cicatrizado de heridas.
Las lineas celulares creadas por ingenieria genética que expresan Flk-1 en su superficie pueden ser ventajosamente
empleadas para seleccionar e identificar a los agonistas y antagonistas de VEGF.

4. Breve descripcion de las figuras

Fig. 1. Comparacién de la secuencia de aminodcidos Flk-1 con RTKs (receptores de membrana con actividad
intrinseca tirosinquinasa) relacionados. Comparacién de la secuencia de aminoacidos de Flk-1 con KDR humano y
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TKir-C de rata. Se compara una seccién de la secuencia conocida para los tres receptores y sélo se muestran diferencias
en la secuencia de Flk-1.

Fig. 2. Andlisis por “transferencia de Northern” de la expresion genética de Flk-1. (A) Expresion del ARN del Flk-
1 en embriones de ratén de entre 9,5 dias y 18,5 dias. Se analizaron muestras (10 ug) del ARN total de embriones de
raton enteros por cada parte. Se marcaron las posiciones de ARNs ribosomales 28S y 18S. (B) Expresion del ARNm de
FIk-1 en un cerebro postnatal de 4 dias y de un adulto, en comparacion con fragmentos capilares del cerebro postnatal
de 4 dias. Se colocé 1 ug de ARN poli (A+) en cada parte. Se usaron 5’2619 pares de bases (bp) del ADNc del Flk-
1 como sonda. Se muestra una hibridacién de control con una sonda de ADNc del GAPDH (gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa) en el panel inferior.

Fig. 3. Abundante expresion genética de Flk-1 en tejidos embrionarios. Andlisis de la hibridacién in situ de la ex-
presion de Flk-1 en un embrién de ratén de 14,5 dias. (A) lluminacién del campo luminoso de una seccidn parasagital
a través del embrién entero hibridizado con una sonda antisentido marcada *S (5’2619 pares de bases). (B) Ilumi-
nacién del campo oscuro de la misma seccién. (C) Hibridacion de control de una seccién adyacente con una sonda
sentido. Abreviaturas: Ao. aorta; At, atrio; L, pulmén; Li, higado; Ma, mandibula; Min, meninges; Ms, mesencéfalo;
T, telecéfalo; V, ventriculo; Vt, vértebras.

Fig. 4. La expresion del ARN del Flk-1 en 6rganos embrionarios estd restringida a células especificas. Expresion
de ARN de Flk-1 en un embrion de ratén de 14,5 dias con gran aumento. (A) La zona del corazén fue evaluada con
una sonda antisentido marcada **S. (B) Seccién adyacente hibridizada con la sonda sentido. (C) Parte de la pared de
la aorta mostrada en el nivel celular. La capa de la célula endotelial estd indicada por una flecha. (D) Pulmén, sondado
con la sonda antisentido del Flk-1. (E) Hibridacién de control de una seccién adyacente hibridizada con la sonda
sentido. Abreviaturas: At, atrio; B, bronquio; Ed, capa celular endotelial; En, endocardio; L, pulmén, Li, higado; Lu,
ldmina de la aorta; MI, muscular; Mi, miocardio.

Fig. 5. Expresion genética de Flk-1 en el cerebro del ratén en vias de desarrollo. Andlisis de la hibridacién in situ
de la expresion genética de Flk-1 en el cerebro en distintas fases del desarrollo. Todas las secciones fueron sondadas
con la sonda antisentido de Flk-1. (A) Seccién sagital del telencéfalo de un embrién de ratén de 11,5 dias. Un tnico
vaso sanguineo expresa el Flk-1, el cual brota de las meninges en el neuroectodermo, indicado por una flecha. (B)
Secciones sagitales del cerebro del embrién de 14,5 dias y (C) de uno postnatal de 4 dias. Se muestran las regiones del
mesencéfalo. Se indican con una flecha los capilares ramificados y los vasos sanguineos que expresan el Flk-1. (D)
Seccidn sagital de un cerebro adulto; se muestra una regién del mesencéfalo. Las células que expresan el Flk-1 estdn
indicadas con una flecha. Abreviaturas: M, meninges; V, ventriculo.

Fig. 6. Expresion de Flk-1 en el plexo coroideo del cerebro adulto. (A) Iluminacién del campo oscuro del plexo
coroideo del cerebro de un ratén adulto hibridizado con una sonda antisentido de Flk-1. (B) Plexo coroideo mostrado
con un mayor aumento. Las flechas indican unas células individuales, las cuales muestran una fuerte expresion de Flk-
1. Abreviaturas: CP, plexo coroideo; E, ependimo; Ep, células epiteliales; V, ventriculo.

Fig. 7. Flk-1 estd expresado en la glomérula renal. (A) Seccién parasagital de un rifién posnatal de 4 dias, hibridado
con la sonda antisentido de Flk-1. La sefial de hibridacién se acumula en la glomérula, tal y como indican las flechas.
(B) Hibridacién de control de una seccién adyacente con la sonda sentido. (C) Seccién sagital de un rifién adulto
sondado con Flk-1. Las flechas sefialan la glomérula. (D) Glomérula de un rifién adulto con un mayor aumento. Las
flechas en (A) y (D) indican las células alineadas en cadena en la regién yuxtaglomerular que expresa el FIk-1.

Fig. 8. Analisis de la hibridacién in situ de la expresién de Flk-1 en embriones tempranos y tejidos extraembriona-
rios. (A) Seccién sagital de un embridn de ratén de 8,5 dias en el deciduum maternal sondado con Flk-1. (B) Mayor
ampliacion del deciduum. Las flechas indican el endotelio de los vasos sanguineos maternos expresando fuertemente
el Flk-1 del ARN. (C) Gran ampliacién del saco vitelino y del trofectodermo de un embrién de ratén de 9,5 dias. (D)
Gran ampliacién de un islote de Wolff y Pander. Abreviaturas: A, alantoide; Bi, islote de Wolff y Pander; Bv, vaso
sanguineo materno; D, deciduum; En, capa endodérmica del saco vitelino; M, mesenquima; Ms, capa mesodérmica
del saco vitelino; NF, pliegue neural; T, trofoblasto; Y, saco vitelino.

Fig. 9. El Flk-1 es un receptor de VEGF (A) Se incubé un enlace cruzado del 'I-VEGF a células COS que
expresan transitoriamente el receptor FIk-1 y las células de control con 'I-VEGF a 4°C durante la noche, luego
se lavaron dos veces con suero salino tamponado con fosfato (PBS) y se expusieron en 0,5 mM del agente de enlace
cruzado DSS (4,4’-diamino difenilsulfona) en PBS durante 1 hora a 4°C. Las células fueron lisadas, el receptor de Flk-
1 inmunoprecipitado, y se realiz6 un andlisis por electroforesis en gel de poliacrilamida seguido de autorradiografia.
Los marcadores del tamafio molecular estdn indicados en kilodaltons. (B) Enlace especifico de '*I-VEGF con células
COS que expresan Flk-1. Se eliminaron de la placa las células COS que expresaban transitoriamente Flk-1 y se
volvieron a suspender en un medio de unién (DMEM: Medio MEM modificado por Dulbeco, 25 mM Hepes, 0,15%
gelatina). Se realiz6 la unién a 15°C durante 90 minutos en un volumen total de 0,5 ml que contenia 2x10° células,
15,000 cpm de '*I-VEGF, y las concentraciones indicadas del ligando no marcado. Se lavaron las células dos veces
con PBS/0,1% de BSA y se contaron en un gammametro.

Fig. 10. Autofosforilacion de Flk-1 inducida por VEGF. Se subalimentaron durante 24 horas las células COS que
expresaban transitoriamente el receptor Flk-1 y las células de control en DMEM con un contenido del 0,5% de suero de
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ternero fetal y luego se estimularon con VEGF durante 10 minutos segtin lo indicado. Las células fueron solubilizadas,
el receptor Flk-1 inmunoprecipitado con un anticuerpo policlonal contra su C-terminal, separadas por electroforesis en
gel de poliacrilamida, y transferidas a nitrocelulosa. La transferencia fue sondada con anti anticuerpos de fosfotirosina
(56B2). Los enlaces proteinicos fueron visualizados usando un anticuerpo secundario acoplado a una peroxidasa de
rdbano y un ensayo de deteccion BCL™ (Amersham).

Fig. 11. Secuencia nucleédtida de Flk-1 Murino.

Fig. 12. Mapas plasmidos de constructos del vector retrovirico. El pLXSN Flk-1 TM CI.1 y el pLXSN Flk-1 TM
cl.3 contienen de 1 a 806 aminoécidos de Flk-1. El pNTK-cfms-TM contiene los 541 aminoécidos del N-terminal de
c-fms.

Fig. 13. Inhibicién del crecimiento tumoral del glioblastoma C6 por inhibicion transdominante negativa de Flk-1.
Las células C6 fueron implantadas solas o bien coimplantadas con células productoras de virus. Los nimeros celulares
son los que se indican en cada panel. Se usaron dos lineas celulares productoras de virus diferentes: una que expresaba
el mutante TM (transdominante negativo) de Flk-1 y una que expresaba un mutante c-fms transdominante negativo
(c-fms TM) como control. Comenzando al mismo tiempo que aparecieron los primeros tumores, se midieron los
volimenes tumorales cada 2 a 3 dias para obtener una curva de crecimiento. Cada grupo estd representado por cuatro
ratones.

Fig. 14. Inhibicién del crecimiento tumoral del glioblastoma C6 por inhibicién transdominante negativa de FIk-1.
Las células C6 fueron implantadas solas o bien coimplantadas con células productoras de virus. Los ndmeros celulares
equivalen a lo indicado en cada panel. Se usaron dos lineas celulares productoras de virus diferentes: una que expresaba
el mutante TM (transdominante negativo) de Flk-1 y una que expresaba un mutante c-fms transdominante negativo
(cfms TM) como control. Comenzando al mismo tiempo que aparecié el primer tumor, se midieron los volimenes
tumorales cada 2 a 3 dias para obtener la curva de crecimiento. Cada grupo estd representado por cuatro ratones.

5. Descripcién detallada de la invencion

La invencidn, estd basada, en parte, en los resultados de la hibridacién in situ y de los andlisis por transferencia
de Northern que indican que el Flk-1 es un RTK especifico de las células endoteliales. Ademads, los experimentos
cruzados han demostrado que el Flk-1 es un receptor de gran afinidad para el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGPF), que indica que el Flk-1 tiene un papel crucial en el desarrollo y en la diferenciacién del hemangioblasto y en
el posterior crecimiento de las células endoteliales durante la vasculogénesis y la angiogénesis.

La invencion estd basada, asimismo, en el descubrimiento de que la expresion de una forma mutante transdomi-
nante negativa de la molécula de Flk-1 puede inhibir la actividad bioldgica del Flk-1 end6geno de tipo salvaje. Se
describen aqui los experimentos en los que se mezclaron y se inyectaron en ratones células tumorales y células pro-
ductoras de un retrovirus recombinante codificador de un receptor de Flk-1 truncado. Se observo la inhibicién de la
vasculogénesis y del crecimiento de las células tumorales inyectadas a los ratones que expresaban la forma truncada
del receptor Flk-1. La expresion de las formas transdominantes negativas de la molécula de Flk-1 puede ser util para
el tratamiento de las enfermedades resultantes de la proliferacién anormal de vasos sanguineos, tales como: artritis
reumatoide, retinopatias y crecimiento de tumores sélidos.

Seglin se explica en los siguientes ejemplos practicos, se usé el método de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) para aislar las nuevas tirosinas quinasas receptoras expresadas especificamente en embriones para la post-
implantacion y en las células endoteliales. Se descubri6 que este clon codificaba un RTK con una homologia secuencial
practicamente idéntica al clon de ADNc previamente identificado aislado de las poblaciones de células enriquecidas
para las células hematopoyéticas y se designaron kinasa-1 de higado fetal (Flk-1) (Mattews et al., 1991, Proc. Natl.
Acad Sci. U.S.A. 88:9026-9030) (Fig. 11).

Para explicar su andlisis, se describe la invencién abajo en subsecciones a modo de ejemplo para el Flk-1 murino.
No obstante, se pueden aplicar los principios andlogamente a clonaciones y expresiones del Flk-1 de otras especies,
incluidos los seres humanos.

5.1. Secuencia de codificacion de Flk-1

La secuencia de codificacion de nucleétidos y la secuencia deducida de aminoécidos del gen del Flk-1 murino esti
ilustrada en la Figura 11 (secuencia ID N°. 1) y recientemente ha sido descrita en Mattews et al., 1991, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A_, 88:9026-9030. La secuencia nucledtida de la proteina de Flk-1 o su equivalente funcional en mami-
feros, incluidos los seres humanos, puede utilizarse para generar moléculas recombinantes que dirijan la expresion del
FlIk1; a partir de ahora se hard referencia a este receptor como “Flk-1”, siendo indiferente la especie de la cual proceda.
Se aisl6 el gen del Flk-1 murino mediante la realizacién de una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) usando
dos grupos precursores de oligonucledtidos degenerados disefiados en base a unas secuencias muy bien conservadas
dentro del dominio quinasa de las tirosinas quinasas receptoras (Hanks et al., 1988). Se us6é como muestra el ADN de
un banco de ADNc de Agt10 preparado a partir de embriones de ratén de 8,5 dias. En un procedimiento paralelo, se
utilizaron unos precursores similares para aumentar las secuencias de ADNc del RTK de células capilares endoteliales
aisladas de los cerebros de ratones post-natales de 4-8 dias. Este es un periodo en el que la proliferacion de las células
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endoteliales del cerebro es mdxima. Ambos procedimientos produjeron secuencias de ADNc que codificaban el RTK
del higado fetal anteriormente descrito, el Flk-1 (Mattews et al., 1991). Basdndose en la homologia del aminoécido,
este receptor es un elemento de la subclase de RTKs de tipo III (Ullrich y Schlessinger) el cual contiene repeticiones
del tipo de la inmunoglobulina en sus dominios extracelulares (Fig. 1).

También se describen genes de Flk-1 aislados de otras especies, incluidos los seres humanos, en los que existe
actividad de Flk-1. Los miembros de la familia de Flk-1 se definen aqui como aquellos receptores que enlazan el
VEGF o los fragmentos del péptido. Tales receptores pueden mostrar aproximadamente el 80% de homologia en el
nivel de aminodcidos en extensiones sustanciales de la secuencia de ADN. Se puede seleccionar un banco de ADNc
bacteriéfago, bajo condiciones poco rigurosas, utilizando un fragmento marcado radioactivamente del clon de Flk-1
de ratén. De forma alternativa, la secuencia de Flk-1 de ratén puede utilizarse para disefar fas sondas oligonucledtidas
degeneradas o completamente degeneradas que pueden utilizarse como sondas de PCR o para seleccionar los bancos
de ADNCc bacteridéfago. Se puede utilizar una estrategia basada en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para
clonar el Flk-1 humano. Se pueden disefiar dos grupos de oligonucleé6tidos degenerados correspondientes a un motivo
conservado entre el Flk-1 de ratén y las tirosinas quinasas receptoras que sirven como precursores en una reaccion de
PCR. La muestra para la reaccién consiste en ADNc obtenido a partir de la transcripcién inversa de ARNm preparada
a partir de lineas celulares o de tejido conocido por el hecho de expresar el Flk-1 humano. El producto de la PCR
puede ser subclonado y secuenciado para asegurar que las secuencias amplificadas representen las secuencias de Flk-
1. Se puede utilizar el fragmento de PCR para aislar un clon de ADNc de Flk-1 de una longitud total marcando
radioactivamente el fragmento amplificado y seleccionando un banco de ADNc bacteriéfago. De forma alternativa, el
fragmento marcado puede ser utilizado para seleccionar un banco gendémico. Para revisar las estrategias de clonacién
que se pueden utilizar, ver por ej., Maniatis, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor
Press, N.Y.; y Ausubel et al., 1989, Current Protocols in Molecular Biology, (Green Publishing Associates and Wiley
Interscience, N.Y.).

También se puede conseguir el aislamiento de un ADNc de Flk-1 humano mediante la construccién de un banco de
ADNCc en un vector de expresién mamifero como por ejemplo el pcADN1, que contiene un origen SV40 de secuencias
de replicacién que permiten la expresion de un elevado niimero de copias de pldsmidos cuando se transfieren a las cé-
lulas COS. Puede detectarse la expresion de Flk-1 en la superficie de las células COS transfectadas de varias maneras,
incluyendo el uso de un ligando marcado como el VEGF o un agonista de VEGF marcado con una encima o una mar-
ca fluorescente radioactivamente detectable. Las células que expresan el Flk-1 humano pueden ser enriquecidas para
someter las células modificadas a una clasificacion con un FAGS (clasificador de células activado por fluorescencia).

Se pueden utilizar secuencias nucledtidas de Flk-1 que codifiquen el Flk-1, fragmentos péptidos de Flk-1, proteinas
de fusién de Flk-1 o equivalentes funcionales de estos para generar moléculas de ADN recombinante que dirijan la
expresion de la proteina de Flk-1, o un equivalente funcional de éste, en células huéspedes apropiadas. De forma
alternativa, también se pueden utilizar las secuencias nucleétidas que hibridan unas partes de la secuencia de Flk-1 en
ensayos de hibridacién de dcido nucleico, andlisis de transferencia de Southern y Northern, etc.

Debido a la degeneracion inherente del c6digo genético, se pueden utilizar otras secuencias de ADN que codifiquen
sustancialmente la misma secuencia de aminodcidos o una funcionalmente equivalente, para la clonacién y la expresion
de la proteina de Flk-1. Estas secuencias de ADN incluyen aquellas que son capaces de hibridar la secuencia de Flk-1
murino bajo condiciones rigurosas.

Las secuencias alteradas de ADN que pueden ser usadas incluyen deleciones, adiciones o sustituciones de residuos
de nucledtidos diferentes que producen una secuencia que codifica el mismo producto genético o uno funcionalmente
equivalente. El propio producto genético puede contener deleciones, adiciones o sustituciones de residuos de ami-
nodcidos dentro de la secuencia de Flk-1 que produzcan un cambio silencioso asi como un Flk-1 funcionalmente
equivalente. Tales sustituciones de aminodcidos pueden hacerse basdndose en la similitud de polaridad, carga, so-
lubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad, y/o a la naturaleza anfipdtica de los residuos implicados. Por ejemplo: los
aminodcidos con carga negativa comprenden acido aspartico y acido glutdmico; los aminodcidos con carga positiva
comprenden lisina y arginina; los aminodcidos con grupos principales polares sin carga con unos valores similares
de hidrofilicidad comprenden: leucina, isoleucina, valina; glicina, analina; asparagina, glutamina; serina, treonina; fe-
nilalanina, tirosina. Un Flk-1 funcionalmente equivalente, segtin se utiliza en este caso, se refiere a un receptor que
se enlaza a VEGP o a fragmentos, pero no necesariamente con la misma afinidad de enlace de su Flk-1 equivalente
nativo.

Las secuencias de ADN de la invencién pueden ser creadas por ingenieria genética con el objetivo de alterar la
secuencia de codificacién del Flk-1 para varios extremos incluyendo pero sin limitarse a alteraciones que modifiquen el
procesamiento y la expresion del producto genético. Por ejemplo, se pueden introducir mutaciones utilizando técnicas
bien conocidas en la materia como, por ej., mutagénesis dirigida al sitio para introducir nuevos sitios de restriccion,
para alterar los patrones de glicosilacion, fosforilacion, etc. En determinados sistemas de expresion, como la levadura
por ejemplo, las células huéspedes pueden glicosilar en exceso al producto genético. Cuando se usan tales sistemas de
expresion seria preferible alterar la secuencia de codificacion de Flk-1 para eliminar cualquier sitio de N-glicosilacién.

En otra forma de realizacién de la invencidn, la secuencia de codificacién de Flk-1 o de Flk-1 modificado puede
ser ligada a una secuencia heter6loga para codificar una proteina de fusion. Por ejemplo, para seleccionar bibliotecas
péptidas podria ser ttil codificar una expresion de proteina Flk-1 quimérica que exprese un epitopo heter6logo que
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sea reconocido por un anticuerpo comercialmente disponible. Una proteina de fusién puede también ser creada gené-
ticamente para contener un sitio de seccionamiento localizado entre la secuencia de Flk-1 y la secuencia de proteina
heter6loga, de modo que el Flk-1 pueda ser seccionado de la fraccién heteréloga.

La secuencia de codificacion de Flk-1 podria ser sintetizada completa o parcialmente, usando métodos quimicos
bien conocidos en la técnica. Ver por ejemplo, Caruthers, ef al., 1980, Nuc. Acids Res. Symp. Ser. 7:215-233; Crea
and Horn, 180, Nuc. Acids Res. 9(10):2331; Matteucci and Caruthers, 1980, Tetrahedron Letters 21:719; y Chow and
Kempe, 1981, Nuc. Acids Res. 9(12):2807-2817. De forma alternativa, la propia proteina podria producirse mediante
métodos quimicos para sintetizar total o parcialmente la secuencia de aminodcidos de Flk-1. Por ejemplo, se puede
sintetizar los péptidos mediante técnicas de fase sélida, desprendidos de la resina y purificados por cromatografia
liquida de alto rendimiento preparatoria. (P. ej., ver Creighton, 1983, Proteins Structures And Molecular Principles,
W.H Freeman and Co., N.Y. pags. 50-60). La composicién de los péptidos sintéticos puede ser confirmada mediante
andlisis de aminodcidos o por secuenciacion (p. ¢j., el procedimiento de degradacién de Edman; ver Creighton, 1983,
Proteins, Structures and Molecular Principles, W.H. Freeman and Co., N.Y., pags. 34-49.

5.2. Expresion del receptor de Flk-1y generacion de lineas celulares que expresan Flk-1

Con el objetivo de expresar un Flk-1 biolégicamente activo, la secuencia nucleétida de codificacién de Flk-1 o
un equivalente funcional, tal y como se describe en la Seccién 5.1 arriba mencionada, es insertada en un vector de
expresion apropiado, es decir, un vector que contiene los elementos necesarios para transcribir y traducir la secuencia
de codificacion insertada. Se pueden utilizar para una variedad de objetivos los productos genéticos de Flk-1, asi como
las células huéspedes o las lineas celulares modificadas o transformadas con los vectores de expresioén de Flk-1 recom-
binante. Estos incluyen pero no se limitan a la generacién de anticuerpos (es decir, monoclonales o policlonales) que
se enlazan al receptor, incluso aquellos que inhiben competitivamente la unién de VEGF y “neutralizan” la actividad
de Flk-1 y la filtracién y seleccién de andlogos de VEGF o de medicamentos que actian mediante el receptor Flk-1;
etc.

5.2.1. Sistemas de expresion

Los métodos bien conocidos por los expertos en la técnica pueden utilizarse para construir vectores de expre-
sién conteniendo la secuencia de codificacién de Flk-1 y sefiales de control transcripcionales/traduccionales apro-
piadas. Estos métodos comprenden técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion in
vivo/recombinacién genética. Ver, por ejemplo, las técnicas descritas en Maniatis et al., 1989, Molecular Cloning A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. y Ausubel et al., 1989, Current Protocols in Molecular
Biology: Greene Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y.

Se pueden utilizar varios sistemas de vectores de expresion de huéspedes para expresar la secuencia de codifi-
cacién de Flk-1. Estos comprenden pero no se limitan a microorganismos como bacterias transformadas con ADN
bacteriéfago recombinante, vectores de expresion de ADN pldsmido o de ADN césmido que contienen la secuencia
de codificacién de Flk-1; levadura transformada con vectores de expresién de levadura recombinante conteniendo
la secuencia de codificacién de Flk-1; sistemas celulares de insectos infectados con vectores de expresion de virus
recombinantes (p. ej., baculovirus) conteniendo la secuencia de codificacion de Flk-1; sistemas celulares vegetales
infectados con vectores de expresion de virus recombinantes (p. ej., virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del
mosaico del tabaco, TMV) o transformados con vectores de expresién del plasmido recombinante (p. ej. pldsmido
Ti) conteniendo la secuencia de codificacion de Flk-1; o sistemas celulares de animales infectados con vectores de
expresion del virus recombinante (p. ej., adenovirus, virus vaccinia) incluyendo lineas celulares creadas por ingenieria
genética para contener multiples copias del ADN del Flk-1 amplificadas establemente (CHO/dhfr) o inestablemente
en cromosomas de doble-minuto (p. ¢j. lineas celulares murinas).

Los elementos de expresion de estos sistemas varian en resistencia y especificidad. Dependiendo del sistema hués-
ped/vector empleado, se puede utilizar cualquiera de los elementos adecuados de transcripcion y de traduccién en el
vector de expresion, incluidos los promotores constitutivos e inducibles. Por ejemplo, cuando se produce la clonacién
en sistemas bacterianos, se pueden emplear promotores inducibles como el pL de A, plac, ptrp, ptac (promotor hibrido
ptrp-lac) del bacteriéfago y similares; cuando se produce la clonacién en sistemas celulares de insectos, se pueden
emplear promotores como el promotor de la polihedrina del baculovirus; cuando se produce la clonacién en sistemas
celulares vegetales, se pueden emplear los promotores derivados del genoma de células vegetales (p. ej., los promo-
tores del choque térmico; el promotor para la subunidad pequefia de la RUBISCO; el promotor para la proteina de
enlace a/b de la clorofila) o de virus vegetales (p. ¢j., el promotor de ARN 35S de CaMV; el promotor de la proteina
de revestimiento de TMV); cuando se produce la clonacién en sistemas celulares mamiferos, se pueden emplear los
promotores derivados del genoma de células mamiferas (p. ej. el promotor de la metalotioneina) o de virus mamiferos
(p. €j., el promotor tultimo del adenovirus; el promotor del virus vaccinia 7,5K); cuando se generan lineas celulares
que contienen copias multiples del ADN de Flk-1, se pueden utilizar los vectores con base SV40, BPV y EBV con un
marcador seleccionable apropiado.

En los sistemas bacterianos se pueden seleccionar varios vectores de expresion de forma ventajosa, dependiendo
del uso destinado al Flk-1 expresado. Por ejemplo, cuando se deben producir grandes cantidades de Flk-1 para la
generacion de anticuerpos o para seleccionar bancos peptidicos, pueden ser deseables los vectores controladores de la
expresion de niveles elevados de productos de la proteina de fusién purificados rapidamente. Tales vectores compren-
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den, aunque no se limitan al vector de expresiéon pUR278 de E. coli (Ruther et al., 1983, EMBO J. 2:1791), en el cual
la secuencia de codificacion de Flk-1 puede ser enlazada en el vector formado con la regién de codificacién lac Z de
modo que se produce un hibrido de la proteina AS-lac Z; vectores pIN (Inouye & Inouye, 1985, Nucleic acids Res.
13:3101-3109; Van Heeke & Schuster, 1989, J. Biol. Chem. 264:5503-5509); y similares. También se pueden emplear
los vectores pGEX para expresar polipéptidos extrafios, como las proteinas de fusién, con glutationa S-transferasa
(GST). En general, tales proteinas de fusion son solubles y pueden ser facilmente purificadas de células lisadas por
adsorcion a nédulos de glutationa-agarosa seguido de la elucion en presencia de glutationa libre. Los vectores pGEX
estan disefiados para incluir trombina o lugares de disociacion de la proteasa de factor Xa de modo que el polipéptido
clonado en cuestion pueda ser liberado de la fraccion GST.

En la levadura, se pueden utilizar varios vectores conteniendo promotores constitutivos o inducibles. Para una
revision ver, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2, 1988; Ed. Ausubel ef al., Greene Publish. Assoc. & Wiley
Interscience, Ch. 13; Grant et al., 1987, Expression and Secretion Vectors for Yeast, in Methods in Enzymology, Eds.
Wu & Grossman, 1987, Acad. Press, N.Y., Vol. 153, pp. 516-544; Glover, 1986, DNA Cloning, Vol. II, IRL Press,
Wash., D.C., Cap. 3; y Bitter, 1987, Heterologous Gene Expression in Yeast, Methods in Enzymology, Eds. Berger &
Kimmel, Acad. Press, N.Y., Vol. 152, pp. 673-684; y The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces, 1982, Eds.
Strathern et al., Cold Spring Harbor Press, Vols. I y II.

En los casos en los que se utilizan vectores de expresion vegetales, la expresion de la secuencia de codificacion de
Flk-1 puede ser controlada por cualquiera de los promotores. Por ejemplo, se pueden emplear promotores viricos tales
como los promotores de CaMV de 35S ARN y 19S ARN (Brisson et al., 1984, Nature 310:511-514), o el promotor de
la proteina de revestimiento de TMV (Takamatsu et al., 1987, EMBO J. 6: 307-311); de forma alternativa, se pueden
emplear promotores vegetales como, por ejemplo, la subunidad pequefia de RUBISCO (Coruzzi et al., 1984; EMBO
J. 3:1671-1680; Broglie et al., 1984, Science 224:838-843); o promotores del choque térmico, p. ¢j., soja hspl 7.5-
E o hspl 7.3-B (Gurley et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 6:559-565). Estas construcciones pueden ser introducidas en
células vegetales utilizando plasmidos Ti, plasmidos Ri, vectores de virus vegetales, transformacién directa de ADN,
microinyeccién, electroporacién, etc. Para revisar tales técnicas ver, por ejemplo, Weissbach & Weissbach, 1988,
Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, NY, Section VIII, pags. 421-463; y Grierson & Corey, 1988:
Plant Molecular Biology, 2d Ed., Blackie, London, Cap. 7-9.

Se podria emplear un sistema de expresion alternativo para la expresion del Flk-1, como por ejemplo, un sistema
de insectos. En un sistema de este tipo, se emplea un virus de la polihidrosis nuclear de la Autographa californica
(AcNPV) a modo de vector para expresar genes extrafios. El virus crece en células de Spodoptera frugiperda. La
secuencia de codificacién de Flk-1 puede ser clonada en regiones no esenciales (por ejemplo el gen de polihedrina)
del virus y colocada bajo el control de un promotor AcNPV (por ejemplo el promotor de polihedrina). La insercién
exitosa de la secuencia de codificacion del Flk-1 provocara la inactivacion del gen de polihedrina y producira un virus
recombinante no ocluido (es decir, virus carente de revestimiento proteinico codificado por el gen de polihedrina).
Estos virus recombinantes se usan después para infectar células de Spodoptera frugiperda en las que se expresa el gen
insertado (Ver p. ej. Smith et al., 1983, J. Viol. 46:584; Smith, Patente estadounidense No. 4,215,051).

En las células huéspedes mamiferas, se pueden utilizar varios sistemas de expresion viricos. En los casos en los que
se utiliza un adenovirus como vector de expresion, la secuencia de codificacién de Flk-1 puede unirse a un complejo
de control de transcripcién/traduccion del adenovirus, por ej., el promotor dltimo y la secuencia lider tripartita. Luego,
se puede insertar este gen quimérico en el genoma del adenovirus mediante una recombinacién in vitro o in vivo. La
insercién en una regioén no esencial del genoma virico (p. €j., regién E1 o E3) producird un virus recombinante capaz
de expresar el Flk-1 en huéspedes infectados. Ver Logan & Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. (EEUU) 81:3655-
3659). De forma alternativa, se puede usar el promotor de vaccinia 7,5K. (Ver, Mackett et al., 1982, Proc. Natl. Acad.
Sci. (EEUU) 79:7415-7419; Mackett et al., 1984, J. Viral. 49:857-864; Panicali et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci.
79:4927-4931).

También se pueden necesitar sefiales de iniciacion especificas para una traduccién eficaz de las secuencias de
codificacion de Flk-1 insertadas. Estas sefiales incluyen el codén de inicio de ATG y secuencias adyacentes. En los
casos en los que todo el gen de Flk-1, incluido su codén de inicio propio y sus secuencias adyacentes, estd insertado
en el vector de expresion apropiado, no serd necesaria ninguna sefial de control traduccional adicional. Sin embargo,
en los casos en los que sélo se inserte una parte de la secuencia de codificacién de Flk-1, se tendra que proporcionar
sefiales de control traduccionales exdgenas, incluido el codén de inicio de ATG. Ademads, el codén de inicio debe
estar sincronizado con el marco de lectura de la secuencia de codificacién de Flk-1 para asegurar la traduccién de
todo el inserto. Estas sefiales exdgenas de control traduccional y estos codones de iniciacién pueden tener muchos
origenes, tanto naturales como sintéticos. La eficiencia de la expresion puede ser realzada por la inclusién de elementos
potenciadores de la transcripcion apropiados, terminadores de la transcripcidn, etc. (ver Bittner et al., 1987, Methods
in Enzymol. 153:516-544).

Ademds, se puede elegir una cepa de célula huésped que module la expresion de las secuencias insertadas o que
modifique y procese el producto genético en la forma especifica deseada. Tales modificaciones (p. ej. la glicosilacion) y
el tratamiento (p. ¢j. la disociacidn) de productos proteinicos pueden ser importantes para la funcion de la proteina. Las
diferentes células huéspedes tienen caracteristicas y mecanismos especificos para el procesamiento postraduccional y
la modificacién de proteinas. Las lineas celulares apropiadas o los sistemas huéspedes pueden ser seleccionados para
asegurar la correcta modificacién y procesamiento de la proteina extrafia expresada. Con este fin, se pueden utilizar
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células huéspedes eucaridticas que posean la maquinaria celular para el tratamiento apropiado de la transcripcién
primaria, la glicosilacién y la fosforilacién del producto genético. Tales células huéspedes mamiferas incluyen pero
no se limitan a CHO, VERO, BHK, HeLa, COS, MDCK, 293, W138, etc.

Para una produccion elevada y a largo plazo de proteinas recombinantes, se prefiere una expresion estable. Por
ejemplo, se pueden crear mediante ingenieria genética unas lineas celulares que expresen de manera estable el Flk-
1. En lugar de utilizar vectores de expresion que contengan origenes viricos de replicacién, se pueden transformar
las células huéspedes con el ADN de Flk-1 controlado por elementos apropiados de control de la expresién (p. ej.,
promotor, potenciador, secuencias, terminadores de la transcripcion, lugares de poliadenilacion, etc.), y un marcador
seleccionable. Tras la introduccién de ADN extrafio, se puede permitir que las células creadas por ingenieria genética
se desarrollen durante 1-2 dias en un medio enriquecido, cambidndose después a un medios selectivo. El marcador
seleccionable en el plasmido recombinante confiere resistencia a la seleccién y permite que las células integren esta-
blemente el pldsmido en sus cromosomas y lleguen a formar focos que a su vez puedan clonarse y extenderse en lineas
celulares. Este método puede utilizarse de forma ventajosa para crear por ingenieria genética lineas celulares que ex-
presen el Flk-1 en la superficie de la célula, y que respondan a la transduccién de la sefial mediada de VEGF. Estas
lineas celulares creadas por ingenierfa genética son particularmente ttiles para seleccionar los andlogos de VEGF.

Se pueden usar varios sistemas de seleccion incluyendo, sin limitarse, la timidina quinasa del virus herpes simplex
(Wigler, et al., 1977, Cell 11:223), con la posibilidad de utilizar genes de hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa
(Szybalska & Szybalski, 1962, Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU 48:2026) y de adenina fosforibosiltransferasa (Lowy,
et al., 1980, Cell 22:817) en células tk, hgprt o aprt, respectivamente. Ademds, se puede utilizar la resistencia a la
antimetabolita como base de seleccion para dhfr que confiere resistencia al metotrexato (Wigler, et al., 1980, Natl.
Acad. Sci. EEUU 77:3567; O’Hare, et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU 78:1527); gpt que confiere resistencia
al 4cido micofendlico (Mulligan & Berg, 1981), Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU 78:2072); neo que confiere resistencia al
aminoglicésido G-418 (Colberre-Garapin, et al., 1981, J. Mol. Biol. 150:1); e hygro que confiere resistencia a los genes
de higromicina (Santerre, et al., 1984, Gene 30:147). Recientemente, se han descrito genes adicionales seleccionables,
concretamente el trpB que permite que las células utilicen indol en lugar de tript6fano; el hisD que permite que las
células utilicen histinol en lugar de histidina (Hartman & Mulligan, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU:8047); y el
ODC (ornitina descarboxilasa) que confiere resistencia al inhibidor de ornitina descarboxilasa, 2-(difluorometil)-DL-
ornitina, DEMO (McConlogue L., 1987, En: Current Communications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor
Laboratory ed.).

5.2.2. Identificacion de transfectantes o transformantes que expresan el Flk-1

Se pueden identificar células huéspedes que contengan la secuencia de codificacién y que expresen el producto
genético biol6gicamente activo a través de al menos cuatro procedimientos generales; (a) hibridacion de ADN-ADN o
ADN-ARN; (b) la presencia o ausencia de las funciones del gen “marcador”; (c) evaluacién del nivel de transcripcién
medido por la expresion de las transcripciones de ARNm de Flk-1 en la célula huésped; y (d) deteccién del producto
genético medido por inmunoensayo o por su actividad bioldgica.

En el primer procedimiento, se puede detectar la presencia de la secuencia de codificacién de Flk-1 insertada en el
vector de expresion por hibridaciéon de ADN-ADN o ADN-ARN mediante unas sondas que comprenden secuencias
nucledtidas homologas a la secuencia de codificacién de Flk-1, respectivamente, o sus porciones o derivados.

En el segundo procedimiento, el sistema de la expresién recombinante del vector/huésped puede ser identificado
y seleccionado en base a la presencia o ausencia de ciertas funciones del gen “marcador” (por ej., actividad de la
timidina quinasa, resistencia a los antibidticos, resistencia al metotrexato, fenotipo de transformacién, formacién de
un cuerpo de oclusion en baculovirus, etc.). Por ejemplo, si se inserta la secuencia de codificacién de Flk-1 dentro de
una secuencia de genes marcadores del vector, los recombinantes que contengan la secuencia de codificacion de Flk-
1 podrén ser identificados por la ausencia de la funcién del gen marcador. De forma alternativa, se puede colocar en
serie un gen marcador con la secuencia de Flk-1 bajo control del mismo promotor o de uno diferente empleado para
controlar la expresion de la secuencia de codificaciéon de Flk-1. La expresion del marcador en respuesta a la induccién
o0 a la seleccién indica la expresion de la secuencia de codificacion de Flk-1.

En el tercer procedimiento, se puede evaluar la actividad transcripcional para la zona de codificacién de Flk-1
mediante ensayos de hibridacién. Por ejemplo, se puede aislar y analizar el ARN mediante transferencia de Northern
aplicando una sonda homoéloga a la secuencia de codificacién de Flk-1 o a ciertas partes de ésta. De forma alternativa,
los cidos nucleicos totales de la célula huésped pueden ser extraidos y analizados para hibridar tales sondas.

En el cuarto procedimiento, la expresion del producto proteinico de Flk-1 puede constatarse inmunolégicamente,
por ejemplo por transferencia de Western, por inmunoensayos tales como la radioinmunoprecipitacién, inmunoensayos
de enzimas y similares. La prueba definitiva del éxito del sistema de expresion, no obstante, implica la deteccién
del producto genético de Flk-1 biol6gicamente activo. Se pueden emplear varios ensayos para detectar la actividad
receptora incluyendo pero sin limitarse a ensayos de unién del VEGF y a ensayos bioldgicos del VEGF los cuales
utilizan lineas celulares creadas por ingenieria genética como sustrato de prueba.
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5.3. Usos del receptor de Flk-1y de las lineas celulares creadas por ingenieria genética

La angiogénesis, el crecimiento de nuevos vasos sanguineos capilares, es necesaria para varios procesos fisiol6gi-
cos que van desde la cicatrizacion de heridas, regeneracion de tejidos y 6rganos, hasta la formacion de placenta tras el
embarazo y el desarrollo embrionario. La proliferacion anormal de los vasos sanguineos es un importante componen-
te de una variedad de enfermedades como la artritis reumatoide, retinopatias y psoriasis. La angiogénesis constituye
también un importante factor en el crecimiento y actividad metastatica de tumores s6lidos que dependen de la vas-
cularizacién. En consecuencia, se pueden usar inhibidores de la angiogénesis terapéuticamente para el tratamiento de
enfermedades resultantes o acompafiadas de un crecimiento anormal de los vasos sanguineos y para tratamientos de
malignidades que incluyan el crecimiento y extensién de tumores sélidos.

Se puede usar el receptor Flk-1 y/o lineas celulares que expresan el receptor Flk-1 para seleccionar anticuerpos,
péptidos, u otros ligandos que hacen de agonistas o antagonistas de angiogénesis o vasculogénesis mediada por el
receptor Flk-1. Por ejemplo, se pueden usar anticuerpos anti-Flk-1 capaces de neutralizar la actividad de VEGF, para
inhibir la funcién de Flk-1. Adicionalmente, se pueden seleccionar anticuerpos anti-Flk-1 que imiten la actividad de
VEGF para usos en la cicatrizacion de heridas. De forma alternativa, puede ser ttil la seleccién de bibliotecas péptidas
con proteinas Flk-1 solubles recombinantemente expresadas o proteinas Flk-1 de expresion de lineas celulares para la
identificacién de moléculas terapéuticas que funcionen inhibiendo la actividad biolégica de Flk-1.

Se pueden usar lineas celulares creadas por ingenieria genética que expresen toda la regién de codificacion de Flk-1
o su dominio de unién de ligandos para seleccionar e identificar antagonistas de VEGF asi como agonistas. Se pueden
seleccionar compuestos sintéticos, productos naturales, y otras fuentes de materiales potencialmente biolégicamente
activos de varias maneras. La capacidad de un compuesto de prueba para inhibir la unién de VEGF a Flk-1 puede ser
medida usando técnicas estdndares de union del receptor, tal como aquellas descritas en la Seccién 6.1.9. Se puede
medir la capacidad de los agentes para prevenir o imitar el efecto de unién de VEGF en respuestas de transduccién de
sefiales en células de expresion de Flk-1. Por ejemplo, se pueden monitorizar las respuestas tales como la activacién
de la actividad Flk-1 quinasa, modulacién de la produccién de un segundo mensajero o cambios en el metabolismo
celular. Estos ensayos pueden ser realizados usando técnicas convencionales desarrolladas para estos objetivos.

5.3.1. Seleccion de la biblioteca peptidica con proteina Flk-1 o lineas celulares creadas por ingenieria genética

Se pueden usar bibliotecas peptidicas aleatorias consistentes en todas las combinaciones posibles de aminoécidos
unidos a un soporte en fase sélida para identificar péptidos capaces de unirse al sitio de unién del ligando de un
receptor dado u otros dominios funcionales de un receptor tales como dominios de quinasa (Lam, K.S. et al., 1991,
Nature 354: 82-84). La seleccion de bibliotecas peptidicas pueden tener un valor terapéutico en el descubrimiento de
agentes farmacéuticos que actien para inhibir la actividad biolégica de receptores a través de sus interacciones con el
receptor dado.

Se puede lograr la identificacién de moléculas capaces de enlazar con el Flk-1 seleccionando una biblioteca pep-
tidica con proteina Flk-1 recombinante soluble. En la Seccién 5.2.1 se describen los métodos para la expresion y
purificacion de Flk-1 y pueden ser usados para expresar toda la longitud de Flk-1 recombinante o fragmentos de Flk-
1 dependiendo de los dominios funcionales de interés. Por ejemplo, la quinasa y los dominios de unién de ligandos
extracelulares de Flk-1 pueden ser separadamente expresados y usados para seleccionar bibliotecas peptidicas.

Para identificar y aislar el soporte de péptidos/fase sélida que interactiia y forma un complejo con Fk-1, es preciso
marcar o “etiquetar” la molécula Flk-1. La proteina Flk-1 puede ser conjugada con enzimas tales como fosfatasa alca-
lina o peroxidasa de rdbano o con otros reactivos tales como marcadores fluorescentes que pueden incluir isotiiocinato
de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) o rodamina. La conjugacién de cualquier marcador dado, para Flk-1, puede
ser realizada usando técnicas habituales en la materia. Alternativamente, se pueden crear vectores de expresion de Flk-
1 por ingenierfa genética para expresar una proteina Flk- 1 quimérica conteniendo un epitopo para el que exista un
anticuerpo comercialmente disponible. El anticuerpo especifico del epitopo puede ser marcado usando métodos bien
conocidos en la técnica incluyendo el marcado con enzimas, tintes fluorescentes o perlas coloreadas o magnéticas.

El conjugado de Flk-1 “marcado” es incubado con la biblioteca peptidica aleatoria durante 30 minutos durante
una hora a 22°C para permitir la formacién del complejo entre Flk-1 y las especies peptidicas dentro de la biblioteca.
La biblioteca es luego lavada para eliminar cualquier proteina de Flk-1 no enlazada. Si Flk-1 ha sido conjugado con
fosfatasa alcalina o peroxidasa de rdbano la biblioteca entera es vertida en una placa de Petri conteniendo sustratos
para bien fosfatasa alcalina o peroxidasa, por ejemplo, 5-bromo-4-cloro-3-indoilfosfato (BCIP) o 3,3’,4,4”-diamno-
benzidina (DAB), respectivamente. Tras la incubacién durante varios minutos, el complejo Flk-1-péptido/fase sélida
cambia de color y puede ser facilmente identificado y aislado fisicamente bajo un microscopio de diseccién con un
micromanipulador. Si se ha usado una molécula de Flk-1 marcada fluorescente, los complejos pueden ser aislados por
clasificacion con activacion fluorescente. Si se ha usado una proteina Flk-1 quimérica que expresa un epitopo heterd-
logo, se puede realizar la deteccion del complejo péptido/Flk-1 usando un anticuerpo especifico del epitopo marcado.
Una vez aislado, la identidad del péptido fijado al soporte de fase sélida puede ser determinada por secuenciacién
peptidica.

Ademds de usar moléculas de Flk-1 solubles, es posible detectar péptidos que enlacen con receptores de superficie
celular usando células intactas. Se prefiere usar células intactas para el uso con receptores que son subunidades mul-
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tiples o l4biles o con receptores que requieran el dominio lipidico de la membrana celular para ser funcional. En las
Secciones 5.2.1. y 5.2.2 se describen los métodos para generar Flk-1 de expresion de lineas celulares. Las células usa-
das en esta técnica puede ser bien células vivas o fijas. Las células serdn incubadas con la biblioteca peptidica aleatoria
y enlazard con determinados péptidos en la biblioteca para formar una “roseta” entre las células diana y el soporte
de fase sélida/péptido pertinente. La roseta puede luego ser aislada por centrifugado diferencial o retirada fisicamente
bajo un microscopio de diseccion.

Como alternativa a los ensayos de célula completa para los receptores unidos a la membrana o receptores que
requieren el dominio lipidico de la membrana celular para ser funcional, las moléculas del receptor pueden ser recons-
truidas en liposomas a los que se puede unir el marcador o “etiqueta”.

5.3.2. Produccion y seleccion de anticuerpos

Se pueden usar varios procedimientos conocidos en la técnica para la produccién de anticuerpos para epitopos del
receptor Flk-1 producido por recombinacién. Los anticuerpos de este tipo incluyen pero no se limitan a fragmentos
Fab policlonales, monoclonales, quiméricos monocatenarios y fragmentos producidos por una biblioteca de expresién
de Fab. Los anticuerpos de neutralizacidn, es decir, los que compiten por el sito de unién de VEGF del receptor son
especialmente preferidos para el diagnéstico y la terapéutica.

Los anticuerpos monoclonales que enlazan Flk-1 pueden ser radioactivamente marcados permitiendo seguir su
localizacion y distribucion en el cuerpo después de la inyeccidn. Los anticuerpos marcados con radioactividad pueden
ser usados como una herramienta diagndstica no invasiva para la formacién de imdgenes de una nueva vasculariza-
cion asociada a varia enfermedades incluyendo artritis reumatoide, degeneraciéon macular y formacién de tumores y
metdstasis.

También se pueden disefiar inmunotoxinas que dirijan agentes citotdxicos a sitios especificos en el cuerpo. Por
ejemplo, anticuerpos monoclonales especificos de Flk-1 de alta afinidad pueden formar complejos covalentemente
con toxinas bacterianas o vegetales, tales como toxina de difteria, abrina o ricina. Un método general de preparacién
de moléculas de anticuerpo/hibridas puede implicar el uso de reactivos de interconexién de tiol tal como SPDP, que
atacan los grupos amino primarios en el anticuerpo y unen la toxina al anticuerpo por intercambio de bisulfuro. Los
anticuerpos hibridos pueden ser usados para eliminar especificamente Flk-1 de expresion de células endoteliales.

Para la produccién de anticuerpos, varios animales huéspedes pueden ser inmunizados por inyeccién con la protei-
na Flk-1 incluyendo pero sin limitarse a conejos, ratones, ratas, etc. Se pueden usar varios adyuvantes para aumentar
la respuesta inmunoldgica, dependiendo de las especies huéspedes, incluyendo pero si limitarse a geles minerales
de Freund (completos e incompletos) tales como hidréxido de aluminio, sustancias surfactivas tales como lisoleciti-
na, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite, hemocianina de lapa californiana, dinitrofenol,
y adyuvantes potencialmente utiles para los humanos tales como BCG (bacilo Calmette-Guerin) y Corinebacterium
parvum.

Se pueden preparar anticuerpos monoclonales para Flk-1 usando cualquier técnica que proporcione la produccién
de moléculas de anticuerpos por lineas celulares continuas en cultivo. Estas incluyen pero sin limitarse a la técnica
del hibridoma originalmente descrita por Kohler y Milstein, (Nature, 1975, 256:495-497), la técnica del hibridoma de
células B humanas (Kosbor et al., 1983, Immunology Today, 4:72; Cote et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci., 80:2026-
2030) y la técnica del hibridoma EBV (Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss,
Inc., pags. 77-96). Ademas, se pueden usar técnicas desarrolladas para la produccién de “anticuerpos quiméricos”
(Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci., 81:6851-6855; Neuberger et al., 1984, Nature, 312:604-608; Takeda et
al., 1985, Nature, 314:452-454) uniendo los genes de una molécula de anticuerpo de ratén de especificidad antigénica
apropiada con genes de una molécula de anticuerpo humano de actividad bioldgica apropiada. Alternativamente, se
pueden adaptar técnicas descritas para la produccién de anticuerpos monocatenarios (Patente U.S. 4,946,778) para
producir anticuerpos monocatenarios especificos de Flk-1.

Se pueden generar fragmentos de anticuerpos que contengan sitios de enlace especificos de Flk-1 por técnicas
conocidas. Por ejemplo, tales fragmentos incluyen pero no se limitan a: los fragmentos F(ab’), que pueden ser produ-
cidos por digestién de pepsina de la molécula de anticuerpo y los fragmentos Fab que pueden ser generados reduciendo
los puentes de bisulfuro de los fragmentos F(ab’),. De forma alternativa, se pueden construir bibliotecas de expresion
de Fab (Huse et al., 1989, Science, 246:1275-1281) para permitir la identificacién rdpida y facil de fragmentos Fab
monoclonales con la especificidad deseada para Flk-1.

5.4. Usos de la secuencia de codificacion de Flk-1
La secuencia de codificacion de Flk-1 puede ser usada para detectar la expresion de Flk-1 para el diagndstico.
También se describen secuencias oligorribonucleotidas, que incluyen moléculas y ribozimas de ADN y ANR
antisentido que funcionan para inhibir la traduccién de Flk-1. Ademads, se pueden expresar formas mutadas de Flk-

1, con un efecto negativo dominante en poblaciones de células diana para inhibir la actividad del Flk-1 tipo salvaje
endégenamente expresado.
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5.4.1. Uso de la secuencia de codificacion de Flk-1 en el diagndstico y la terapéutica

El ADN de Flk-1 puede tener varios usos para el diagndstico de enfermedades producidas por la expresién aberran-
te de Flk-1. Por ejemplo, se puede usar la secuencia de ADN de Flk-1 en ensayos de hibridacion de biopsias o autopsias
para diagnosticar anomalias en la expresion de Flk-1; p. ej., andlisis de Southern o Northern, incluyendo ensayos de
hibridacion in situ.

Se puede usar el ADNc de Flk-1 como sonda para detectar la expresiéon del ARNm de Flk-1. En un ejemplo
especifico descrito aqui, se analizd la expresion de ARNm de Flk-1 en embriones de ratén de diferentes estadios de
desarrollo. El andlisis por transferencia de Northern indicé la expresién abundante de un ARNm importante de 5,5
kb entre el dia 9,5 y el dia 18,5, con descenso aparente hacia el final de la gestacién (Fig. 2A). En los dias 4-8 tras
el nacimiento, se hall6 que el ARNm de Flk-1 de los capilares del cerebro resulté estar altamente enriquecido en
comparacién con el ARN de todo el cerebro (Fig. 2B), sugiriendo un papel de Flk-1 en la proliferaciéon de las células
endoteliales.

Para obtener informacién mas detallada sobre la expresion de Flk-1 durante el desarrollo embrionario y durante
los estadios tempranos del desarrollo vascular se realizaron experimentos de hibridacion in situ como se describe en
la Seccién 6.1.4. Las hibridaciones in situ demostraron que la expresién de Flk-1 in vivo durante el desarrollo em-
brionario del raton estd ampliamente restringida a las células endoteliales y sus precursores (Fig. 3 y Fig. 4). El Flk-
1 es expresado en células endoteliales durante los procesos fisioldgicos que estdn caracterizados por la proliferacién
de células endoteliales y el patrén de expresion espacial y temporal encontrado en el cerebro embrionario estd corre-
lacionado precisamente con el desarrollo del sistema neural vascular como ha sido descrito por Bar (1980). Los brotes
vasculares originados en el plexo perineural crecen radialmente en el neuroectodermo ramificindose, descubriéndose
que estos brotes expresaban cantidades altas de ARNm de Flk-1 (Fig. 5). En los estadios postnatales tempranos la
proliferacion de células endoteliales sigue siendo evidente y Flk-1 es expresado, mientras que en el organismo adulto,
después de finalizar el proceso de vascularizacion, el descenso de la proliferacion de células endoteliales discurre en
paralelo a la reduccién de la expresién de Flk-1.

También se describen secuencias oligorribonucleotidas, que incluyen moléculas y ribozimas de ADN y ARN
antisentido que funcionan para inhibir la traduccién de ARNm de Flk-1. Las moléculas de ADN y ARN antisentido
actdan para bloquear directamente la traduccién de ARNm uniéndose al ARNm diana e impidiendo la traduccién de la
proteina. En lo que respecta al ADN antisentido, se prefieren los oligorribonucleotidos derivados del sitio de iniciacién
de traduccién, p. €j., entre las regiones -10 y +10 de la secuencia nuecledtida de Flk-1.

Las ribozimas son moléculas de ARN enzimatico capaces de catalizar el seccionamiento especifico del ARN. El
mecanismo de accién de la ribozima implica la hibridacién especifica de la secuencia de la molécula de ribozima al
ARN diana complementario, seguido de un seccionamiento endonucleolitico. Las moléculas de ribozima en cabeza de
martillo creadas por ingenieria genética que catalizan especifica y eficazmente el seccionamiento endonucleolitico de
las secuencias de ANR de Flk-1 estdn incluidas en el campo de la invencién.

Los sitios especificos de seccionamiento de la ribozima dentro de cualquier ARN diana potencial son inicialmente
identificados escaneando la molécula diana para los sitios de seccionamiento de la ribozima que incluyen las secuen-
cias siguientes, GUA, GUU y GUC. Una vez identificados, se pueden evaluar secuencias cortas de ARN de entre 15
y 20 ribonucleétidos correspondientes a la regién del gen objetivo que contiene el sitio de seccionamiento en cuanto
a las caracteristicas estructurales previstas tales como la estructura secundaria que puede hacer la secuencia oligo-
nucledtida inadecuada. También se puede evaluar la idoneidad de los objetivos candidatos probando su accesibilidad
para la hibridacién con oligonucleétidos complementarios, usando ensayos de proteccion de ribonucleasa.

Tanto las moléculas como las ribozimas de ADN y ARN antisentido pueden ser preparadas por cualquier método
conocido en la técnica para la sintesis de moléculas de ARN. Estas incluyen técnicas para sintetizar quimicamente
oligorribonucleétidos bien conocidas en la materia tal como por ejemplo sintesis quimica de fosforamidita en fase
sOlida. Alternativamente, las moléculas de ARN pueden ser generadas por transcripcion in vitro e in vivo de secuencias
de ADN de codificacién de la molécula de ANR antisentido. Tales secuencias de ADN pueden ser incorporadas en una
amplia variedad de vectores que incorporan promotores adecuados de ANR polimerasa tales como los promotores de
polimerasa T7 o SP6. De forma alternativa en las lineas celulares se pueden introducir de forma estable constructos de
ADNCc antisentido que sinteticen el ANR antisentido constitutiva o induciblemente, dependiendo del promotor usado.

Se pueden introducir varias modificaciones a las moléculas de ADN como medio para incrementar la estabilidad
intracelular y la vida media. Las modificaciones posibles incluyen pero no se limitan a la adicién de secuencias
flanqueantes de ribo- o deoxinucledtidos de los extremos 5’ y/o 3’ de la molécula o el uso de fosforotioato o 2’-O-
metilo en lugar de enlaces de fosfodiesterasa dentro del esqueleto oligodeoxiribonucledtido.

5.4.2 Uso de mutantes de Flk-1 negativos dominantes en la terapia genética

La dimerizacién del receptor inducida por ligandos estd pensada para proporcionar una sefial reguladora alostérica
que funcione para unir los enlaces del ligando para la estimulacién de la actividad quinasa. Los receptores defectuo-
sos pueden funcionar como mutaciones negativas dominantes suprimiendo la activacién y la respuesta de receptores
normales mediante la formacién de heterodimeros no productivos. En consecuencia, se pueden crear por ingenieria
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genética los receptores defectuosos en vectores viricos recombinantes y se pueden usar para la terapia genética en
individuos que expresen el Flk-1 de forma inadecuada.

En una forma de realizacion de la invencidn, se pueden identificar las formas mutantes de la molécula de Flk-1
con efectos dominantes negativos por la expresion en células seleccionadas. Se pueden usar mutantes de delecién o
sin sentido de Flk-1 que conserven la capacidad para formar dimeros con la proteina de Flk-1 de tipo natural pero
que no puedan funcionar en la transduccién de sefiales, para inhibir la actividad bioldgica del Flk-1 endégeno de tipo
natural. Por ejemplo, se puede eliminar el dominio de la quinasa citoplasmética de Flk-1 dando como resultado una
molécula de Flk-1 truncada que mantiene la capacidad de experimentar la dimerizacién con receptores endégenos de
tipo natural pero es incapaz de realizar la transduccién de una sefial.

La proliferacién anormal de los vasos sanguineos es un componente importante de muchos trastornos patégenos,
tales como la artritis reumatoide, retinopatias y psoriasis. La angiogénesis descontrolada también representa un factor
importante en el crecimiento y en la metéstasis de tumores sélidos. Se pueden crear virus recombinantes por ingenieria
genética para expresar formas dominantes negativas del Flk-1 que se pueden emplear para inhibir la actividad del Flk-
1 enddgeno de tipo natural. Estos virus se pueden emplear terapéuticamente para el tratamiento de enfermedades
resultantes de una expresion o actividad aberrante de Flk-1.

Se pueden usar vectores de expresion derivados de virus como los retrovirus, virus vaccinia, virus adeno-asociados,
herpes virus o virus del papiloma bovino para depositar el Flk-1 recombinante en la poblacién celular dirigida. Se
pueden utilizar los métodos bien conocidos por los expertos en la materia para construir vectores viricos recombinantes
que contengan una secuencia de codificacion del Flk-1. Ver, por ejemplo, las técnicas descritas en Maniatis et al.,
1989: Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. y Ausubel et al., 1989, Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y. De forma alternativa, se
pueden reconstruir moléculas de Flk-1 recombinante en liposomas para su suministro en células diana.

En una forma de realizacién especifica de la invencidn, se cred por ingenieria genética un mutante de delecién del
receptor Flk-1 en un vector retrovirico recombinante. Dos aislamientos clonales designados pLXSN Flk-1 TM cl.1 y
pLXSN Flk-1 TM cl.3 contienen un receptor de Flk-1 truncado carente de aminodcidos 561 COOH-terminales. Con el
fin de obtener virus productores de lineas celulares, se transfectaron las células PA37 con los vectores recombinantes
y, posteriormente, se utilizaron unos medios acondicionados conteniendo virus para infectar las células GPE.

Para probar si la expresién de los mutantes con muestras defectuosas inhibian la actividad receptora del Flk-
1 endégeno, se mezclaron células C6 de gliobastoma de rata (células tumorales) y células de ratén productoras de
los retrovirus recombinantes y se inyectaron por via subcutidnea en ratones desnudos. Normalmente, la inyeccion de
células tumorales en ratones desnudos provocaria la proliferacién de las células tumorales y la vascularizacién de la
masa tumoral resultante. Puesto que se piensa que el Flk-1 es esencial en la formacion de vasos sanguineos, el bloqueo
de la actividad de Flk-1 por la expresion de un receptor truncado puede funcionar para inhibir la vascularizacién del
tumor en desarrollo e inhibir asi su crecimiento. Tal y como se ilustra en las Figuras 13 y 14, la coinyeccion de virus
productores de células, los cuales expresan un receptor Flk-1 truncado, inhibe de forma significativa el crecimiento
del tumor en comparacién con los controles que reciben inicamente células tumorales.

5.5. Uso de ligandos o receptor Flk-1

Se cree que la interaccién receptor/ligando entre Flk-1 y VEGF juega un papel importante en el sistema de sefiali-
zacidén durante la vascularizacién y la angiogénesis. La proliferacién anormal de vasos sanguineos es un componente
importante de varias enfermedades.

La expresion de ARN de Flk-1 estd correlacionada con el desarrollo del cerebro y con la proliferacion de células
endoteliales sugiriendo que Flk-1 puede ser un receptor implicado en la mediacion de eventos de sefializacién en el
proceso de vascularizacion. Se ha mostrado que el VEGF es un factor de crecimiento mitogénico conocido que actia
exclusivamente en células endoteliales (Ferrara, N. y Henzel, W.J., 1989, Biochem. Biophys. Res. Comm. 161:851-
858). Se realizaron experimentos cruzados y de unién de ligandos, como se describe en la Seccién 6.1.9 y 6.1.10
respectivamente, para determinar si VEGF es un ligando para Flk-1 y los resultados indican que Flk-1 es un auténtico
receptor de VEGF de gran afinidad (FIG 9).

Se podrian administrar ligandos para Flk-1, el propio receptor Flk-1, o un fragmento conteniendo su sitio de unién
de VEGF, in vivo para modular la angiogénesis y/o vasculogénesis. Por ejemplo, la administracién del receptor Flk-
1 o un fragmento conteniendo el sitio de unién de VEGF, podria competitivamente enlazar con VEGF e inhibir su
interaccién con el receptor nativo Flk-1 in vivo para inhibir la angiogénesis y/o vasculogénesis. De forma alternativa,
se pueden usar ligandos para Flk-1, incluyendo anticuerpos anti-Flk-1 o fragmentos de los mismos, para modular la
angiogénesis y/o vasculogénesis. Se pueden usar agonistas de la actividad de VEGF para promover la cicatrizacion de
heridas mientras que se pueden usar antagonistas de la actividad de VEGF para inhibir el crecimiento tumoral.

Dependiendo de las condiciones especificas que se estén tratando, estos agentes pueden ser formulados y adminis-
trados sistémica o localmente. Las Técnicas de formulacién y administracién pueden ser encontradas en “Remington’s
Pharmaceutical Sciences”, Mack Publishing Co., Easton, PA, dltima edicién. Las vias adecuadas pueden incluir admi-
nistracion oral, rectal, transmucosa, o intestinal; suministro parenteral, incluyendo inyecciones intramusculares, subcu-
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taneas, intramedulares, asi como inyecciones intratecales directas, intraventriculares, intravenosas, intraperitoneales,
intranasales o intraoculares, por nombrar algunas. Para la inyeccion, los agentes de la invencion pueden ser formulados
en soluciones acuosas, preferiblemente en tampones fisiologicamente compatibles tal como solucién Hanks, solucién
Ringer, o tamp6n de suero salino fisioldgico. Para este tipo de administracion transmucosa, en la formulacion se usan
penetrantes apropiados para permear la barrera. Tales penetrantes son generalmente conocidos en la técnica.

6. Ejemplo: patrones de clonacion y expresion de Flk-1, un receptor de gran afinidad para el VEGF

La siguiente subseccion describe la clonacién y la caracterizacion del clon de ADNc de Flk-1. Los andlisis de
transferencia de Northern y de hibridacién in situ indican que el Flk-1 es expresado en células endoteliales. Los
experimentos cruzados y de enlace de ligandos indicaron ademds que el Flk-1 es un receptor de gran afinidad para el
VEGE.

6.1. Materiales y métodos
6.1.1. Clonacion del ADNc de Flk-1

El ADN extraido de un banco de ADNc de Xgt10 de embriones de ratones de 8,5 dias (Fahrner e al., 1987, EM-
BO. J. 6: 1497-1508) se emple6 como patrén para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR; Saiki, R.K. et al.,
1985 Science 230:1350-1354). En un proceso independiente, se emple6 el ADNc de células endoteliales capilares que
fueron aisladas del cerebro de ratones posnatales de 4-8 dias para la amplificacién (Risau, W., 1990 En: development
of the Vascular system. Issues Biomed. Basel Karger 58-68 y Schniirch ef al., inédito). Se disefiaron cebadores de-
generados en base a grandes homologias de aminoacidos dentro del dominio de la quinasa compartido por todos los
RTKSs (Wilks, A.F, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 1603-1607).

Se aislaron clones de toda la longitud de ADNc de Flk-1 de otro banco de ADNc de un embrién de ratén de 8,5
dias, preparado segtin el método de Okaiama y Berg (1983) y de un banco de Agtl1 de embrién de ratén de 11,5 dias
(Clonetech) usando el fragmento de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) marcado con **P de 210 pares de bases
(Feinberg, A.R y Vogelstein, B. 1983 Anal. Biochen. 132:6-13).

6.1.2. Embriones de raton

Se dejo aparear ratones balb/c durante la noche y se defini6 la mafiana en la que se detectd el tapén vaginal como
1/2 dia de gestacion. Para el andlisis de transferencia de Northern, se homogenizaron los embriones congelados en 5
M de guanidinio tiocianato y se aislé el ARN tal y como estd descrito (Ullrich, A. et al., 1985, Nature 313:756-761).
Para la hibridacién in situ, los embriones fueron introducidos en Tissue-Tek (Miles), congelados en la superficie de
nitrégeno liquido y almacenado a -70°C antes del uso.

6.1.3. Preparacion de sondas

Los 2619 pares de bases localizados en la posiciéon 5° del ADNc del receptor fueron subclonados en el vector
pGem3Z (Promega) como un fragmento EcoR1/BamH]1. Se prepar6 la sonda para la hibridacién por transferencia de
Northern mediante la marcacion del fragmento de ADNc con a-**PdATP (Amersham) mediante el cebado aleatorio
de hexanucleétidos (Boehringer; Feinberg, A. P and Vogelstein, B., 1983 Anal. Biochem. 132:6-13).

Para la hibridacion in situ, se prepar6 una sonda de ADN antisentido monocatenario, tal y como describen Schniir-
ch y Risau (Development, 1991111:1143-54). Se linealiz6 el pldsmido en el extremo 3 del ADNc y se sintetizé una
transcripcion sentido mediante la ARN polimerasa SP6 (Boehringer). EI ADN fue degradado mediante una DNAasa
(preparacion libre de RNAasa, Boehringer Mannheim). Con la transcripcidn, se realiz6 una sintesis de ADNCc inicia-
do aleatoriamente con un @-**S dATP (Amersham) mediante la transcripcion inversa con la transcriptasa inversa del
MMLV (virus de la leucemia murina de Moloney) (BRL). Para obtener pequefios fragmentos de ADNc de aproxima-
damente 100 pares de bases de media adecuados para la hibridacién in sifu, se utilizé un gran exceso de iniciador.
Posteriormente la transcripciéon de ARN fue parcialmente hidrolizada en 100 mM de NaOH durante 20 minutos a
70°C, y la sonda fue neutralizada con la misma cantidad de HCl y purificada con una columna de Sephadex C50.
Tras la precipitacion del etanol, se disolvié la sonda en una actividad final especifica de 5x10° cpm. Para controlar la
hibridacion, se prepard una sonda sentido con el mismo método.

6.1.4. Extraccion del ARN y andlisis de Northern

Se aislé el ARN citopldsmico total segtin el método del fenol 4cido de Chromczynski y Sacchi (1987). Se sometie-
ron las partes alicuotas del ARN Poli(A+) a electroforesis en un 1,2% de geles de formaldehido-agarosa (Sambrook,
J. et al., 1989 Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2* ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press) y se transfirie-
ron a membranas de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell). Se realizaron las hibridaciones por la noche en un 50% de
formamida, ***5 x SSC (750 mM de cloruro sédico, 75 mM de citrato sédico), 5 x solucién Denhardt (0,1% de Ficoll
400, 0,1% de polivinilpirrolidona, 0,1% de BSA: albimina sérica bovina) y -0,5% de SDS (dodecil sulfato de sodio)
a42°C con 1-3x10% cpm-ml-' de una sonda de ADN iniciado aleatoriamente **P, seguido de lavados muy rigurosos en
0,2 x SSC, 0,5% de SDS a 52°C. Los filtros fueron expuestos durante un periodo de 4 a 8 dias.
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6.1.5. Hibridacion in situ

La post-fijacién y la hibridacién de la subclonacién fue esencialmente realizada de acuerdo con Hogan et al.
(1986). 10 um de secciones gruesas fueron cortadas a una temperatura de -18°C en un criostato Leitz. Para el proceso
de prehibridacién no se realizé ninguna incubacioén con 0,2 M de HCI para eliminar las proteinas basicas. Se incubaron
las secciones con la sonda de ADNc *S (5x10* cpm/ml) a 52°C en un tamp6n del 50% de formamida, 300 mM de
NuCl, 10 mM de tris-HCI, 10 mM de NaPO, (pH 6,8), 5 mM de EDTA (4cido etilendiamino tetraacético), 0,02% de
Ficoll 400, 0,01% de polivinilprolidona, 0,02% de BSA, 10 m/ml de ARN de levadura, 10% de dextrano sulfato, y
10 mM de NaCl, 10 mM de tris-HCI, 10 mM de NaPO, (pH 6.8), 5 mM de EDTA, 10 Mm de DTT (ditiotreitol) a
52°C. Para la realizacién de una autorradiografia, se cubrieron las 1dminas con una emulsion de pelicula Kodak NTB2
y fueron expuestas durante ocho dias. Después del revelado, se realizé una coloracién de contraste en las secciones y
un azul de toluidina o May-Grinwald.

6.1.6. Preparacion de antisueros

Se subcloné un fragmento de EcoRV/HindII iniciado en 3’ que comprendia 128 aminoécidos C-terminales de Flk-
1 en el vector de expresion de la proteina de fusién pGEX3X (Smith, D.B. y Johnson, K.S., 1990 Gen. 67:31-40;
Pharmacia). La proteina de fusion fue purificada tal y como se describe y usada para inmunizar conejos. Después del
segundo impulso, los conejos fueron desangrados y se utiliz6 el antisuero para la inmunoprecipitacion.

6.1.7. Expresion transitoria de Flk-1 en células COS-1

La transfeccion de células COS-1 se realizé esencialmente tal y como describen Chen y Okayama (1987 Mol.
Cell. Biol. 7:2745-2752) y Gorman et al. (1989 Virology 171:377-385). En resumen, las células fueron cultivadas a
una densidad de 1,0 x 10° por cada plato de 10-cm e incubadas durante la noche en DMEM con un contenido de suero
de ternero fetal (Gibco) del 10%. Se clonaron 20 Mg de ADNCc del receptor en un vector de expresion dirigido por el
promotor del citomegalovirus y se mezclaron en 0,5 ml de 0,25 M de CaCa,, 0,5 ml de 2 x BBS (280 mM de NaCl, 1,5
mM de Na,HPO,, 50 mM de BES, pH 6,96 y se incubaron durante 30 min. a temperatura ambiente. A continuacion,
se afladi6 la solucién de fosfato de calcio/ADN a las células, se agité suavemente, y se incub6 durante 18 horas a 37°C
en CO, al 3%. En los experimentos de unién de ligandos se eliminaron las células de la placa y se trataron tal como se
describe abajo.

Con el fin de obtener medios acondicionados de VEGF, se modificaron las células en unos platos de 15-cm.
Se recogi6 el medio transcurridas 48 h y el VEGF fue purificado parcialmente por cromatografia de afinidad con
columnas de MT “High Trap” de heparina (Pharmacia) y concentrado por ultrafiltraciéon (Ferrara, N. y Henzel, W.J.
1989 Biochem. Biofis. Res. Comm. 161:851-858). La concentraciéon de VEGF fue determinada por un ensayo de
competicion de ligando con células bovinas endoteliales adrticas.

Para los ensayos de autofosforilacion, se cultivaron las células en platos de 6 pocillos (2x10° células por pocillo),
se modificaron segin el modo descrito anteriormente, y se alimentaron durante 24 h en DMEM con un contenido
del 0,5% de suero de ternero fetal. A continuacién, las células fueron tratadas con 500 pM de VEGF durante 10
min. a 37°C o bien, permanecieron sin tratar y posteriormente fueron lisificadas segin lo descrito por Kris et al.
(1985). El Flk-1 fue inmunoprecipitado con un antisuero aumentado en conejos contra el C-terminal del receptor. Los
inmunoprecipitados fueron separados en un gel SDS poliacrilamida al 7,5%, transferidos a nitrocelulosa e incubados
con un anticuerpo de ratén monoclonal dirigido contra la fosfotirosina (Fendly, B.M. et al., 1990 Cancer Research
50: 1550-1558). Se visulizaron las bandas proteinicas utilizando peroxidasa de rdbano acoplada con un anticuerpo de
cabra anti-raton y el sistema de detecciéon de ECL™ (Amersham).

6.1.8. Radioyodacion de VEGF

El VEGF recombinante humano (5 ug; proporcionado por gentileza del Dr. H. Welch) fue disuelto en 110 ul de un
tampdn de fosfato sédico de pH 76 y fue yodado por el procedimiento de Hunter y Greenwood (1962). Se separaron
los productos reactivos de la proteina marcada por su paso sobre una columna de Sephadex G50, pre-equilibrados con
suero salino tamponado con fosfato (PBS) con un contenido del 0,7% de albiimina de suero bovino (BSA) y se contaron
las partes alicuotas de las fracciones recogidas, antes y después de la precipitacién con un 20% de acido tricloroacético.
Se estim6 que la pureza del producto yodado era superior al 90%, tal como lo determind la electroforesis en gel y su
actividad especifica fue de 77000 cpm/ng. La bioactividad del VEGF yodado fue confirmada por comparacién con las
bioactividades del VEGF nativo a través del ensayo de la introduccién del factor tisular descrito por Clauss, M. et al.
(1990 J. Exp. Med. 172:1535-1545).

6.1.9. Reticulacion del VEGF al Flk-1
Las células COS-1 que expresan transitoriamente el Flk-1 y las células COS-1 no modificadas fueron incubadas
con 200 pM de '*I-VEGF a 4°C durante la noche, luego fueron lavadas dos veces con PBS y expuestas a 0,5 mM de

disuccinimidilo suberato (DSS) en PBS durante 1 h a 4°C. Las células fueron lisadas y el Flk-1 inmunoprecipitado y
se analizé por electroforesis en un 7% de gel politarcilamida seguido de una autorradiografia.
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6.1.10. Union del VEGF

Se realizaron experimentos de unién de ligando tal y como se ha descrito previamente (Schumacher, R. et al., 1991,
J. Biol. Chem. 266:19288-19295), las células COS-1 fueron cultivadas en un plato de cultivo de 15-cm en DMEM
durante 48h tras la transfeccién. A continuacion, se lavaron las células cuidadosamente con PBS y se incubaron con 5
ml de 25 mM de EDTA en PBS durante 10 min. A continuacién se eliminaron las células de la placa, se lavaron una
vez con un tampo6n de uniéon (DMEM, 25 mM HEPES, pH 7,5, 0,15% de gelatina) y se suspendieron nuevamente en 5
ml de un tamp6n de unién para determinar el nimero celular. En un volumen total de 500 ml, se incubé esta suspensién
celular durante 90 min. a 15°C con 10 pM de '®I-VEGF y una concentracién mayor del ligando no marcado (de 0 a 7 x
107), purificado parcialmente de unos medios acondicionados de células COS-1 que expresan transitoriamente VEGF
(164 formas de aminodacidos; Breier ef al., 1992). Tras la incubacidn, se lavaron las células con PBS al 0,1% de PBS
en frio. El ligando libre se eliminé por centrifugacion repetida y por resuspensién en un tampoén de unién. Finalmente,
se determiné mediante un gammdmetro (Riastar) la radioactividad > unida a las células. Los datos obtenidos fueron
analizados segtin el método de Munson, P.J. y Rodbard, D. (1980 Anal. Biochem. 107:220-235).

6.1.11. Vectores retroviricos codificadores de mutantes transdominantes negativos de Flk-1

Se construyeron los vectores retroviricos recombinantes conteniendo la regidn de codificacién para aminoécidos
desde 1 hasta 806 del receptor Flk-1 (pLX Flk-1 cl.1 y cl.3, Figura 12). Se utiliz6 un virus recombinante conteniendo
un mutante receptor de cfms truncado (pNTK cfms Tm cl.7) como control. Con el fin de obtener células productoras
de virus, se infectaron células GPE de ratén con un virus anfotréfico conteniendo medios acondicionados de células
PA317 modificadas con ADN retrovirico recombinante. Se implantaron células tumorales del gliobastoma C6 en
ratones desnudos, ya fueran solas o bien coimplantadas con células productoras de virus. Se indican los nimeros
celulares inyectados en ambos conjuntos de experimentos. Comenzando al mismo tiempo en que aparecieron los
primeros tumores, se midieron los volimenes tumorales cada 2 a 3 dias para obtener una curva de crecimiento.

Experimento N°.1

Numero de Numero de Linea celular Numero de
ratones células C6 productora de virus células viricas
4 5x10° pLXSN Flk-1 TM cl.3 1x 10"
4 5x 10° Ninguna 0
4 5x 10° pNTK cfms TM cl.7 5x 10°

Experimento N°.2

Numero de Numero de Linea celular Numero de
ratones células C6 productora de virus células viricas
4 2x10° pLXSN Flk-1 TM cl.1 2x 10’
4 2x10° pLXSM Flk-1 TM ci.3 2x10°
4 2x10° Ninguna 0
4 2 x 10° pNTK cfms TM cl.7 2x10°

6.2. Resultados
6.2.1. Aislamiento del Flk-1
Para identificar los RTKs expresados durante el desarrollo del ratdn, se realizaron los ensayos de PCR usando dos

depdsitos precursores de oligonucledtidos degenerados disefiados en base a unas secuencias altamente conservadas
dentro del dominio de la quinasa de los RTKs (Hanks, S.K. ef al. 1988, Science 241:42-52). Se utiliz6 el ADN extraido
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de un banco de ADNc de Agt10 de embriones de ratén de 8,5 dias (Fahrner, K. et al., 1987, EMBO. J., 6:1497-1508),
fase del desarrollo del ratén en la cual se inician muchos procedimentos de diferenciacién, como patrén en los ensayos
de PCR. En un procedimiento paralelo y con la intencién de identificar los RTKs reguladores de la angiogénesis, se
utilizaron precursores similares para la amplificacion de secuencias de ADNc de RTK de células capilares endoteliales
que fueron aisladas de cerebros de ratones posnatales de 4-8 dias, periodo en el que la proliferacion de las células
endoteliales cerebrales es maxima (Robertson, P1. er al., 1985, Devel. Brain Res. 23:219-223). Ambos procedimientos
produjeron secuencias de ADNc (Fig. 11, Secuencia. ID N°.:) codificadoras del RTK del higado fetal recientemente
descrito, el Flk-1 (Mattews, W. et al., 1991: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88:9026-9030). Basandose en la homologia
de amino4cidos, este receptor es un elemento de la subclase de RTKs de tipo III (Ullrich, A. y Schlessinger, J. 1990,
Cell 61:203-212) y esta relacionado estrechamente con el flf humano que también contiene siete repeticiones tipo
inmunoglobina en su dominio extracelular a diferencia de otros RTKs de esta subfamilia, la cual contiene tinicamente
cinco estructuras de repeticion de este tipo (Mattews, W. et al., 1991, Proc. Natl. Acad Sci. U.S.A. 88: 9026-9030).
Las comparaciones de las secuencias de Flk-1 con KDR (Terman, B.I. ef al., 1991, Oncogene 6:1677-1683) y TKr-C
(Sarzani, R. et al., 1992, Biochem. Biophys. Res. Comm. 186:706-714) sugieren que son homdlogos del Flk-1 del ser
humano y del ratén, respectivamente (Figura 1).

6.2.2. Expresion del ARNm de Flk-1 durante el desarrollo embrionario

Como una primera fase hacia la elucidacion de la funcién biolégica del Flk-1, se analizé la expresion del ARNm
de Flk-1 en embriones de ratén en diferentes fases del desarrollo. Los experimentos de hibridacién por transferencia
de Northern indicaron una expresion abundante de un ARNm mayor de 5,5 kb entre el dia 9,5 y el dia 18,5, con un
descenso evidente hacia el final de la gestacion (Figura 2A). En el Flk-1 de los capilares cerebrales posnatales de 4-8
dias, el ARNm result6 estar altamente enriquecido en comparacién con el ARNm total del cerebro (Figura 2B).

Se realizaron experimentos de hibridacién in situ para obtener mds informacién detallada acerca de la expresion
del Flk-1 durante las diferentes fases embrionarias. Se utilizé una sonda de ADN antisentido monocatenario de 2619
nucledtidos comprendiendo el dominio extracelular de Flk-1 porque generaba la mayoria de las sefiales de hibridacién
especificas. Como ejemplo, se muestra una seccion parasagital de un embrién de 14,5 dias en la Figura 3. Se detectaron
niveles de hibridacién elevados en el ventriculo del corazén, del pulmén y de las meninges; otros tejidos como el del
cerebro, del higado y de la mandibula parecian tener menor contenido de células que expresaban el ARNm de Flk-1.
También se observaron unas finas cadenas de la expresion de Flk-1 en las regiones intersegmentales de las vértebras
y en la superficie interna del atrio y de la aorta. Una ampliacién mds grande demostré que la expresion del Flk-1
parecia estar restringida a los vasos capilares y sanguineos. Por ejemplo, un estudio del corazén mds estricto mostré
sefiales positivas s6lo en los revestimientos capilares ventriculares y endoteliales del atrio (Figura 4A). En el pulmén
se detect6 la expresion del Flk-1 en los capilares peribronquiales, sin presencia en el epitelio bronquial (Figura 4D).
La aorta mostré una fuerte hibridacién en las células endoteliales, pero no en la capa muscular (Figura 4C).

6.2.3. Expresion del Flk-1 durante la angiogénesis de un érgano

El neuroectodermo en el telencéfalo de un embridén de ratén de 11,5 dias es ampliamente avascular; los primeros
brotes vasculares empiezan a invadir radialmente el érgano originario del plexo vascular perineural (Bar, J., 1980, Adv.
Anat. Embriol. Cell. Biol. 59:1-62; Risau, W. y Lemmon, V. 1988, Dev. Biol. 125:441-450). En esta fase, la expresién
del Flk-1 en el plexo perineural vascular y en la invasion de brotes vasculares fue elevada, segin se indica en la Figura
5A. Estos andlisis de hibridacidn in situ indicaron que las células endoteliales proliferantes de un brote angiogénico
expresaban el ARNm de Flk-1. En el dia 14,5, cuando el neuroectodermo ya estaba bien vascularizado, varios vasos
radiales, asi como la ramificacion de los vasos del plexo intraneural, contenian grandes cantidades de ARNm de Flk-1
(Figura 5B). En el dia posnatal 4, cuando la germinacién y la proliferacion de la célula endotelial estaban al méximo,
se observé una fuerte expresion del ARNm de Flk-1 en las células endoteliales (Figura 5C). Reciprocamente, cuando
ces6 la angiogénesis en el cerebro adulto, la expresion del Flk-1 fue muy baja (Figura 5D) y pareci6 estar restringida
principalmente al plexo coroideo (Figura 6). En el plexo coroideo, las células en la capa vascular interna expresaron
el ARNm de Flk-1, mientras que las células epiteliales no lo hicieron (Figura 6A, B).

El rifién embrionario se vasculariza por un proceso angiogénico (Ekblom, P. ef al. 1982, Cell Duff. 11:35-39).
Los capilares glomerulares y peritubulares se desarrollan de forma sincronizada con la morfogenesis epitelial. En el
rifién posnatal de 4 dias, ademds de otros capilares, se observé una expresion prominente de Flk-1 en los presuntos
capilares glomerulares (Figura 7A). Esta expresion persisti6 en el rifién adulto (Figura 7C y D) y luego pareci6 estar
mas limitada al glomerular en comparacién con el anterior rifion posnatal.

6.2.4. Expresion del Flk-1 en los progenitores de células endoteliales

Con el fin de indagar en la posible involucracién de Flk-1 en las fases tempranas del desarrollo vascular, se realiza-
ron unos andlisis de embriones en diferentes fases durante la formacion de un islote sanguineo. En una seccion sagital
del deciduum de un embrién de ratén de 8,5 dias, se detect6 una expresion de Flk-1 en los vasos sanguineos mater-
nos en el deciduum, en el saco vitelino y en el trofectodermo. También se encontr6 ARNm de Flk-1 en el alantoide
y dentro del embridn, localizado sobretodo en la parte donde se encuentra el mesenquima (Figura 8A). Al realizar
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un mayor aumento del deciduum materno, se encontraron niveles elevados de la expresién de ARNm de Flk-1 en el
revestimiento interno de los vasos sanguineos que consisten en células endoteliales (Figura 8B). En el saco vitelino,
las sefiales de hibridacién se limitaron a la capa mesodermal, en la que se distinguen los hemangioblastos (Figura 8C).
La Figura 8D muestra un islote sanguineo con mayor aumento, donde los angioblastos periféricos expresaban un nivel
de ARNm de Flk-1 elevado.

6.2.5. El Flk-1 es un receptor de gran afinidad para el VEGF

Un estudio detallado de los resultados de la hibridacién in situ y una comparacién con los del VEGF recientemente
realizado por Breier, G. et al. (1992, Development 114:521-532) revel6 una similitud destacable en el patrén de
expresion. Ademds, la expresion del Flk-1 en el endotelio glomerular y del VEGF en las células epiteliales circundantes
(Breier, C. et al., 1992, Development 114:521-532) increment6 la posibilidad de una relacién paracrina entre estos
tipos de células y sugirié en consecuencia una relacién receptor-ligando para el VEGF vy el Flk-1, respectivamente.
Para probar esta hipétesis, se cloné todo el ADNc de Flk-1 en el vector de expresiéon mamifero pCMYV, el cual contenia
elementos de control transcripcional del citomegalovirus humano (Gorman, CM. et al., 1989, Virology 171:377-385).
Para la expresion transitoria del receptor, se modificé posteriormente el Flk-1 con una expresién de pldsmidos en los
fibroblastos COS-1.

Se demostré el enlace especifico del VEGF al RTK de Flk-1 mediante unos experimentos de enlace por reticu-
lacién y competicion. El VEGF purificado marcado '»I fue incubado con células COS-1 modificadas con el vector
de expresion pCMV-FIk-1. La reticulacién con DSS y el posterior andlisis de inmunoprecipitacion, la PAGE, y la
autorradiografia revelaron una banda de aproximadamente 220 kD que no fue detectada en el experimento de control
con células COS-1 no modificadas y que puede representar el complejo receptor VEGF/Flk-1 (Figura 9A). Ademas,
se compar6 el VEGF con la unién del '**I-VEGF al Flk-1 que expresaba las células COS-1 (Figura 9B), mientras que
las células COS-1 no modificadas no se unieron al '*I-VEGF. La interaccién del VEGF con el receptor en células
modificadas fue especifica, cuando el PDGF-BB no competia con la unién del 'I-VEGF. El andlisis de los datos
de unién reveld un Kd de aproximadamente 107'° M, lo cual sugiere que el Flk-1 es un receptor de VEGF de gran
afinidad. Este hallazgo, junto con los resultados de la hibridacién in sifu del Flk-1 y del VEGF sugiere sin duda que el
Flk-1 es un receptor de VEGF fisiolégicamente relevante.

Se realizé un ensayo de autofosforilacion para confirmar la relevancia bioldgica de la unién del VEGEF al receptor
Flk-1. Se priv6 de alimento a las células COS-1 que expresaron Flk-1 de forma transitoria en DMEM con un contenido
del 0,5% de suero de ternero fetal durante 24 h, y se estimularon con 0,5 mM de VEGEF, y se lisaron. Los receptores
fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo CT128 policlonal especifico de Flk-1 y luego analizados mediante la
PAGE SOS e inmunomanchados posteriormente mediante el anticuerpo de antifosfotiroxina SE2 (Fendly, B.M. et al.,
1990, Cancer Research 50:1550-1558). Segtin se muestra en la Figura 10, la estimulacién del VEGF de las células que
expresaban Flk-1 condujo a una induccién significante de fosforilacién de tirosina del receptor Flk-1 de 180 kD.

6.2.6. Inhibicion de crecimiento tumoral por inhibicion negativa transdominante de Flk-1

Se cree que el receptor Flk-1 tiene un papel atin mds importante en la vasculogénesis y la angiogénesis. En conse-
cuencia, la inhibicién de la actividad del Flk-1 puede inhibir la vasculogénesis de un tumor en desarrollo e inhibir su
crecimiento. Para probar esta hip6tesis, se mezclaron células tumorales (glioblastoma C6 de rata) y células de ratén
productoras de un retrovirus recombinante codificador de un receptor Flk-1 truncado y se implantaron por via subcu-
tdnea en ratones desnudos. Las células de glioblastoma C6 implantadas segregaron VEGF para enlazar y activar a los
receptores Flk-1 expresados en la superficie de células endoteliales de ratén. En ausencia de cualquier inhibidor de la
vasculogénesis, las células endoteliales proliferardn y emigrardn hacia las células tumorales. De forma alternativa, si
en el momento de la inyeccion se co-inyectan las células tumorales con células productoras de retrovirus recombinan-
tes codificadoras del Flk-1 dominante negativo, entonces, las células endoteliales que se desarrollan hacia las células
tumorales implantadas serdn infectadas con retrovirus recombinantes que podran producir una expresiéon mutante del
Flk-1 dominante negativo y la inhibicién de la sefializacion del Flk-1 end6geno. La supresion de la proliferacion y la
migracion de las células endoteliales dard como resultado que las células tumorales implantadas no serdn vasculariza-
das lo cual conducird a la inhibicién del crecimiento tumoral. Segiin se indica en las Figuras 12 y 13, el crecimiento
tumoral se encuentra significativamente inhibido en los ratones receptores de implantes de células productoras de un
receptor Flk-1 truncado que indica que la expresion de un receptor Flk-1 truncado puede actuar de forma negativa
dominante para inhibir la actividad del Flk-1 de tipo salvaje endégeno.

La presente invencién no debe estar completamente limitada por las formas de realizacion ejemplificadas destina-
das a ilustrar los aspectos individuales de la invencién y cualquier clon, ADN o secuencia de aminodcidos funcional-
mente equivalente estard incluido en el campo de la invencién. De hecho, los expertos en la materia deducirdn varias
modificaciones de la invencién ademas de las aqui descritas de la lectura de la precedente descripcion y los dibujos
anexos. Tales modificaciones formardn parte del campo de las reivindicaciones anexas.

También debe entenderse que todas las dimensiones de los pares de base proporcionados para los nucle6tidos son
aproximadas y se usan por motivos descriptivos.
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REIVINDICACIONES
1. Receptor Flk-1 membranario comprendiendo una mutacién por delecién en el dominio de la quinasa citoplas-
matica del receptor Flk-1, en el que dicho receptor Flk-1 tiene una actividad negativa dominante que inhibe los efectos
celulares del enlace del VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular).

2. Receptor Flk-1 membranario segin la reivindicacion 1, donde dicho receptor carece de quinasa citopldsmica C-
terminal.

3. Receptor segun la reivindicacién 2, conteniendo los aminodcidos desde 1 hasta 806 de Flk-1, pero no los ami-
noécidos desde 807 hasta 1367 de Flk-1.

4. Secuencia de nucledtidos que codifica un receptor Flk-1 membranario con una mutacién por delecién en el
dominio de la quinasa citoplasmatica del receptor Flk-1, en el que dicho receptor Flk-1 tiene una actividad negativa
dominante que inhibe los efectos celulares del enlace del VEGF.

5. Secuencia de nucledtidos segtin la reivindicaciéon 4 donde dicho receptor carece de de dominio de quinasa
citoplasmdtica C-terminal.

6. Secuencia de nucledtidos segun la reivindicacion 5, conteniendo una secuencia de nucledtidos que codifica los
aminodcidos desde 1 hasta 806 de Flk-1, pero no los aminoacidos desde 807 hasta 1367 de Flk-1.

7. Método para la produccién del Flk-1 recombinante segtin una de las reivindicaciones 1 a 3, comprendiendo:

(a) cultivar una célula huésped transformada con un vector de expresion de ADN recombinante comprendiendo
la secuencia de nucleétidos de una de las reivindicaciones 4 a 6 y que expresa el Flk-1; y

(b) recuperar el producto genético de Flk-1 del cultivo celular.

8. Método para la produccion de una proteina de fusién de Flk-1 recombinante, que comprende el receptor Flk-1
de una de las reivindicaciones 1 a 3, comprendiendo:

(a) cultivar una célula huésped transformada con un vector de expresion de ADN recombinante comprendiendo
la secuencia de nucleé6tidos de una de las reivindicaciones 4 a 6 y que expresa la proteina de fusién Flk-1; y

(b) recuperar la proteina de fusién Flk-1 del cultivo celular.
9. Método para seleccionar e identificar un receptor Flk-1 con actividad negativa dominante comprendiendo:

(a) inyectar células tumorales y células que expresan un receptor Flk-1 de prueba teniendo una mutacién anti-
sentido o por delecién en el dominio de la quinasa citoplasmadtica en un animal no humano; y

(b) medir la proliferacién o vascularizacién de la masa tumoral resultante de la inyeccion de las células.
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TATACOCCGAAT TO0GTACCCGACCOOLCTOCACS TOCACCTATCOATAAGCT TCATATCOAAT TCCOCCOCAGACTC TGTOCCOCACC
CTGGATAACC TGGC TGACCOGAT TCOGCCGGACACOGC FGACAGOGOGEC TGRAGCCAGGOGCO0G TGOCCOGOCL TCTCOOCRG TCTT
COGCTGORG00COCATACOGOC TCTGGACTTCTT IOCOOGCCAGOGACCCAGAAGCAG TCTGTGCC TGAGAMC TOGGC TCTG TGCCCA

VESKALULAVALYFCVYHTIRAASVYGLIT
COOBOTACG TECACGATCGAGACCAAGOCCC TCCTACCTGTOGCTCTGTOG T TCTGOG FOCAGACCOGAGCOBC TC TG TOCTTTGACT

COFULHPPXKLSTOKDILTILANTTLQITCRG
GOOGATTTTCTOCATOO000CAAGCTCAGCACACAGAMGACATACTGACAATT TTCGCAMIACACCCTTCAGATTACT TOCAGOOGA

QROLDKLMPNAQRODSEHRVLVYIECGGGDS I
CAGOGLACC TOOACTOGCT TTGGCCCAATGCTCAGG TGATTCTGAGGAAGG TAT TGGTGAC TGAATGOGGOOG TOCTGACAGTATC

FCKTLTIPRYVGNODTGAYKCSYROVYDIAST
TTCTGCAMACACTCACCAT TOOCAGGG YOG TTOGAAATGATACTGGAGCK TACAAG TGC TOG TACCGGGACG TOGACATAGCC TCCACT
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GGAMCAGAAT TTCCTGOGACAGOGAGAT AGGC TTTACTCTOCCCAGT TACATGATCAGCTATGCOGGCATGOTCT ICTGTCAGGUARAG

INDKTYOQSIMYIVYVVEYRIYDYILSPPHH
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VHTKPFIAFCSOUMKSLYVEATVGESQVRIPVK
GTTCACACAMGCCTTTTATTGCT TTOGG TAGTGOGA TGAAATCT TGGTGGAAGOCACAG 1GGGCAG TCAAG TCOGAATCCC TG TGAAG

YLSYPAPDIKNYRNGRPIESNYTHIVGEDKL
TATCICACTTACOCACCTCCTGATATCAATGG TACAGAAATCGAAGGCCCAT TGAG TOCAMACTACACAATGAT TG TGGOGATGAACTC

TIUKYTKROAQNYTVYILTRPISNEKQSHUY
ACCATCATGGAAG TGAC TGAMAGAGATGCAGGAMECTACACGG T CATCCTCACCAACCOCAT TTCAATGGAGAMCAGAGCCACATCG TC

SLYVKYPPOQIGEKALISPNDSYQYCTHOYL
TCTCTRCT TGTGAATGTCCCACOCCAGATOGG TRAGAAGOC T TGATCTOGOCTATGGAT TOCTACCAG TATGGGACCATGLAGACAT 16

TCTYYANPPLHHIQNYRQLEEACSYRPCQT
ACATGCACAGT CTACGOCAACCCTCOCC TGCACCACATCCAG TG TACTOGCAGC TAGMGAAGCC TECTOCTACAGACCUGCCAMEA

SPYACKEKRHVEDFQGCCONKIEVTIKNQYALI
AOO00GTATGCT TGTAMGAATGGAGACACG TGGAGGAT TTCCAGGRGCGAMCAGAT0RANGTCACCAMACCAATATGOCCTGATT

KGKNKTVYSTLVYIQAANVYSALYKCEAINKAG
GAAGGAMAMCAMMCTG TANGTACCCTGGTCATCCAAGCTCOCAACG TG TCAGOT TGTACAMTG TGACCCATCAMCAMGOCCGA

RCERVISFHVIRGCPEITVOPAAQPTEQESY
COAGGAGAGAGG TCATCTCCT TOCATG TGATCAGGOG TCCTGAMTTAC TG TGCAACCTGCTGCCCAGCCAAC TGACCAGGAGAG TG TG

SLLCTADRNTFENLINYKLGSOQATSYHNGE
TOCCTOT IGTGCAC TOCAGACAGANNTACGTTTGAGANCCTCADG TG TACAAGCTTGECTCACABGCAACATOGG TOCACATOOGOGAA

SLIPYCXKNLODALNKLUMGTUMFSNSTINDILIY
TCACTCACACCAGT TTGCAAGAAC T TGGATGCTCTTTRGAMCTGARTGOCACCATE T TTICTAACAGCACAAATGACATCT TGATTCTG

AFONASLOQDOQGODYYCSAQDKKTKKRHCL VK
GCATTICAGMTGUCTCTCTGCAGGACCAAGOOGACTATG TTTCCTCTGCTCAAGATAAGAGACCAAGAMVGACAT TCCC TGO TCAM

QLI TUKRUAPHITGENLSNQTTTIQETIRYIT
CAGC TCATCATCCTAGACOGCATOOCACCCATGATCACOGGAMTCTGAGARTCAGACAMCAADCA TTCOOOAGADCATICAAG TGACT

CPASCNPTPNITKFKDNETLYEDSGIYLRD
TGOOCAGCATCTOGAAATOCTACCOCACACAT TACATOG T TCAMMGACANCGAGACOL TOG TAGAAGAT TCAGGCATTGTACTGAGAGAT

CNRNLTIRRVRKEDGGLYTCOQACNYLGCAR
COGAACCCGAACCTGACTATCOGCAGGGTGAGGAARGGAGGATGCAGGCCTCTACACCTGCCAGGOC TGCAATGTCC TTGGC TG TGCAAGA
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WAETLF T LECAQHKTNLEVITLYCTAVIANT
2521 COOGAGACGCTCTICATAATAGAAGGTGOOCACGMMGACCAACT TOGAAG ICATTATCCTOGT OGGCACTGLAG TGATTGECATGTIC

MFULLLVYVIVIRTVKRANHGCKLKTGYLSIVED
211 TICRECTCCTICTIGICATTGTCCTACGGACCGT TAAGOGOGOCAA IGAAGCCCAACTCAIGACAGCCTACTIGTCTATIGICAIGGAT

M FOKLPLOKWRCKELPYDASKNEFPRORLXKLG
2001 CCAGATGAAT TGOOCTTOGATGAGOGC TG TGAAOGCTIGOCTTATGATCCCAGCANGTGOGAAT TCCCCAGOGADCOGC TGAAACTAGGA

8% KFLORGAFOCQYIEADAFGCIDKTATCKTIVAY
2181 AAROCTCTTG000G0GG TGOCTTCBGOCAAG FGATTGAGCAGACGCT TT TGGAAT TGACAAGACAGIGACT IGCAMACAGTAGUCG TC

B6 K MLKEGATHSEHRALUNSKLEKILIHIGHHLAN
7831 NGAIGTIGAMGGAGGAGCAACACACACOGAGCATOGAGCOCTCATGTCTGAACTCAAGATCC TCATCCACAT ICGTCACCATCTCAAT

B YYNLLGACTKPGOPLUMYIYEFCKFONLSTY
2871 GTOCTCAACCTCCTACGOGOC TCCACCAAGOODOGAGUCLL TCTCATOG TGATTGTOGAAT TCTGCAAGTT IGGAMCCTATCAACTTAC

% LECKRNEFVPYKSKGCARFROGKDYVOKLSY
3051 TTACCOOOCAAGAGAAATGAATTTGTTOCCTATAAGACCAAAGOGCCACGC TTCOGOCAGGCAAGGACTACG T TOGGGAGCTCTOOGTG

% DLEKRRLODSITSSASSASSCFYKHKSLSDVE
3151 GATCTGAAMAGACOCT HGGACACCATCACCAGCAGOCAGACCTC TROCACC TCAGGC TT TG T TGACGAGAARTCCC TCAG FGATGTAGAG

WKKKASKKLYKDFLTLKHLICYSFQVAKGNE
3241 GAGAMGAGCTTCTGAMGAMCTGTACAMGGACT TCCIGACC T TGCAGCATCICATCTGT TACAGCTTICCAAGTGGC TAMOGGCATGRAG

06FLASRKCIHRDLAARNILLSEKNYYK]ICDF
3331 TTCTIGGCATCAAGGAAG G TATCCACAGGGACC TGGCAGCACGAMCAT TCTOCTATOOGAGAMGA TG TC TTMGATCTGIGACTTC

1046 CLARDIYKDPDYYRKCDARLPLKKUAPET
3421 COCTICCOD0GG0ACATTTATAMGACCOGGAT TATG TCAGAMMEGAGATOO0CGACTOOL T TGANG TCGATCCODD0GCAMECAT T

WS FORVYTIOSDYNSFEOVLULNELFSLOASPYP
3511 TTIGACAGAGTATACACAAT TCAGAGOGATGTGTCG TCTTTO0GTG TG IGCTCTGOGAMTATI TICCT TAGGTGOCTCOCCATACKC

M6 6CVK1DEEFCRRUKEGCTRURAPDYTTPEUYD
3601 COGGICAAGAT TGATGMGAATTTTGTACGAGAT TGAMGAACGAACT AGARTGOSCGC TCCTGACTACACTADCCCAGAMTGTACCAG
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TMLDCNHECDPNQRPSFSELVEHLGONLLOQAN
ACCATOL TEOAC TOC KGGCATCACGACCOCMOCAGAGACCC TOGTT T TCAGAG T TOC TOGAGCAT TTCCGAMCCTCCTGCAAGCAAAT

AQODGCKODY!VLIPUSETLSMKEDSGLSLPIES
COCCACACCATCOCAMGAC TATATTG TTCTTCCAATCTCAGAGACACICAGCATOGAMGACCATTCTRGACTCTCCCTGCCTACCTCA

PYSCMELEHYCODPKYHYDNTAGISHYLOQNS
CCYGTTTOC TGTARGGACGAAGAGGAAG 16 TOCGACOCCAMT TCCATTATGACAACACASCACCAA TCAG TCATTATCTOCAGRACAGT

KRKSRPYSVYKTFHODIPLEEPEVKYIPDDSAQ
AGCGAMGAGCOGGCCAG TGAGTG TAAAACAT T TGAAGATATOCCAT TGGAGGANCCAGAAG TAMMG TGATCCCAGATGACAGCCAG

TOSOMYLASEELKTLEDRNKLSPSFOGOGUUP
ACAGACAGTGOGATOGTOCT ICCATCAGAMGAGC TGAMAAL TCTGGAAGACACGAMACAMTTATCTCCATCTTTICG TGGAATGATGOCC

SISRESYASEGCSBQTSGCTQSGTCSDOTODTI
AGTAMMGCAGGGAG TC TG TGOCC TOCGACOC TCCANCCAGACCAG TOGC TACCAG TCTGOGTATCACTCAGATGACACAGACACCACK

YYSSOEAGLLKUYDAAVHEADSGTITLOLTSC
GTGTACTCCAGCGACGAGCCABGACTTTTAMGATOS TGGAKGC TGCAG TTCACGCTGACTCASGGACCACACTGCAGC TCACC TCC TGT

LEGCSGCPYPAPPPTIPGCNHERGARNS:
TTAMIGGANG FGGTCCTGTCO0GGCTOOGOCOOCAACTCCTGRAMI CACGAGAGASG TCTGCTTAGATTTICAAGTGTTGTICTTTC

CACCACCOGGAAGTACOCACAT TTGATTT TCATT TTTOGACGACOGACCTCAGACTGCANGGAGC TTGTCCTCAGOCCAT TTCCAGAGAA
GATGODCATGACCCARGAMTGTGTTGACTCTACTCTCT TTICCATICATT TAMMGTCCTATATAATG TGOCCTGCTG TGO ICTCACTAC
CAGTTAMGCAVMGACTTTCAMCACGTGGACTCTGT CCTCCAGAAG TOGCAAOGGCACCTCTGTGAMCTGOATCGATGUGCAATG
CTTTGTCICT TGACGATOOG TCAGATG T COCACCOOTEAG TC IO TCTACC TTOCAGGC TT TG TGRAGGATGORGCCTATGACCCAAG TGT
TAAGTGTOGGATGTGOAC FOGASGAGGANGOOOCAAG TOC TOGGAGAGOGE T TGGAGCCTGCAGATGCAT TG IGCTGRCTCTOG 160
ACGTG00CT TG TGGCC TG CASGAACGCAMGCCGGO0GOCAGCE TTTO0T TTHOGANG T TIGOGTECTCT TCACACTOGOGTTACAG
GOGACTTOCCTCTOGOGTTTCCTACTOCTATCAGACT TC TTOOCGACTCT TACE TETCTOC TOGCCTOUCOCCACGAASGARATGATG
CAGCTTGCTCCTICCTCATCTCTCAGGC G TGOCTTAATTCAGAACACCAMAGAGAGGAOG TOOGCAGAGGCTCCTGADGGRGO0GAR
CAAT TG TGAGANCAGANCAGANACTCAGHG T TCTGCTO0GTGGAGACDCALG TOR0RCCC TG TGOCAGG TCTRAGKETTCTCTGICAK
GTGOC0GTAMAGCCTCAGGLTGETGTTCTTCCTCTATCIOCACTOC TCICASGECOOCAG TOCTCAGTATTTTAGCTTRGTCRCTTOLT
GATGGCAGMAMTCTTAATTGOT TGGT TTGCTCTOCAGATAATCACTAGCCAGAT TTCCAMT TACTTTTTAGOOGACGTTATGATAN
RCTACTGTATCCTTTAGARTTTTAMOCTATAMMCTATGICTACTGETTTCTCOCIGIGICCTTATCHT

FIG.11D
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ES 2300516 T3

LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:
(i) SOLICITANTE: Ullrich, ef al

(ii) TITULO DE LA INVENCION: FLK-1 ES UN RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO VAS-
CULAR ENDOTELIAL

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 2

(iv) DIRECCION POSTAL:
(A) DESTINATARIO: Pennie & Edmonds
(B) CALLE: 1155 Avenue of the Americas
(C) CIUDAD: Nueva York
(D) ESTADO: Nueva York
(E) PAIS:E.E.U.U.
(F) CODIGO POSTAL: 10036-2711

(v) FORMATO INFORMATICO:
(A) TIPO DE MEDIO: Disquete
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS-MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Edicion #1.0, Version #1.25

(vi) DATOS DE LA PRESENTE SOLICITUD:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: Por asignar
(B) FECHA DE PRESENTACION: 03-MAR-1993
(C) CLASIFICACION:

(viii) INFORMACION DEL REPRESENTANTE/AGENTE:
(A) NOMBRE: Coruzzi, Laura A.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 30,742
(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: 7683-034-999

(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO: (212) 790-9090
(B) TELEFAX: (212) 869-8864/9741
(C) TELEX: 66141 PENNIE

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID NO:1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 5470 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: desconocida
(D) TOPOLOGIA: desconocida

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gen6émico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) UBICACION: 286..4386

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SECUENCIA 10 N°:1:
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TATAGGGCCA ATIGGGTACG GGACCCCCCT CGAGGTCGAC GGTATCGATA AGCTTCATAT 60
CGAATTCGGG CCCAGACTGT GCTCCCGCAGC CGGCATAACC TGCCTGACCC CGATTCCCCGG 120
ACACCGCTGA CAGCCGCEGC TGGAGCCAGG GCGCCEETCGC CCCCCGCTICT CCCCGGTCTT 180
GCGCTGLGGG GGCTATACCG CCTCICTEAC TICTITICCGCG GCCACGCACC CAGAACGAGTY - 240
CTCTCECTGA GAAACTGGGC TCIGCTGCCCA GGCGCGAGGT GCAGG ATG GAG AGC 294
Met Glu Ser
1
AANG GCG CTC CTA CGCT CTC GCT CTC TUC TTC TGC GIG GAG ACC CGA GCC 342
Lys Ala Lau Leu Ala Val Ala Leu Trp Phe Cys Val Glu Thr Arg Ala
S 10 1§
GCC TCT GTG GAT TIG ACT GGC CAT TTIT CTC CAT CCC CCC AAMC CTC AGC 390
Ala Ser Val Gly Leu Thr Gly Asp Phe Leu His Pro Pro Lys lLeu Ser
20 25 3o 3s
ACA CAG AAA GAC ATA CTG ACA ATT TTG GCA AAT ACA ACC CIT CAG ATT 438
Thr Gln Lys Asp Ile Lau Thr Ile Leu Ala Asn Thr Thr Leu Gln Ile
40 45 L1e)
ACT TGC AGG GGA CAG CGG GAC CIG GAC TGG CTIT TGG CCC AAT GCT CAG 486
Thr Cys Axrg Gly Gln Arg Asp Leu Asp Irp Leu Trp Pro Asn Ala Gin
L1 60 65
CGT GAT TCT GAG GAA AGG GTA TTG GIG ACT GAA TGC GGC GGT GGT GAC 534
Arg Asp Ser Glu Glu Arg Val lLeu Val Thr Glu Cys Gly Gly Gly Asp
70 78 80
AGT ATC TTC TGC AAA ACA CTC ACC ATT CCC AGG GTG GIT GGA AAT GAT $82
Ser Ile Phe Cys Lys Thr Leu Thr lle Pro Arg Val Val Gly Asn Asp
s 90 9s
ACT GGA GCC TAC AAGC TGC TCG TAC CGG GAC CTC GAC ATA GCC TCC ACT 630
Thr Gly Ala Tyr Lys Cys Ser Tyr Arg Asp Val Asp lle Ala Ser Thr
100 10S 110 115
G1IT TAT GTC TAT GIT CGA GAT TAC AGA TCA CCA TTC ATC €CC TCT GIC €78
Val Tyr Val Tyr Val Arg Asp Tyr Arg Ser Pro Phe Ile Ala Ser Val
120 13§ 130
AGT GAC CAG CAT GGC ATC GTG TAC ATC ACC GAGC AAC AAC AAC AAMA ACT 726
Ser Asp Gln His Gly Ile Val Tyr Ile Thr Glu Asn Lys Asn Lys Thr
138 140 14S
CTC GTG ATC CCC TGC CGA GGG TCG ATT TCA AAC CTC AAT 6TG TCT CIT 774
Val Val Ile Pzro Cys Arg Gly Ser Ile Ser Asn Leu Asn Val Ser Leu
150 1ss 160
TGC GCT AGG TAT CCA GAA AAG AGA TIT GTT CCG GAT GGA AAC AGA ATT 822
Cys Ala Arxrg Tyr Pro Glu Lys Arg Phe Val Pro Asp Gly Asn Arg Ile
165 . 170 17s
TCC TGG GAC AGC GAG ATA GGC TTT ACT CTC CCC AGT TAC ATG ATC AGC 870
Ser Trp Asp Ser Glu Ile Gly Phe Thr Leu Pro Ser Tyr Met lle Ser
180 188 190 195
TAT GCC GGC ATG GTC TTC TGT GAG GCA AAG ATC AAT GAT GAA ACC TAT 918
Tyr Ala Gly Met Val Phe Cys Glu Ala Lys Ile Asn Asp Glu Thr Tyr
200 208 210
CAG TCT ATC ATG TAC ATA GTT GTG GTT GTA GGA TAT AGG ATIT TAT GAT 966
Cln Ser lle Met Tyr Ile Val Val Val Val Gly Tyr Arg Ile Tyr Asp
215 220 225
GTG ATT CTG AGC CCC CCG CAT GAA ATIT GAG CTA TCT GCC GGA GAA AAA 1014
Val Ile Leu Ser Pro Pro His Clu Ile Glu Leu Ser Ala Gly Glu Lys
230 23S 240
CTT CTC TTA AAT TCT ACA GCGC AGA ACA GAC CTC AAT GTG GGG CTT CAT 1062
Leu Val Leu Asn Cys Thr Ala Arg Thr Glu Leu Asn Val Gly Leu Asp
<45 250 2s5s
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Phe
260

Asn

AGC

Thr

Val

Ser
340

TAT

Pro

ATG
Met

Asn

Asn
420
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Cys

ACA
Arg

AAC
Asn
S00

GTC
Val
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bl HEB
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Ser

CAC
Hie
485

Gln

ATC
Ile

Glu

Val
3so

ATT
Ile

Pro
Gin

o

T
YT
470
GTG
val

TAT
Tyr

CAA
Gln

GAA
Glu

TAC
Tyr

TCce
Serxr
37s

ACT
Thr

Ser

GAG
Glu

(o34
Ala

GCT
Ala

Sar

Lys
280

ATA
Ile

Thr

GCC
Ala

Pro
360

AAC
Asn

GAAN
Glu

ATGC
Met

Gln

Gly
440

CAC
Ns

cce
Pro

GAT
Asp

CiG
Lau

GCC
Ala
520

Pro
2635

Pro

GAA
Glu

AGT
Ser

ANG
Lys

ACA
Thr
348
GCT
Ala

TAC

AGA
Arg

GAG
Glu

Ile
423

ACC

His

Gly

Phe

ATT
Ile
$0S

AAC
Asn

Pro

Phe

AGT
Ser

Gly

Pro

330
CTG
val

cer
Pro

ACA
Thr

GAT
Asp

Lye
410

GGT
Gly

ATG
Mat

ATC
Ile

Gln

CAG
Gln
450

GAA
Glu

GTG
val
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TCA
Sar

Pro

GTG

Val

318

Phe

[~ e{o]
Gly

GAT
Asp

ATG
Het

Ala
39S

Gln

GAG
Glu

Gln

CAG
Gln

ACA
Thr

475

Cly

GGA
Gly

TCA
Ser

Lys

Gly

ACC
300

ATG
Heat

Ile

AGT
Ser

ATC
lle

ATT
Ile
380

GGA
Gly

AGC
Ser

Llys

Cly

Lys

GCG
Ala

ICcT
Ser

ACT
The
288

Lys

ATC
Ile

Ala

Gln

Lys
36s

Val

AAC
Asn

CAC
His

Gce
Ala

Leau
4458

Pro

ARC
Asn

AAC
Asn

TT6
Leu
528

QAT
Bie
270

GTC
Val

GGcC
Cly

TAC

ATG

Met

430

Thr

Txp

TAT

Lys

Lye
$10

TAC
Tyr

CAT
His

Ala

eac
Asp

Gly
a3s

CGA
TIAC

GAT
Asp

ACG
Thr

Val
415

Ile

Gin

Ala

ATC
Ile
49S

ACT
Thr

Lys

ARG
Lys

ANG
lys

SAA
Gln

Asn
320

Sex

ATC
lle

AGA

GAA
Glu

Val
400

Ser

TCe
Ser

480
GAA
Glu

GTA
val

TGT
cys

ANG
Lys

ATC
NMet

ATT
Ile

I
Phe
290

CQO~CAA

Cly
3Jos

AGA
Arg

-~
Gly

ccr
Pro

AAT
Asn

Leu
a8s

ATC
Ile

Pro

Val

Glu
463

Lys

GTC
Val

AGT
Ser

GAA
Glu

Glu

ACA
Thr

ATC
Ket

GTC
Val

GGA
Gly
370

ACC
The

Leu

Val

ATG
Het
TaC
4S50

GAA
Qlu

Glu

ACC
Thr

ACG
Thr

Gee
Ala
$30

GIA
val
27s

Leu

TAC
Tyr

Phe

Lys

AAG
Lys
ass

AGG
Arg

ATC
Ile

ACC
The

GTG
Val
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Ala

GCC
Ala

Trp

Lys
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Leu
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ATC
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1110

1158
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1782
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AAC
Asn

GCT
Gly

AGT
Ser

ACG
580

Ser

Gly

CAG
Gln

GAT
Asp

CTA

650

Pro

GAT
Asp

Val
740

Gla

ATT
Ile

Lys

Lys

€c?
Pro

GTC
val
§65

Trp

ACC
Thr

AAT
Aan

Lvs
645

Gcac
Glu

Acc

-Thr

ACC
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Serxr

val

725

Leu

Glu

GCC
Ala

Arzg

GCG
Ala

GAA
Glu
S50

Tce
Sar

TAC
Tyr

ACA
Thr

ATG
Het

Gee
630

Lys

ccc
Arg

ATT
Ile

Pro

GGC
Gly
710

Arg

Gly

Lys

ATG
Met

Gece
Ala
790

GGA CCA
Gly Arg
§3s

ATT ACT
Ile Thr

CI¢ TTC
Leu Leu

AAG CTT
Lys Leu

CCA GTT
Pro Val
600

Phe Ser
61S

TCT CTG
Ser Leu

ACC AAG
Thr Lys

ATC GCA
Met Ala

GGC GAG
Gly Glu
680

CAC ATT
Bis Ile
695

ATT GTA
Ile Val

Lys Glu

Cys Ala

ACC AAC
The Aen
760

TIC TTC
Phe Phe
77s

AAT GAA
Asn Glu

GGA
Gly

GTC
Val

Tece
cys

Gly
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Cys

AAC
Asn

CAG

Lys
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668

i #8 #R

14

AGA
Arg
745

66
Trp

GGG
Cly
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GAG
Glu

Gln

ACT
The
$70

TCA
Ser

Lys

AGC
Ser

GAC

AGA
Arg
630

ATG
Met

Ile

AGA

GGA
Gly
730

Ala

Glu

cTC
Leu

GAR
Glu

AGG
Azg

Pro
$SS

GCA
Ala

CAG
Gln

AAC
Asn

ACA
Thr

Gln
635

CAT
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ATC
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GGe
Gly

GAG
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val
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Leu
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$40
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Gly
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ACC
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Val
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AGA

ACA

GAT
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Gly

ACT
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ACA
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TCC
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AAT
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Ser
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GCT
Ala
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TAT
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Val
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€70
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AAC
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AcC
The

Phe
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Ile
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Gly

TIC
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Pro
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GIC
Val

T
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Val

Lys
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GAG
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CAT
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ACT
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TGC
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GAG
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ACC
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Gln

ATA
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Gly

CTA
Leu
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val lle
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AAA CTG
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Val Ala
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Ser Ala
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Ser Gly
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Leu Val
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Val
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2694



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ATC
Met

IAT
820

Lys

Phe

Leu

Leu

Leu
900

Phe

GAA
Glu

GAC
Asp

AIC
Ile

Tce
Sex
980

GAC
Asp

AAG
Lys

GCA
Ala

GAC
Asp

AAA GCA GAT GCC

GAY
Asp
80S

GAT
Awp

Pro
Gly
Lys

Lys
88s

Cly

TGC
Cys

Phe

TAC
Tyr
ACC
96S
c1e
Leu

TI¢C
Phe

GGe
Gly

GCA
Ala

TTC
Phe

Pro

Ala

Leu

AIT
Ile

Glu
870

Ile

Ala

Lys

aTY
val
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AGC
Sec

GGC
Gly
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Gly
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Pro
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Gly
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Ser

GAT
Asp
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Glu
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Lys

Axg
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Ala

ATC
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ACC
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GGA
Gly
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TAT

Glu
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Val
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Lys
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Asn
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CIC
Leau

AGC
Ser

GAG
Glu
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GAG
Glu
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TTC
Phe
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Gly
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Leu
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ATY
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Glu
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AIC TGT IAC
Ile Cys Tyr
100S
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850

ARG
Lys

ATG
Met
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Cys Trp His
1140

GAG
Glu

CAT
His

TTIGC
Leu

TAT
Tyr

AIT
Ile

GGA
Gly

CIC
Leu

GAC
Asp

TAC ACT
Tyr Thr

GAG
Glu

GAC cce
Asp Pro
1148

AAC CTIC
Asan Leu

1160

GGA
Gly

GTT CTT CCA
Val Leu Pro
1175

ICcC
Ser

CTG
Leu

cCT
Pro

1190

TGC
Val Cys
1208

CAT TAT
His Tyr
1220

CcTC
Leu

ACA
The

GAA

Phe Glu

GAT
Asp

GAC
Asp

AGC
Ser

ACT
Thr

cTe

Lys Leu

GAC
Asp

CCC AAA
Pro Lys

CAG
Gln

ACT
Sez
1228

Asn

GaT
Asp

ATC CCA
Ile Pro
1240

CAG
Gln
1288

ACA Gac
Thr Asp

GAA
Glu

GAC
Asp

AGG
Arg

1270

ATG
Net

CCC AGT
Pro Ser

1285

AGT GGC
Ser Gly

ACC
Thrx
1300

GIC TAC TCC
Val Tyr Ser

GCTT CAC GC7T
Val His Ala

AAA
Lys

AGC
Ser

ANGG
Arg

TAC
Tyr

CAG
Cln

IcT
Sex

ATT
Ile

TCC
Scr

6T
Cys

ACC
Thr

ES 23005

CAG AGC GAT
Gln Ser Asp

16 T3

CTGC T3S
Val Trp

108s

TTA GGT GCC
Leu Gly Ala
1100

AGG AGA TTG
Arg Arg Leu
1115

CCA
Pro

GAA AIG
Glu Met

1130

AAC
Asn

CIG
Leu

ATC
Met

ACC
Thr

TIC
Phe

CAG
Gln

AGA CCC
Arg Pxo

CAA
Gln

GCA AAT
Ala Asn

1165
GAG ACA
Glu Thr
1180

cCcT
Pro

TCA
Ser

TCa
Serxr
1198

GT?T
Val

CAT TAT
His Tyr

GAC
Asp

1210

AANG
Lys

TG
Leu

AGT
Ser

AAC
Asn

GAG
Glu

cca
Arg

AAG
Lys

AGC
Ser

GCAG
Glu

GAA cCa
Glu Pro
1245

Gce
Gly

ATG GTC
Met Val
1260

AAA TTA
Lys Leu
1278

TCT
Ser

cTr
ser

GTIGC
val

GCcC
Alas

12%0

GGG
Gly

1305

AGC
Ser

GAC
1320
GAC

1335

GAG GCA GGA.
Asp Glu Ala Gly

TCA GGG ACC ACA
Asp Ser Cly Thr Thr

IAT
Tyr

TCA

His Ser

ey w y
Leu

TCC CCa
Ser Pro

AAA GAA
Lys Glu

TAC CAG

Tyr Gln
113§

TCe TTIT
Ser Phe
1180

GCG
Ala

CaG
Gln

cT6
Leu

AGC
Ser

Tce
Ser

16T
Cvs

AAC
Asn

ACA
Thr
1215
CGG CCA
Arg Pro
1230

GAA GTA
Glu Val

CTT
Leu

GCA
Ala

TCcT

Pro Ser

TC6
Ser

GAA
Glu

€T TIC CGT
Ser Phe Gly

GTG
Val

1080

TAC CCT GGG
Tyr Pre Gly
1108

GGA ACT AGA
Cly Thr Arg
1120

ACC
Thr

ATG
Met

(ery
Leu

TCA
Ser

GAC
Glu

TIG
Leu

CAG
Gln

GAT
Asp

GGC
Gly

1170

ATGC
Met

GaAA
Glu
1185

GAG
Glu

ATIG GAG
Met Glu
1200

GAA
Glu

GCA GGA
Ala Gly

ATC
Ile

GIG
Val

aAGT
Ser

GTA
val

AAA
Lys

GTG
val

ATC
Ile

GTC
Val

ATC
Met

GAC
Asp

GTIG
val

118s

AARA
Lys

GAT
Asp

GAG
Glu

AGT
Ser

AAA
Lys
123§

CCA
Pro

1250

TCA
Sec

GAA GAGC
Glu Glu
1268

TTT CCT GCA
Phe Gly Gly
1280

GGC
Gly

TCC
Ser

AAC
Asn

1295

GAT
Asp
1310

GAC
Asp

TTA AAG ATG GTG
Leu Lys Met Val

1325

cTCG

Leu
1J40

CAG CTC ACC TCC
Cln Leu Thr Ser

ACA
Thr

GAC
Asp

ACC
Thr

GAT
Asp

GCT
Ala

cT6
Leu

ATG
Net

CAG
Gln

ACC
Thr
1318

GCA
Ala

1330

TGT TTA

Cys Leu
1343

AAT
Asn

Jsss

3606

3654

3702

3750

3798

3846

3894

3942

3990

4038

4086

4134

4182

4230

4278

4326
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GGA AGT GGT CCT GTC CCG GCT CCGC CCC CCA ACT CCT GGA AAT CAC GAC

Gly Sexr Gly Pro Val Pro Ala Pro Pro Pro Thr Pro Gly Asn His Glu 374
1380 13ss 1360
AGA GGT GCT GCT TAGATTITCA AGIGTITGTITC TTICCACCAC CCGGAAGTAG 4426
Arg Gly Ala Ala :
1365

CCACATITGA TTTTCATTIT TGGAGGAGCG ACCTCAGACT CCAAGGACCT TGTCCTCAGC 4486
GCATITCCAG AGAAGATGCC CATGACCCAA GAATGTGITG ACTCTACTCT CITITTCCATT 4546
CATTTAAAAG TCCTATATAA TGIGCCCIGC TGIGGTCICA CTACCAGTTA AAGCAAAAGA 4606
CITTCAAACA CGTGGACTCT GTICCTCCAAG AAGTGGCAAC GGOACCICTG TGAAACTGGA 4666
TCCAATCGGC AATGCTITIGCT GIGTTGAGGA TGGGTGAGAT GCTCCCAGGGC CGACTCTGTIC 4726
TACCTTGGAG GCTITTGTGGA GGATGCGGGC TATGAGCCAA GTGTTAAGTG TGCGGATGTIGS 4786
ACTGGGAGGA AGGAGGCGC AAGTCGCTCG GAGAGCGGTT GGAGCCTGCA GATGCATTGT 4846
GCTGGCTCTG GCTGCGAGGTCG GCTTGTGGCC TGTCAGGAAA CGCAMOGGCG GCCGGCAGGS 4906
TTTGCTTITITC GAACCTTICC GTGCTCTITCA CAGTCCGGTT ACAGGCGAGT TCCCIGTGSC 4966
GITTCCTACT CCTAATGAGA GTITCCTTCCG GACTCTITACG TGTCICCTGCG CCTGGCCCCA $026
GGAAGGAAAT GATGCAGCTT GCTCCTTCCT CATCTCTCAGC GCTGCTGCCTT AATTCAGAAC 5086
ACCAAMAGAG ACGAACGTCG GCAGAGGCTC CTCACGGGGCE CGAACAATTG TCAGAACACA $146
ACAGAAACTIC ACGCITTICIGC CTGGGTCGAG ACCCACGTEC CCCCETCCTE CCAGCTCOTGCA $206
GGGTTCICTG TCAAGTGGOG GTAAAGGCTC AGGCTGGTICT TCTTCCTCTA TCTCCACTCC 5266
TCTCAGGCCC CCAAGTCCTC AGTATTITAG CTTIGCTGGCT TCCTGATGGC AGAAAAATCT $326
TAATTGGTTG GTTTGCICTC CAGATAATCA CTAGCCAGAT TTCGAAATTA CTTTTTAGCC 5386
GAGGTTATGA TAACATCTAC TGTATCCITT AGAATTTTAA CCTATAAAAC TATGTCTACT 5446
GGTTICIGCC TGTGTGCTIA TGTT $470

(2) INFORMACION PARA LA SECUENCIA ID N°:2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1367 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SECUENCIA ID N°:2:

Met Glu Ser Lys Ala Leu Leu Ala

Val Ala Leu Trp Phe Cys Val Glu
1 S 10

15

Thr Gly Asp Phe Leu His Pro Pro
25 30

Thr Arg Ala Ala Ser

20

val Gly Leu

Lys Leu Ser Thr Gln

s

Lys Asp Ile
40

Leu Thr Ile Leu Ala Asn Thr Thr
4S

Leu Gln Ile
Y]

Thr Cys Arg Gly Gln

SS

Arqg Agp Leu Asp Trp Leu Trp Pro
60
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Asn
65
Gly

Cly

Ala
Asn
148
val
Asn
Het
Glu
Ile
228
Gly
Gly
Lys
Het
Gly
308
Arg
Gly
Pro

Asn

Leu
ass

Ile

Ala
Gly
Asn
Ser
Serx
130
Lys
Ser
Arg
Ile

The
210

Tyr
Glu
Leu
Ile
Phe
290
Glu
Thr
Met
val
Gly
370
Thr

Leu

val

Gln
Asp
Asp
The
11§
val
Thr
Leu

Ile

Ser
19S

Tyr
Asp
Lys
ASp
val
275
Leu
Tyr
Phe
Lys
Lys
3sS
Azg
Ile

Thr

val

Azg
Ser
Thr
100
Val
Ser
val
Cys
Ser
180
Tyr
Gln
val
Leu
Phe
260
Asn
Sear
Thr
Val
Sez
340
Pro
Met

Asn

Asn

Aap
Ile

as
Gly

Asp

Val

Adla
165

Trp
Ala
Ser
Ile
val
248
Thr
Axg
Thr
Cys
Arg
a2s
Leu
Lau
Ile
Glu
Pro

405

val

ES 2300516 T3

ser

70
Phe
Ala
Val
aln
Ile
180
Axg
Asp
Gly
Ile
Leu

230

Leu

Trp

Asp

val
310
val
Val
Ser
Glu
val
390

Ile

Pro

Glu

Cys

Tyr
His
135
Pro
Tyr
Ser
Met
Met

21S

Ser

Asn

His

val

Thr

295

Ala

His

Glu

Tyr

Ser

378

Thr

Ser

Pro

Glu
Lys
Lys
Val

120

Gly
Cys
Pro
Glu
val
200
Tyr
Pro
cys
Ser
Lys
280
Ile
Ser
Thr
Ala
Pro

360

Asn

Glu

Met

Clan

Azg

Thre

Cys
108
Arg
Ile
Arg
Glu
Ile
188
Phe
Ile
Pro
Thr
Pro
265
Pro
Glu
Ser
Lys
The
34S
Ala
Tyr
Arg

Glu

Ile

val Leu val

18

Leu Thr Ile

90

Ser Tyr Arg

Asp Tyr Arg

val
Gly
Lys
170
Gly
Cys
val
Hig
Ala
250
Pro
Phe
Ser
Gly
Pro
330
val

Pro

Thr
Asp
Lys

410
Gly

YT
Sear
155
Azg
Phe
Glu
val
Glu
23S
Arg
Ser
Pro
val
Arg
318
Phe
Gly
Asp

Het

Ala
39S

Gln

Glu

Ile
140

Ile
Phe
Thr
Ala
val

220
Ile

T™hr
Lys
Gly
Thr
300
Mat
Ile
Ser
Ile
Ile
as0

Cly

Ser

The
Pro
Asp
Ser
128
Thr
Sar
Val

Leu

Lys
208
val
Clu
Glu
Ser
The
28S
Lys
Ile
Ala
Gln
Lys

365

val

Asn

His

Ala

Glu

Arg

Val
119
Pro
Glu
Asn

Pro

Pro
190

lle
Gly
Leu
Lleu
His
270
vVal
Ser
Lys

Phe

vVal
aso

Irp

Gly

Tyr

Met

Leu

Cys
Val

9s
Asp
Phe
Asn
Leu
Asp
178
Ser
Asn
TYr
Ser
Asn
2SS
His
Ala
Asp
Arg
Gly
a3is
Azg
TYr
Asp
Thr
val

41S
Ile

Cly

80
val
Ile
Ile
Lys
Asn

160

Gly

Asp
Arg
Ala
240
Val
Lys
Lys
Gln
Asn
320
Ser
Ile
Arg
Glu
val
400

Ser

Ser
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Pro
Val
Glu
465
Lys
Val
Ser
Glu
val
$4S
Glu
Glu
Met
Lys
val

625

Ser

Ser

Lau

705

Ala

Glu

Thr

Mat
TYT
450
Glu
alu
T™Thr
Thr
Ala
$30
Ile
clin
Asn
Cly
Leu
610
Ala
Ala
Ile
€ln
Gly
690
Val
Ile
Cys

Gly

Ala
7170

Asp
43S
Ala
Ala
TP

Lys

Leu
S1s

Ile
Arg
Glu
Leu
Glu
598
Aan
Phe
Gln
Ile
The
678
Aan
Clu
Arg
Asn
Ala

785

val

420

Ser

Asn

Cys

Arg

Asn
S0

Val
Asn
Gly
Ser
Thr
580
Ser
Gly
Cln
Asp
Leu
660
Pro
Asp
Arg
val
740

Gln

Ile

Ty®
Pro
Ser
His

48S
Gln

Ile
Lys
Pro
val
565
Trp
Leu
Thr
Asn
Lys
645
Glu
Thr
Thr
Ser
val
725
Leu

Glu

Ala

Gla

Pro

Tyr
470

Val
TYE
Cln
Ala
Glu

$s0O

Ser
Tyz
Thre
Met
Ala
630
Lys
Arg
Ile
Pro
Cly
710
Arg
Gly

Lys

Mec

ES 2300516 T3

Leu
4S8
Arg

Glu

Ala
Ala
Gly
§$3S
Ile
Lau
Lys
Pro
Phe
61S
Ser
Thr
Met
Gly
His
€95
Ile
Lye
Cys

Thr

Phe
778

Cly
440
His
Pro
Asp

Leau

Ala
s20
Arg
Thr
Leu
Leu
val
600
Serc
Leu
Lys
Ala
Glu
680
Ile
val
Glu
Ala
Asn

760

Phe

428
The

Bis

Gly

Phe

lle
[{e]

Asn
Gly
Val
Cys
Gly
s8s
Cys
Asn
Cln
Lys
Pro

665
The

The
Lau
Asp
Azg
748

Leu

Trp

Met
Ile
Gln
Gln
480
Glu
Val
Glu
Gln
Thr
570
Ser
Lys
Ser
Aep
Arg
650
Met
Ile
Trp
Arg
Gly
730
Ala

Glu

Leu

Gla
Gln
Thr
478
Gly
Gly
Ser
Arg
Pro
111
Ala
Gln
Asn
Thr
Gln
635
Ris
Ile
Glu
Phe
Asp
718
Cly
Glu

val

Leu

Thr

-

460

Ser
Gly
Lys
Ala
Val
540
Ala
Asp
Ala
Leu
Asn
620
Cly
Cys
Thr
val
Lys
200
Cly
Leu
The

Ile

Leu
780

Leu
445

Ly ¢d

430

Thr

Irp

Pro“Tyr

Asn
Asn
Leu
52S
Ile
Ala
Arg
Thr
Asp
60S
Asp
Asp
Lau
Cly
Thr
64s

Asp

asn

Leu

Ile
768

val

Lys
Llys
s10
Tyr
Ser
Gln

Asn

Ser
$90
Ala

Ile

val

Asn
670

Cys
Asn
Arg
The
Phe
780

Leu

Ile

Cys
Gln
Ala
Ile

495
Thr

Lye

Phe

Pro

The

575

val

Leu

Leu

val

Lys

Leu

Pro

Glu

Asn

Cys
238
Ile

val

val

The

Leu

Cys
480
Glu
val
Cye
His
Thr
$60
Phe
His
Trp

Ile

Cys
640
Gln
Glu
Ala
Thr
Leu
720
Gln
Ile

Gly

Leu
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Arg
78S
ser

Arg

Lys

Thr Val

Ile Val

Leu Pro

Leu Gly
83Ss

Ala Asp Ala

val
865

Met

8s0

Lys Met

sé: Glu

Val Aen Leu

Ile Val Glu

915

Llys Arg Asn

930

Gln Gly Lys

945

Leu Asp Ser

Glu Glu Lys

Leu
Gln
Arg
1025
Lys
Tyr

Glu

Phe

Pro
110S

Thr Arg Met Arg Ala Pro Asp Tyr Thr

Met Leu Asp Cys Trp Hie Glu Asp Pro

Tyr Lys
99S

Val Ala
1010
Asp Leu

Ile Cys

Val Arg

Lye

Met

Tyr
820
Lys

Phe

Leu

Leu
900
Phe
Glu
Asp
Ile
Ser
980
Asp
Lys

Ala

Asp

Arg
AsSp
805
Asp
Pro
Cly
Lys
Lys
88s
Gly
Cys
Phe
Tyr
Thr
965
Lau
Phe

Gly

Ala

Ala
790
Pro

Ala

Ile

Glu

870

Ile

Ala

Lys

val

val

950

Ser

Ser

Leu

Net

ES 2300516 T3

Asn
Asp
Ser
Cly
Asp
855S
Cly
Leu
Cys
Phe
Pro
938
Gly
sar
Asp

Thr

Glu

Glu Gly

Glu Leu
Lys Trp
825

Arg Gly
840

Lys Thr

Ala Thr

Ile His

Thr Lys
90s

Gly Asn
920

Tyr Lys

Glu Leu

Gln Ser

Val Glu
98S

Leu Glu
1000

Phe Leu

1018

Azrg Asn Ile leu
1030

Phe Gly Leu Ala Arg
1045

Glu Leu Lys Thr Gly Tyr Leu
798 800

Pro Leu Asp Glu Arg Cya Glu
810 818

Glu Phe Pro Arg Asp Arg Leu
830

Ala Phe Gly CIn Val Ile Glu
84S

Ala Thr Cys Lys Thr Val Ala
860

His Ser Glu His Arg Ala Leu
87s 880

Ile Gly His His Leu Asn Val
890 895

Pro Gly Gly Pro Leu Met Val
910

Leu Ser Thr Tyr Leu Axrg Gly
925

Ser Lys Gly Ala Axg Phe Arzg
940

Ser Val Asp Leu Lys Axg Arzg
9S85 960

Ser Ala Ser Sar Cly Phe Val
970 97S

Glu Glu Glu Ala Ser Glu Glu
990

His Lau Ile Cys Tyr Ser Phe
100S

Ala Ser Arg Lys Cys Ile His
1020

Leu Ser Glu Lys Asn Val Val
103s 1040

Asp Ile Tyr Lys Aap Pro Asp
1050 105S

Lys Gly Asp Ala Arqg Leu Pro Leu Lys Trp Met Ala Pro
1060

106S

Thr Ile Phe Asp Arg Val Tyr Thr

107§

Gly Val Leu Leu Trp Glu Ile Phe

1090

Gly Val Lys Ile Asp Glu Glu Phe

1080

109s

1110

1128

10

1070

Ile Gln Ser Asp Val Trp Ser
108S

Ser Leu Gly Ala Ser Pro Tyr
1100

Cys Arg Arg Leu Lys Glu Cly
1115 1120

Thr Pro Glu Met Tyr Glm Thr
1130 113s

Asn Gln Arg Pro Ser Phe Ser
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ES 2300516 T3

1140 1145

1150

Glu Leu Val Glu His Leu Gly Adn Leu Leu Gln Ala Asn Adla Gln Cln

Asp C
Glu Glu
1188

Glu Glu
GCly Ile

Ser Val

Val Ile

1250

Glu Glu
1268

Gly Gly
Ser Asn

Asp Thr

Asp Ala

1330

Cys Leu
134S

Asn His

11ss 1160

Lys Asp Tyr Ile Val Leu Pro Met Ser Glu

ly
1170 117% 1180

Asp Ser Cly Leu Ser Leu Pro Thr Ser Pro
1190 1198

Glu Glu Val Cys Asp Proc Lys Phe His Tyr
1208 1210

Ser His Tyr Leu Gln Asn Ser Lys Arg Lys
1220 1225

Lys Thr Phe Glu Asp Ile Pro Lau Glu Glu
123S 1240

Pro Asp Asp Ser Gln Thr Asp Ser Gly Met

128S 1260

Leu Lys Thr Leu Glu Asp Arqg Asn Lys Leu
1270 1278

Met Met Pro Ser Lys Ser Arg Glu Ser Val
1288 1290

Gln Thr Ser Gly Tyr Gln Ser Gly Tyr His
1300 1308

Thr Val Tyr Ser Ser Asp Glu Ala Gly leu
1318 1320

Ala Val His Ala Asp Ser Gly Thr Thr Leu

1165

Thr Leu Ser Met

VIl Ser Cys Met
1200

Asp Asn Thr Ala
1218

Ser Arg Pro Val
1230

Pro Glu Val Lys
1245

Val Leu Ala Ser
Ser Pro Ser Phe
1280

Ala Ser Glu Gly
1298

Ser Asp Asp Thr
1310

Lau Lys Met Val
1328

Gln Lau Thr Ser

1335 1340

Asn Gly Ser Gly Pro Val Pro Ala Pro Pro
1350 1385

Glu Arg Gly Ala Ala
1365

11

Pro Thr Pro Gly
1360
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