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Relatdrio Descritivo da Patente de Invengdo para "METODOS
PARA DETECGCAO DE DOENGA INFLAMATORIA INTESTINAL".

CAMPO DA INVENCAO
A presente invencao refere-se a perfis de expressao génica na

patogénese da doenga inflamatdria intestinal. Esta descoberta encontra uso
na detecgao e diagndstico da doenga inflamatéria intestinal.

ANTECEDENTES DA INVENCAO
Doencga inflamatédria intestinal (IBD), um disturbio inflamatdrio

cronico do trato gastrointestinal sofrido por aproximadamente um milhdo de
pacientes nos Estados Unidos, € composta de dois grupos principais de do-
encga: colite ulcerativa (UC) e Doenga de Crohn (CD). Em ambas as formas
de IBD, micrdbios intestinais podem iniciar a doenga em individuos geneti-
camente suscetiveis.. UC muitas vezes é restringente ao colon, enquanto CD
tipicamente ocorre no ileo do intestino delgado e no cdlon. (Podolsky, D.K.,
N. Engl. J. Med. 347:417-429 (2002). Perfil de expressao génica do tecido de
pacientes com IBD forneceu alguma percepgdo de alvos possiveis para te-
rapia e/ou diagndstico (vide, por exemplo, Dieckgraefe, B.K. et al., Physiol.
Genomics 4:1-11 (2000); Lawrance 1.C. et al., Hum Mol Genet. 10:445-456
(2001); Dooley T.P. et al., Inflamm. Bowel Dis. 10:1-14 (2004); e Uthoff S.M.,
int J Oncol. 19:803-810 (2001)). Investigacdes adicionais da desregulagao
génica em pacientes experimentando doenga inflamatdria intestinal incluem,
ou por exemple, Lawrance, 1.C. ef ai., que descreveram perfis de expressao
génica distintos para varios genes em UC e CD (Lawrance, I.C. et al., Hu-
man Mol. Genetics 10(5):445-456 (2001)). Uthoff, S.M.S. et al. descreveram
a identificagao de genes candidatos para UC e CD usando analise de micro-
arranjo (Uthoff, S.M.S. et al., Int'l. J. Oncology 19:803-810 (2001). Dooley,
T.P. et al. descreveram a correlagao da expressao génica em IBD com tra-
tamento com farmaco para disturbio (Dooley, T.P. et al., Inflamm. Bowel Dis.
10 (1):1-14 (2004).

Ha uma necessidade de identificagcdo de marcadores biolégicos
adicionais da doenca inflamatédria intestinal para uso em diagnéstico desta

doenca cronica. A presente descricao preenche essa necessidade.



10

15

20

25

30

Os conteudos completos de todas as referéncias citadas aqui
estao por meio deste incorporados por referéncia.
SUMARIO DA INVENGCAQO

Descrito aqui € o achado unico que membros da superfamilia de

genes LY6 estdo regulados para cima na superficie de células epiteliais in-
testinais (IEC) em modelos murinos de colite e no tecido intestinal de pacien-
tes humanos experimentando IBD, genes os quais ndo sdo expressos em
IEC saudaveis. A maioria dos membros da familia LY6 sdo glicoproteinas de
superficie celular ancoradas em GPI com ampla distribuicdo em células de
origem hematopoiética, e expressdao mais limitada em células nao-
hematopoiéticas. Embora largamente usadas como marcadores de diferen-
ciacdo de células imunes {Sunderkotter, C. et ai., J. immunol. 172:4410-4417
(2004)), as fungdes que a familia LY6 possui foram dificeis de elucidar (She-
vach, E.M. and P.E. Korty, Immunol. Today 10:195-200 (1989)). Relatos
mostraram que moléculas LY6 estdo envolvidas em uma matriz diversa de
fungdes incluindo ativagdo de célula T (Zhang, Z.X. et al., Eur. J. Immunol.
32:1584-1592 (2002) e Henderson, S.C. et al. J. Immunol. 168:118-126
(2002), olfagdo (Chou, J.H. et al., Genetics 157:211-224 (2001) e adeséo
celular (Jaakkola, I. et al., J. Immunol. 170:1283-1290 (2003)).

No sentido mais amplo, a invengdo fornece um método para de-
tecgdo da expressdo aumentada de genes da familia génica LY6 humana
em tecido intestina!l nc tecido intestinai de um primeiro mamifero experimen-
tando um disturbio intestinal em relagdo a um mamifero de controle. Em um
sentido mais direcionado, espera-se que o método seja aplicavel ao diagnés-
tico de disturbios relacionados o disturbios intestinais associados com ex-
pressdo de LY6H, LYPD1, LYPD3 e LYPD5 humanos, disturbios os quais
incluem sem limitagdo, doencga inflamatdria intestinal (IBD), tal como colite
ulcerativa (UC) e Doenga de Crohn (CD). Em uma modalidade, o método da
invencdo € util para detectar respondedores e nao respondedores de trata-
mento terapéutico para IBD. Em uma modalidade, a IBD € colite ulcerativa
(UC). Em uma modalidade, a IBD é Doenga de Crohn (CD). Em uma moda-

lidade, o tecido intestinal é tecido de célon. Em uma modalidade, o tecido de
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célon é célon sigmoide. Em uma modalidade, a expressao génica de LY6H,
LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5 esta aumentada no tecido intestinal (tal como
tecido de célon) em uma IBD, UC ou CD de mamifero em relagdo ao intesti-
nal normal (tal como tecido de célon normal) de um mamifero ndo experi-
mentando IBD, CD ou UC. Em uma modalidade, o gene LY6H compreende
o acido nucleico da SEQ ID NO:1 e codifica o polipeptideo LY6H compreen-
dendo a SEQ ID NO:2. Em uma modalidade, o gene LYPD1 compreende o
acido nucleico das SEQ ID NOS:3 ou 4 e codifica o polipeptideo LYPD1
compreendendo a SEQ ID NO:5. Em uma modalidade, o gene LYPD3 com-
preende o acido nucleico da SEQ ID NO:6 e codifica o polipeptideo LYPD3
compreendendo a SEQ ID NO:7. Em uma modalidade, o gene LYPD5 com-
preende o acido nucleico das SEQ ID NOS:8 ou 9 e codifica o polipeptideo
LYPD5 compreendendo SEQ ID NO:10.

Em uma modalidade, o método da invengdo compreende a ob-
tencdo de uma amostra de tecido de um mamifero de teste suspeito de ex-
perimentar um disturbio intestinal, contactando o tecido com um agente de-
tectavel que interage com as proteinas LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5
ou com o acido nucleico que codifica LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5 e
determinagao do nivel de expressdo de LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5
em relagdo a um tecido de controle. Em uma modalidade, expressdo aumen-
tada de LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5 em relagcao ao controle € indica-
tiva de IRD no mamiferc de teste. &m uma modaiidade, a expressao aumen-
tada de LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5 no tecido intestinal de teste em
relagdo ao tecido intestinal de controle é indicativa de UC no mamifero de
teste. Em uma modalidade, a expressdao aumentada de LY6H, LYPD1,
LYPD3 e/ou LYPD5 no teste de tecido intestinal em relagdo ao tecido intesti-
nal de controle € indicativa do CD no mamifero de teste.

Em uma modalidade, o tecido ou as células do mamifero de con-
trole e teste sdo do cdlon.

Em uma modalidade, a expressdo de LY6H, LYPD1, LYPD3
e/ou LYPD5 é determinada pela detec¢cdo da expressao génica, tal como
pela deteccdo de mRNA que codifica LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPDS em
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uma amostra de tecido ou células. Em uma modalidade, uma amostra de
controle € uma amostra de tecido ou células do mesmo tecido ou tipo celular
obtido de um mamifero conhecido que nao esteja experimentando um dis-
turbio gastrointestinal, tal como IBD, UC ou CD. Em uma modalidade, uma
amostra de controle € um padrdo universal compreendendo RNA de varios
tecidos normais ou de muiltiplas linhagens celulares. Na analise por microar-
ranjo, tais padroes universais sao uteis para monitoragao e controle da vari-
acao intra e interexperimental. Em uma modalidade, um padrao universal (ou
RNA de Referéncia Universal (URR) é preparado conforme fornecido em
Novoradovskaya, N. et al., (2004) BMC Genomics 5:20, referéncia a qual &
incorporada por meio deste por referéncia em sua totalidade. Em uma moda-
lidade, para uso como um controle na analise de micioarranjo de RNA de
camundongo, o0 URR é um RNA de Referéncia de Camundongo Universal de
Stratagene® (nimero de catalogo 740100, Stratagene®, La Jolla, CA). Em
uma modalidade, para uso como um controle na analise de microarranjo de
RNA humano, o URR é um RNA de Referéncia Humano Universal de Stra-
tagene® (nimero de catalogo 740000). Em uma modalidade, para uso como
um controle na analise de microarranjo de RNA de rato, o URR € um RNA"-
de Referéncia de Rato Universal de Stratagene® (nimero de catalogo
740200). Em uma modalidade, onde o RNA é RNA de camundongo, as li-
nhagens celulares das quais o RNA total é extraido compreendem linhagens
celulares derivadas de embridg, fibroblasto embrionario, rim, hepatocito de
figado, macréfago alveolar de pulmao, linfocito B, linfécito T (timo), glandula
mamaria, mioblasto muscular, pele e testiculo. Em uma modalidade, onde o
RNA é RNA humano, as linhagens celulares das quais o RNA total € extrai-
do compreendem linhagens celulares derivadas de adenocarcinoma de
glandula mamaria, hepatoblastoma de figado, adenocarcinoma de cérvix,
carcinoma embrionario ou testiculo, glioblastoma cerebral, melanoma, lipos-
sarcoma, linfoma histiocitico (macréfago, histiécito), leucemia linfoblastica de
linfoblasto T, melanoma plasmacitoma de linfécito B. Em uma modalidade,
onde o RNA é RNA de rato, as linhagens celulares das quais o RNA total é

extraido compreendem linhagens celulares derivadas de leucemia basofilica
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sanguinea, linffoma de linfécito T sanguineo, hibridoma de linfoblasto B san-
guineo, glioma cerebral, carcinoma de saco vitelinico embrionario, fibroblas-
to normal embrionario, rim normal, hepatoma de figado, macréfago alveolar
normal de pulmao, macréfago tipo Il alveolar normal de pulmao, adenocarci-
noma de glandula mamaria, mioblasto muscular, pele normal e tumor de ce-
lula de Leydig de testiculo. _

Em um aspecto, a invengéao refere-se a um artigo de produgéo
compreendendo um recipiente € uma composi¢gaéo da matéeria contida no re-
cipiente, em que a composi¢cao da matéria compreende um acido nucleico
que codifica LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5 ou seus complementos,
e/ou um anticorpo ou anticorpos anti LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPDS5, ou
fragmentos de ligagdo anti LYSH, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5 dos mesmos,
em que os acidos nucleicos e/ou anticorpos sao detectaveis. Em uma moda-
lidade, a composi¢do da matéria compreende agentes de detecgdo para de-
tectar ligagao de acido nucleico, tal como sem limitagdo acidos nucleicos que
codificam LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5 ou seus complementos, para
acido nucleico de LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5 em uma amostra de
tecido de um mamifero de teste suspeito de experimentar um distlrbio intes-
tinal. Em uma modalidade, as composi¢coes da matéria compreendem agen-
tes de detecgdo para detectar a ligagdo de anticorpo a, por exemplo, LY6H,
LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5 em uma amostra de tecido de um mamifero de
teste suspeito de experimentair um distarbio intestinai. Em uma modalidade,
o anticorpo da composigdo & detectavelmente marcado. Em uma modalida-
de, o anticorpo da composigao é detectavel por um segundo anticorpo, se-
gundo anticorpo o qual é detectavel ou marcado detectavelmente. O artigo
pode compreender ainda opcionalmente um marcador afixado ao recipiente,
ou insergdo de pacote incluida com o recipiente, que refere-se ao uso do
acido nucleico de LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPDS ou seu complemento
e/ou o anticorpo antiLY6H, anti-LYPD1, anti-LYPD3 e/ou anti-LYPD5 ou
fragmento de ligagcdo a LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5 dos mesmos na
deteccao da expressdo aumentada de LYBH, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5

em tecido intestinal, incluindo sem limitacao, tecido de célon. Em uma moda-
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lidade, o disturbio intestinal € IBD. Em uma modalidade, o disturbio intestinal
€ UC ou CD. Em uma modalidade o polipeptideo LYPD1 e o anticorpo anti-
LYPD1 sdo um anticorpo como descrito na Patente U.S. 7.157.558 e Patente
U.S. 7.144.990, respectivamente.

Em um aspecto, a presente invencgao refere-se a um método de
diagnéstico da presenca de um distarbio intestinal em um mamifero, com-
preendendo detecgdo do nivel de expressao de um gene que codifica o poli-
peptideo LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPDS5 (a) em uma amostra de teste
de tecido ou células obtidas do dito mamifero, e (b) em uma amostra de con-
trole de células normais conhecidas de um mamifero ndo experimentando
um disturbio intestinal de mesma origem ou tipo de tecido, em que um nivel
maior de expressao do polipeptidec LYSH, LYPD1, LYPDS3 e/ou LYPDS5 na
amostra de teste, quando comparado a amostra de controle, é indicativo da
presenga de um disturbio intestinal no mamifero a partir do qual a amostra
de teste foi obtida. Em uma modalidade, o disturbio intestinal € IBD. Em uma
modalidade, a IBD é UC. Em uma modalidade, a IBD é CD. Em uma modali-
dade, a deteccido € pelo contato de um anticorpo ao polipeptideo LYG6H,
LYPD1, LYPD3 e/ou LYPDS, ou fragmento de ligagdo do anticorpo, com as
amostras de teste e controle e determinando a quantidade relativa da forma-
¢ao de complexo anticorpo-polipeptideo. Um nivel maior de formagdo do
complexo de anticorpo-polipeptideo na amostra de teste em relagdo a amos-
tra de controle é indicativo de distirbic intestinai, iai como iBD, UC ou CD,
no mamifero de teste. O anticorpo da invengao € marcado detectavelmente
ou, alternativamente, o anticorpo é detectado pela ligagdo subsequente de
um segundo anticorpo que é detectavel.

Ainda em uma modalidade adicional, a presente invengao refere-
se a um método de diagndstico da presenga de um disturbio intestinal em
um mamifero, compreendendo (a) contatar uma amostra de teste compre-
endendo tecido ou células obtidas a partir do mamifero de teste com um oli-
gonucleotideo que hibridiza em alta estringéncia a acido nucleico de LY6H,
LYPD1, LYPD3 e/ou LYPDS5 (ou seu complemento) ou um anticorpo que se
liga especificamente ao polipeptideo LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPDS5 e
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(b) detecgé@o de formagido de um complexo entre o oligonucleotideo ou anti-
corpo e acido nucleico de LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5 (ou seu com-
plemento) ou polipeptideo LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPDS5, respectiva-
mente, na amostra de teste, em que a formagao de mais de tal complexo na
amostra de teste em relacdo a uma amostra de controle € indicativa da pre-
senca de um disturbio intestinal (tal como IBD, UC ou CD) no mamifero de
teste. Em uma modalidade, o disturbio intestinal € IBD. Em uma modalidade,
o disturbio € UC. Em uma modalidade, o disturbio € CD. Em uma modalida-
de, o tecido dos mamiferos de teste e controle é tecido de cdlon. Opcional-
mente, o anticorpo de ligagdo ao polipeptideo LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou
LYPDS5 ou oligonucleotideo de hibridizagdo génica a LY6H, LYPD1, LYPD3
e/ou LYPDS empregado pelo métecde da invengao € detectavei, marcado
detectavelmente, ligado a um suporte sélido, ou similares, e/ou amostra de
teste de tecido ou células é obtida a partir de um individuo suspeito de expe-
rimentar um disturbio intestinal, em que o disturbio € IBD, tal como sem limi-
tagado, UC ou CD.

Ainda em uma modalidade adicional, a presente invencgao refere-
se ao uso de (a) um polipeptideo LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPDS5, (b) um
acido nucleico que codifica um polipeptideo LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou
LYPD5 ou um vetor ou célula hospedeira compreendendo o acido nucleico
de (a), (c) um anticorpo polipeptidico antiLY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPDS5,
ou (d) um oligopentidec de ligagdc a LYG6H, LYPD1, LYPDS3 e/ou LYPDS, na
preparagdo de um medicamento util para a detecgdo diagndstica de um dis-
tarbio intestinal, incluindo sem limitagao, IBD, CD ou UC, em um tecido intes-
tinal de um mamifero, incluindo sem limitagéo o tecido de célon.

Em um aspecto, a invengao compreende um método de detec-
¢ado de uma resposta a farmaco terapéutica em um mamifero tratado com
um agente terapéutico para IBD, em que o método compreende determina-
¢ao da expressao de LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPDS no tecido gastroin-
testinal de um mamifero de teste em relagdo a um tecido gastrointestinal
controle de um mamifero de controle, onde um nivel maior de expressao de
LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5 em um tecido de teste em relacao a um
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tecido de controle indica um estado de doenga ou continuagéo do estado de
doenga. Uma diferenga na expressio de LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5
no tecido de teste que nao é significativamente maior do que os niveis de
expressao de controle normais ou estdo em uma faixa de niveis de expres-
sdo normais de LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPDS em uma populagao de
mamiferos indica melhora ou resolugédo da disturbio intestinal, em que me-
Ihora ou resolugao as quais podem ser atribuidas ao agente terapéutico. Em
uma modalidade, uma resposta terapéutica é determinada quando os niveis
de expressdo de LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPDS em tecidos ou células
gastrointestinais ou do cdlon do mamifero tratado com um agente terapéuti-
co sao diferentes (expressédo € mais similar ao controle normal, isto &, niveis
de LY6H, LYPD1, LYPD3 e/cu LYPDS estdc menoies do que eram os niveis
de expressao de LY6H, LYPD1, LYPD3 e/ou LYPD5 no mamifero antes do
tratamento.

Modalidades ainda adicionais da presente invengdo serao evi-
dentes para o versado em uma leitura do presente pedido de patente.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

As Figuras 1A e 1B representam a sequéncia de acido nucleico
(SEQ ID NO:1) de codificagao do polipeptideo LY6H humano e a sequéncia
de aminoacidos do polipeptideo LY6H humano (SEQ ID NO:2).

As Figuras 2A e 2B representam sequéncias de acidos nucleicos

(SEQ ID NOS:3 e 4) de ccodificagao do poiipeptideo LYPD1 humano e a se-
quéncia de aminoacidos do polipeptideo LYPD1 humano mostrado na Figura
2C (SEQ ID NO:5).

As Figuras 3A e 3B representam a sequéncia de acido nucleico
(SEQ ID NO:6) de codificagdo do polipeptideo LYPD3 humano e a sequén-
cia de aminoacidos do polipeptideo LYPD3 humano (SEQ ID NO:7).

As Figuras 4A e 4B representam sequéncias de acido nucleico
(SEQ ID NOS:8 e 9) de codificagao do polipeptideo LYPD5 humano e a se-
quéncia de aminoacidos do polipeptideo LYPD5 humano mostrado na Figura
4C (SEQ ID NO:10).

As Figuras 5A e 5B representam a sequéncia de acido nucleico
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(SEQ ID NO:11) de codificagdo do polipeptideo LYBD humano e a sequéncia
de aminoacidos do polipeptideo LY6D humano (SEQ ID NO:12).

As Figuras 6A e 6B representam a sequéncia de acido nucleico
(SEQ ID NO:13) de codificagado do polipeptideo LYBE humano e a sequéncia
de aminoacidos do polipeptideo LYBGE humano (SEQ ID NO:14).

As Figuras 7A e 7B representam a sequéncia de acido nucleico
(SEQ ID NO:15) de codificagdo do polipeptideo LYPD2 humano e a sequén-
cia de aminoacidos do polipeptideo LYPD2 humano (SEQ ID NO:16).

As Figuras 8A a 8H representam sequéncias de moléculas GLG-
1 (ESL-1): (A-B) Numero de Acesso U64791, sequéncia de acido nucleico
(SEQ ID NO:17) de codificagdo do polipeptideo GLG-1 humano (ESL-1)
(SEQ ID NO:18); (C-D) Niimerc de Acessoc NM_012201, sequéncia de acido
nucleico (SEQ ID NO:19) de codificagdo do polipeptideo GLG-1 humano
(ESL-1) (SEQ ID NO:20); (E-F) Numero de Acesso AK172806, sequéncia de
acido nucleico (SEQ ID NO:21) de codificagao do polipeptideo GLG-1 huma-
no (ESL-1) (SEQ ID NO:22); e Numero de Acesso AK131501, sequéncia de
acido nucleico (SEQ ID NO:23) de codificagao do polipeptideo GLG-1 huma-
no (ESL-1) (SEQ ID NO:24).

As Figuras 9A e 9B representam a sequéncia de acido nucleico
(SEQ ID NO:25) de codificagdo do polipeptideo LYGA murino e a sequéncia
de aminoacidos do polipeptideo LYBA murino (SEQ ID NO:26).

As Figuras 10A ¢ 10B representaim a sequéncia de acido nuclei-
co (SEQ ID NO:27) de codificagédo do
cia de aminoacidos do polipeptideo LY6C murino (SEQ ID NO:28).

As Figuras 11A e 11B representam a sequéncia de acido nuclei-
co (SEQ ID NO:29) de codificagdo do polipeptideo murino LY6D e a sequén-
cia de aminoacidos do polipeptideo LY6D murino (SEQ ID NO:30).

As Figuras 12A e 12B representam a sequéncia de acido nuclei-

polipeptideo LY6C murino e a sequén-

co (SEQ ID NO:31) de codificagdo do polipeptideo LYBE murino e a sequén-
cia de aminoacidos do polipeptideo LYGE murino (SEQ ID NO:32).
As Figuras 13A e 13B representam a sequéncia de acido nuclei-

co (SEQ ID NO:33) de codificacao do polipeptideo LY6F murino e a sequén-
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10

cia de aminoacidos do polipeptideo LY6F murino (SEQ ID NO:34).

As Figuras 14A e 14B representam a sequéncia de acido nuclei-
co (SEQ ID NO:35) de codificagdo do polipeptideo LY6l murino e a sequén-
cia de aminoacidos do polipeptideo LY6] murino (SEQ ID NO:36).

As Figuras 15A e 15B representam a sequéncia de acido nuclei-
co (SEQ ID NO:37) de codificagdo do polipeptideo LY6K murino e a sequén-
cia de aminoacidos do polipeptideo LYSEK murino (SEQ ID NO:38).

As Figuras 16A e 16B representam a sequéncia de acido nuclei-
co (SEQ ID NO:45) de codificagao do polipeptideo LYPD3 murino e a se-
quéncia de aminoacidos do polipeptideo LYPD3 murino (SEQ ID NO:46).

As Figuras 17A e 17B representam a sequéncia de acido nuclei-
co (SEQ ID NO:47) de codificagao do pelipeptides LYSBH murino e a sequén-
cia de aminoacidos do polipeptideo LYEH murino (SEQ ID NO:48).

As Figuras 18A e 18B representam a sequéncia de acido nuclei-
co (SEQ ID NO:49) de codificagdo do polipeptideo LYPD1 murino e a se-
quéncia de aminoéacidos do polipeptideo LYPD1 murino (SEQ ID NO:50).

As Figuras 19A e 19B representam a sequéncia de acido nuciei-
co (SEQ ID NO:51) de codificagdo do polipeptideo LYPD2 murino e a se-
quéncia de aminoacidos do polipeptideo LYPD2 murino (SEQ ID NO:52).

As Figuras 20A e 20B representam a sequéncia de acido nuclei-
co (SEQ ID NO:53) de codificagdo do polipeptideo LY6g5¢c murino € a se-
quéncia de aminoacidos do polipeptides LY8g5c murino (SEQ iD NO:54).

As Figuras 21A e 21B representam a sequéncia de acido nuclei-
co (SEQ ID NO:55) de codificagao do polipeptideo LY6g6c murino e a se-
quéncia de aminoacidos do polipeptideo LY6g6¢c murino (SEQ ID NO:56).

As Figuras 22A e 22B representam a sequéncia de acido nuclei-
co (SEQ ID NO:57) de codificacao do polipeptideo SLURP2/LYNX1 murino e
a sequéncia de aminoacidos do polipeptideo SLURP2/LYNX1 murino (SEQ
ID NO:58).

A Figura 23 mostra que os membros da familia LY6 sao regula-
dos para cima em IEC em modelos murinos de colite. IEC em ambos IL10™

(Figura 23A) e modelo de colite de transferéncia de CD45RB™ (Figura 23B)
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foram isolados por LCM e o RNA foi purificado. Analise por microarranjo foi
realizada e analisada como descrito nos Exemplos. Os numeros represen-
tam a meédia da modificagdo de vezes comparada a um RNA-padréo univer-
sal de camundongos coliticos sobre camundongos saudaveis. Os numeros
abaixo do mapa de calor indicam o escore de inflamagdo do camundongo
individual.

As Figuras 24A a 24D mostram que a expressao superficial de
moléculas LY6 é regulada para cima em IEC no modelo IL10-/- de colite.
Camundongos de tipo selvagem (Figura 24A) ou IL10-/- (Figura 24B) foram
corados para expressao superficial de LYBA (verde, com contracoragido por

DAPI). Similarmente, camundongos de tipo selvagem (Figura 24C) ou IL10-/-
(Figura 24D) foram corados para express&g supeificial de LYSC.

As Figuras 25A a 25| mostram que a expressao superficial de
LY6A e LYBC sao reguladas para cima em resposta a citoquinas inflamaté-
rias, particularmente IFNj. Células YAMC foram tratadas com a citoquina
indicada por 15 horas e coradas para a expressao superficial de LY6C (Figu-
ra 25A) e LYBA (Figura 25B). Celulas YAMC foram cultivadas por 15 horas
na presenga de doses crescentes de IFN; e analisadas por citometria de flu-
xo para expressdo de LYBC (Figura 25C) e LYBA (Figura 25D). Celulas
YAMC estimuladas por IFN; foram coletadas em varios pontos de tempo,
como indicado, e analisadas por citometria de fluxo para expressao de LYGC
(Figura 25E) e LYBA (Figura 25F) Expressao de iL-Z2Z reguiada para cima
em ambos LY6C (Figura 25G) e LYBA (Figura 25H). Os niveis de ambos de
LYBA e LYBC foram regulados para cima na linhagem murino de IEC,
CMT93 em resposta ao tratamento com IFN; (Figura 25l).

Figuras 26A a 26E A deplegdo de jangada lipidica resulta em
uma inibicdo da produgao de quimiocina mediada por LY6C. Células YAMC
com colesterol depletado (barras escuras) ou nao depletado (barras aber-
tas)foram incubadas com anti-KLH ou antiLY6C ligados a placa como indi-
cado por 15 horas. O RNA foi coletado e o0s niveis de expressdo de CXCL2,
CXCL5 e CCL7 foram determinados (Figuras 26A a 26C). Niveis superficiais

de LY6BA (Figura 26D) e LY6C (Figura 26E) foram reduzidos em resposta a
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deplegao de colesterol.

As Figuras 27A a 27D mostram que a ligagao cruzada de LYG6C,
mas nao LYBA, induz regulagdo para cima da expressao superficial de LYBA
e LY6C. Células YAMC foram incubadas por 24 horas em placas recobertas
com o controle anti-KLH, antiLYBA ou antiLY6C e analisadas por citometria
de fluxo para expressio de LY6C (Figura 27A) ou LY6A (Figura 27B). Célu-
las foram pré-tratadas por 12 horas com 100 U/ml de IFN; e do mesmo modo
plaqueadas em placas recobertas com anticorpo e analisadas para expres-
sdo de LY6C (Figura 27C) ou LY6A (Figura 27D).

As Figuras 28A a 28C mostram que a ligagao cruzada a LY6C,
mas ndo LYBA, induz secregdo de quimiocinas. Figura 28A: Células YAMC
foram pré-incubadas ou nio, come indicadc, com 1006 U/mi de iFN; por 15
horas e cultivadas em placas recobertas de 10 pg/ml de antiLYGBA (barras
pretas) ou antiLYBC (barras hachuradas) ou controle anti-KLH (barras aber-
tas). O RNA foi isolado em 24 (esquerda), 48 (centro) e 72 (direita) horas e
analisado para expressao de CXCL5 ou CCL7 (A). Os dados indicam que a
média + DP da modificagdo de vezes (como determinado pelo método 244%")
comparada as células com ligagdo cruzada isotipica nao-tratadas. Figura
28B: Sobrenadantes foram coletados em 48 horas nas células com ligagao
cruzada, como acima, com 1, 5 ou 10 pg/ml (como indicado) de anticorpo e
a secrecado de CXCL5 no sobrenadante foi determinada por ELISA. *<0,05.
Figura 28C: Os niveis de ambos CXCLS € CXCLZ em resposta a ligagao
cruzada a LY6C foram diminuidos quando os niveis de expressado de LY6C
foram reduzidos com siRNA.

As Figuras 29A a 29B mostram que IEC na colite possuem um
padrdo de expressdo génica de quimiocina similar. IEC em ambos IL10-/-
(Figura 29A) e no modelo de colite de transferéncia de CD45RB™ (Figura
29B) foram isolados por LCM e o RNA foi purificado. A analise por microar-
ranjo foi realizada e analisada como descrito nos Exemplos. Os numeros
representam a média da modificagcdo de vezes comparada ao RNA-padrao
universal de camundongos coliticos sobre camundongos saudaveis. Os nu-

meros abaixo do mapa de calor indicam o escore de inflamacao do camun-
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dongo individual.

As Figuras 30A a 30C mostram que a expressao de genes da
familia LY6 humana é regulada para cima em células do colon tratadas com
citoquinas. Células Colo-205 humanas foram tratadas com as citoquinas in-
dicadas, ou combinagdes de citoquinas, por 18 ou 24 horas. O aumento de
vezes na expressao do LY6H humano (Figura 30A), LYPD3 humano (Figura
30B) e LYPD5 humano (Figura 30C) € mostrado em relagdo ao controle -
actina humana. _

As Figuras 31A a 31B mostram que os pacientes com Doencga
de Crohn tiveram niveis elevados de LYPD1 (Figura 31A) e LYPD5 (Figura
31B) no colon. Amostras de tecido a partir de pacientes humanos com IBD
foram obtidas e a expressio génica LYPD1 e LYPDS ioi determinada. Au-
mentos estatisticamente significantes na expressdo de LYPD1 e LYPD5 fo-
ram observados no tecido inflamado de pacientes com CD. Um aumento
estatisticamente significante na expressao de LYPD5 também foi observado
no tecido inflamado de pacientes com UC. Os valores do eixo Y refletem a
expressao génica em relagdo a um RNA-padréo universal.

As Figuras 32A e 32B mostram células COS nao-transfectadas
(A), e (B) células COS transfectadas com o polipeptideo GLG-1 (ESL-1) e
marcadas com a proteina LYPD5-Fc.

A Figura 33A representa a estrutura de GLG-1 ou ESL-1 e varios
fragmentos adequados para caracterizagao da iigagao de LYPDS5S e a Figura
33B mostra os resultados de um estudo de coimunoprecipitagdo que carac-
teriza a ligagado de LYPD5 e um ligante de LYPDS5.

A Figura 34A representa a estrutura de GLG-1 ou ESL-1 e varios
fragmentos adequados para caracterizagdo da ligagao de LYPDS5 e a Figura
34B mostra os resultados de um estudo de coimunoprecipitagdo que carac-
teriza a ligagao de LYPD5 e um ligante de LYPDS5.

A Figura 35A representa a estrutura de GLG-1 ou ESL-1 e varios
fragmentos adequados para caracterizacgao da ligagédo de LYPD5 e a Figura
35B mostra os resultados de um estudo de coimunoprecipitagdo que carac-

teriza a ligacao de LYPDS5 e um ligante de LYPDS.
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As Figuras 36A e 36B representam a sequéncia de acido nuclei-
co (SEQ ID NO: 68) de codificacdo da integrina humana, beta 7, e a sequén-
cia de aminoéacidos da integrina humana, polipeptideo beta 7 (SEQ ID NO:
69).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
Definicbes
"Doenca inflamatoéria intestinal” ou "IBD" € usada intercambia-

velmente aqui para referir-se a doencgas do intestino que causam a inflama-
¢ao e/ou uiceragéo e inclui sem limitagdo doenga de Crohn e colite ulcerati-
va.

"Doencga de Crohn (CD)" ou "colite ulcerativa (UC)" sao doengas
inflamatorias intestinais créonicas de eticlogia desconnecida. Doenga de
Crohn, diferentemente da colite ulcerativa, pode afetar qualquer parte do
intestino. A mais proeminente caracteristica da doenca de Crohn € o espes-
samento granular, edematoso avermelhado-purplireo da parede intestinal.
Com o desenvolvimento da inflamagao, estes granulomas muitas vezes per-
dem suas bordas circunscritas e integram-se com o tecido circundante. Diar-
reia e obstrugdo de intestino sdo as caracteristicas clinicas predominantes.
Conforme a colite ulcerativa, o curso da doenga de Crohn pode ser continuo
ou com recaida, brando ou severo, mas diferentemente da colite ulcerativa,
a doenca de Crohn nado é curavel pela resseccao do segmento envolvido do
intestino. A maioria dos pacientes com doenga de Crohn necessitam de ci-
rurgia em algum momento, mas a recaida subsequente € comum e o trata-
mento médico continuo € usual.

A doenca de Crohn pode envolver qualquer parte do trato ali-
mentar a partir da boca ao anus, embora tipicamente apareg¢a nas regioes
ileocodlica, do intestino delgado e ou colon-anorretal. Histopatologicamente, a
doenga manifesta por granulomatomas descontinuos, abcessos de cripta,
fissuras e Ulceras aftosas. A infiltracdo inflamatoria € mista, composta de
linfocitos (ambas as células T e B), células plasmaticas, macréfagos e neu-
trofilos. H& um aumento desproporcional nas células plasmaticas secretoras

de IgM e 1aG, macréfagos e neutrofilos.
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Farmacos anti-inflamatérios sulfassalazina e acido 5-
aminossalicilico (5-ASA) sdo Uteis para tratamento da doenga de Crohn co-
Ibnica suavemente ativa e sao comumente prescritos para manter a remis-
sdo da doenca. Metroidazol e ciprofloxacina sdo similares em eficécia a sul-
fassalazina e parecem ser particularmente Uteis para tratamento da doenga
perianal. Em casos mais severos, corticosteroides sao eficazes no tratamen-
to de exacerbagdes ativas e podem até manter a remissdo. Azatioprina e 6-
mercaptopurina também mostraram sucesso em pacientes que necessitam
de administragdo cronica de corticoesteroides. E também possivel que estes
farmacos possam desempenhar um papel na profilaxia a longo prazo. Infe-
lizmente, pode haver um atraso muito longo (até seis meses) antes do inicio
da agao em alguns pacientes.

Farmacos antidiarreicos também podem fornecer alivio sintoma-
tico em alguns pacientes. Terapia nutritiva ou dieta elementar podem meiho-
rar a condigdo nutricional dos pacientes e induzir melhora sintomatica da
doenca aguda, mas nao induz remissdes clinicas sustentadas. Antibiéticos
sao usados no tratamento de crescimento bacteriano excessivo secundario
no intestino delgado e no tratamento de complicagdes piogénicas.

"Colite ulcerativa (UC)" aflige o intestino grosso. O curso da do-
enga pode ser continuo ou com recaida, brando ou severo. A les&o inicial &
uma infiltragdo inflamatéria com formagado de abcesso na base das criptas
de Lieberkiihn. A cozlescéncia destas ciipias distendidas e rompidas tende a
separar a mucosa sobrejacente do seu aporte sanguineo, levando a ulcera-
¢do. Sintomas da doenga incluem espasmos, dor abdominal inferior, hemor-
ragia retal, e diarreias frequentes, consistindo principalmente em sangue,
pus e muco com particulas fecais escassas. Uma colectomia total pode ser
necessaria para a colite ulcerativa aguda, severa ou cronica, nao remitente.

As caracteristicas clinicas de UC sdo altamente variaveis, e o
inicio pode ser insidioso ou abrupto, € pode incluir diarreia, tenesmo e he-
morragia retal recorrente. Com o envolvimento fulminante do cdlon inteiro,
megacolon tdxico, uma emergéncia com risco de morte, pode ocorrer. Mani-

festacdes extraintestinais incluem artrite, pioderma gangrenoso, uveite e eri-
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tema nodoso.

O tratamento para UC inclui sulfassalazina e farmacos relacio-
nados contendo salicilato para casos brandos e farmacos corticosteroides
em casos severos. Administragao topica de salicilatos ou de corticosteroides
€ algumas vezes eficaz, particularmente quando a doenga esta limitada ao
intestino distal, e esta associada com efeitos colaterais reduzidos compara-
dos com o uso sistémico. Medidas de suporte, tais como administragdo de
ferro e agentes antidiarreicos sao algumas vezes indicadas. Azatioprina, 6-
mercaptopurina e metotrexato sdo algumas vezes também prescritos para
uso em casos refratarios dependentes de corticosteroides.

Como usado aqui, "membro da familia génica LY6" ou "super-
membro da familia génica LY6" é usado intercambiavelmente aqui para re
rirrse a um gene que tem homologia a membros da familia génica LY6, a
maioria daqueles membros da familia génica sdo glicoproteinas de superfi-
cie celular ancoradas a GPl com ampla distribuicdo em células de origem
hematopoiética e expressao mais limitada em células nao-hematopoiéticas.
Membros desta familia génica sdo usados como marcadores de diferencia-
¢do de células imunes (Sunderkotter, C. et al., J. Immunol. 172:4410-4417
(2004)). Genes da familia LY6 foram examinados (Shevach, E.M. and P.E.
Korty, Immunol. Today 10:195-200 (1989)) e fungdes incluem ativagao de
célula T (Zhang, Z.X. et al., Eur. J. Immunol. 32:1584-1592 (2002) e Hender-
son, S.C. et al., J. Immunol. 168:118-126 (2002), clfagdc (Chou, J.H. el ai.,
Genetics 157:211-224 (2001) e adesao celular (Jaakkola, I. et al., J. Immu-
nol. 170:1283-1290 (2003)). Membros da familia génica LY6 incluem sem
limitagdo, membros da familia génica LY6 de mamifero, tais como os genes
de familia LY6 de camundongo ou de ser humano. Como usado aqui, "gene
LY6" refere-se a um membro da familia génica LY6 e "polipeptideo LY6E" re-
fere-se ao polipeptideo codificado por um gene LY6. Membros da familia
génica LY6 murino incluem, sem limitagao, LY6A (NM_010738, acido nuclei-
co da SEQ ID NO:25 que codifica o polipeptideo da SEQ ID NO:26), LY6C
(NM_010741, acido nucleico da SEQ ID NO:27 que codifica o polipeptideo
da SEQ ID NO:28), LY6D (NM 003695, acido nucleico da SEQ ID NO:29
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que codifica o polipeptideo da SEQ ID NO:30), LYBE (NM_002346, acido
nucleico da SEQ ID NO:31 que codifica o polipeptideo da SEQ ID NO:32),
LY6F (NM_008530, acido nucleico da SEQ ID NO:33 que cod'ifica o polipep-
tideo da SEQ ID NO:34), LY6l (NM_020498, acido nucleico da SEQ ID
NO:35 que codifica o polipeptideo da SEQ ID NO:36) e LY6K (NM_017527,
acido nucleico da SEQ ID NO:37 que codifica o polipeptideo da SEQ ID
NO:38). Os membros da familia génica LY6 humana incluem, sem limitagao,
LY6H (NM_002347, acido nucleico da SEQ ID NO:1 que codifica o polipepti-
deo da SEQ ID NO:2), LYPD1 (NM_144586, acido nucleico das SEQ ID
NOS:3 ou 4 que codifica o polipeptideo da SEQ ID NO:5), LYPD3
(NM_014400, acido nucleico da SEQ ID NO:6 que codifica o polipeptideo da
SEQ ID NO:7), LYPDS5 (NM_182573, acido nucleico das SEQ ID NOS:8 ou 9
que codifica o polipeptideo da SEQ ID NO:10), LY6D (NM_003695, acido
nucleico da SEQ ID NO:11 que codifica o polipeptideo da SEQ ID NO:12),
LYBE (NMNM_002346, acido nucleico da SEQ ID NO:13 que codifica o poli-
peptideo da SEQ ID NO:14), LYPD2 (NM_205545, acido nucleico da SEQ ID
NO:15 que codifica o polipeptideo da SEQ ID NO:16). Em modalidades, o
polinucleotideo de cada membro da familia génica LY6 descrito aqui com-
preende pelo menos 15, pelo menos 25, pelo menos, pelo menos 50, pelo
menos 100, pelo menos 250, pelo menos 500, pelo menos 750, pelo menos
1000, pelo menos 1250, pelo menos 1500, pelo menos 1750, pelo menos
2000, ou pelo menos 2040 nucleotideos contiguas das SEQ ID NOs:1, 3, 4,
6, 8,9, 11, 13, 15, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 45, 47, 49, 51, 63, 55 ou 57, ou
o polinucleotideo membro da familia génica LY6 compreende as SEQ ID
NOS:1, 3, 4, 6, 8, 9, 11, 13, 15, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 45, 47, 49, 51, 53,
55 ou 57. Em uma modalidade, um polinucleotideo que se liga a um polinu-
cleotideo membro da familia génica LY6 (SEQ ID NOs:1, 3, 4,6, 8,9, 11, 13,
15, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 45, 47, 49, 51, 53, 55 ou 57), ou fragmento do
mesmo, tem identidade de sequéncia de pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 97%, pelo
menos 99% ou de 100% com o polipeptideo LY6 ou fragmento do mesmo.

Em uma modalidade, o polipeptideo membro da familia génica LY6 compre-
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ende pelo menos 10, pelo menos 25, pelo menos 50, pelo menos 75, pelo
menos 100, pelo menos 125, pelo menos 150, pelo menos 175, pelo menos
200, pelo menos 225, pelo menos 250, pelo menos 275, pelo menos 300, ou
pelo menos 325 aminoacidos contiguos das SEQ ID NOs:2, 5, 7, 10, 12, 14,
26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 46, 48, 50, 52, 54, 56 ou 58, ou o polipeptideo da
familia génica LY6 compreende as SEQ ID NOs:2, 5, 7, 10, 12, 14, 26, 28,
30, 32, 34, 36, 38, 46, 48, 50, 52, 54, 56 ou 58).

Uma "sequéncia polipeptidica natural” de quaisquer dos mem-
bros da familia génica LY6 compreende um polipeptideo que tem a mesma
sequéncia de aminoacidos conforme o polipeptideo membro da familia géni-
ca LY6 correspondente derivado da natureza. Tais sequéncias polipeptidicas

de LY6 naturais podem ser isoladas da natureza ou podem ser pio

por meios recombinantes ou sintéticos. O termo "sequéncia polipeptidica de
LY6 natural" especificamente abrange formas truncadas ou secretadas do
polipeptideo LY6 especifico que ocorrem naturalmente (por exemplo, uma
sequéncia de dominio extracelular), formas de variantes que ocorrem natu-
ralmente (por exemplo, formas de jun¢ao ("splicing”) alternativa)) e as vari-
antes alélicas do polipeptideo que ocorrem naturalmente. Em um aspecto
especifico, a sequéncia natural dos polipeptideos LY6 descritos aqui séo
polipeptideos de sequéncia natural de tamanho total ou maduros correspon-
dendo as sequéncias nas Figuras 1 a7 e SEQ ID NOs:2, 5,7, 10, 12, 14, 26,
28, 30, 32, 34, 36, 38, 46, 48, 50, 52, 54, 56 cu 58.

Como usado aqui, uma "variante polipeptidica de LY6" significa
que um polipeptideo LY6, preferencialmente formas biologicamente ativas
do mesmo, como definido aqui, tendo identidade de sequéncia de aminoaci-
do de pelo menos aproximadamente 80% com uma sequéncia polipeptidica
LY6 de sequéncia natural de tamanho total, como descrito aqui, € formas
variantes da mesma sem o peptideo sinal, um dominio extracelular, ou qual-
quer outro fragmento de uma sequéncia polipeptidica de LY6 natural de ta-
manho total, tais como aquelas referenciadas aqui. Tais polipeptideos vari-
antes incluem, por exemplo, polipeptideos em que um ou mais residuos de

aminoacidos sdo adicionados, ou deletados, no N- ou C- terminal da se-
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quéncia de aminoacidos naturais de tamanho total. Em um aspecto especifi-
co, tais polipeptideos variantes terdo identidade de sequéncia de aminoacido
de pelo menos aproximadamente 80%, alternativamente identidade de se-
guéncia de aminoacido de pelo menos aproximadamente 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% ou 99%, a uma sequéncia polipeptidica de LY6 da sequéncia po-
lipeptidica natural de tamanho total, como descrito aqui, e formas variantes
dos mesmos sem um peptideo sinal, um dominio extracelular, ou qualquer
outro fragmento de uma sequéncia polipeptidica de LY6 natural de tamanho
total, tal como aquelas descritas aqui.

"Porcentagem (%) de identidade de sequéncia de aminoacido"
com respeito a uma sequéncia polipeptidica de LY6 identi
nida como a porcentagem de residuos de aminoacidos em uma sequéncia
candidata que séo idénticos aos residuos de aminoacidos na sequéncia po-
lipeptidica de LY®6 especifica, apos alinhamento das sequéncias e introdugao
de lacunas, se necessario, para alcangar a identidade de sequéncia de por-
centagem maxima, € ndo considerando qualquer substituigdo conservativa
como parte da identidade de sequéncia. Alinhamento para objetivos de de-
terminacgao da porcentagem de identidade de sequéncia de aminoéacido pode
ser realizado de varios modos que estdo dentro do conhecimento na técnica,
por exemplo, usando programa de computador disponivel publicamente, tal
como programa BLAST,K BLAST 2, ALIGN cu Megalign (DNASTAR). Aqueies
versados na técnica podem determinar parametros apropriados para mensu-
rar o alinhamento, incluindo quaisquer algoritmos necessarios para alcangar
alinhamento maximo no tamanho total das sequéncias que sédo comparadas.
Para os objetivos aqui, entretanto, os valores da % de identidade de se-
quéncia de aminoacidos sdo gerados usando programa de computador de
comparagao de sequéncia ALIGN-2, em que o codigo fonte completo para o
programa ALIGN-2 é fornecido na Tabela 1 abaixo. O programa de compu-
tador de comparacdo de sequéncia ALIGN-2 foi criado pela Genentech, Inc.
e o codigo fonte mostrado na Tabela 1 abaixo foi arquivado com a documen-

tacdo do usuario no Escritério Americano de Direitos autorais, Washington
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D.C., 20559, onde esta registrado sob Registro Americano de Direitos Auto-
rais Numero TXU510087. O programa ALIGN-2 esta publicame'nte disponi-
vel através de Genentech, Inc, South San Francisco, California ou pode ser
compilado a partir do cédigo fonte fornecido na Tabela 1 abaixo. O programa
ALIGN-2 deve ser compilado para uso em um sistema operacional UNIX|,
preferencialmente UNIX digital V4.0D. Todos os parametros de comparagao
de sequéncia sao definidos pelo programa ALIGN-2 e nao variam.

Como usado aqui "polinucleotideo variante de LY6" ou "sequén-
cia de acido nucleico variante de LYG" ou "gene LY6" referem-se a uma mo-

gue codifica uim polipeptideo membro da familia gé-
i P

(o]

lécula de acido nucleic
nica LY6, preferencialmente a forma biologicamente ativa da mesma, como
definido aqui, e que tém a identidade de sequéncia de &cido nucieico de peio
menos aproximadamente 80% com uma sequéncia de acido de nucleotideo
que codifica uma sequéncia natural de tamanho total sequéncia polipeptidica
LY®6 identificada aqui, ou qualquer outro fragmento da respectiva sequéncia
polipeptidica LY6 de tamanho total como identificada aqui (tal como aqueles
codificados por um acido nucleico que representa somente uma porgao da
sequéncia de codificagdo completa de um polipeptideo LY6 de de tamanho
total). Ordinariamente, tais polinucleotideos variantes terdo identidade de
sequéncia de acido nucleico de pelo menos aproximadamente 80%, alterna-
tivamente pelo menos aproximadamente identidade de sequéncia de acido
nucleico de 819%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% com uma sequéncia de &ci-
do nucleico que codifica a respectiva sequéncia polipeptidica natural de ta-
manho total sequéncia polipeptidica de LY6 ou qualquer outro fragmento da
respectiva sequéncia polipeptidica de LY6 de tamanho total identificada aqui.
Tais polinucleotideos variantes ndo abrangem a sequéncia nucleotidica na-
tural.

Geralmente, tais polinucleotideos variantes variam pelo menos
aproximadamente 50 nucleotideos no tamanho da sequéncia polipeptidica
natural, alternativamente a variagao pode ser pelo menos aproximadamente

50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135,
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140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 210, 220,
230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370,
380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 510, 520,
530, 540, 550, 560, 570, 580, 590, 600, 610, 620, 630, 640, 650, 660, 670,
680, 690, 700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770, 780, 790, 800, 810, 820,
830, 840, 850, 860, 870, 880, 890, 900, 910, 920, 930, 940, 950, 960, 970,
980, 990 ou 1000 nucleotideos no tamanho, em que neste contexto o termo

"aproximadamente" significa o tamanho de sequéncia nucleotidica referida

~ mais ou menos 10% daquele tamanho referido.

"Porcentagem (%) de identidade de sequéncia de acido nuclei-
co" com respeito a uma sequéncia de acido nucleico de codificacdo do poli-
peptideo do gene LY6 identificada aqui ¢ definida como a porcentagem de
nucleotideos em uma sequéncia candidata que s3o idénticos aos nucleoti-
deos na sequéncia de acido nucleico do gene LY6 de interesse, respectiva-
mente, apos alinhamento das sequéncias e introdugéo de lacunas, se ne-
cessario, para alcangar a maxima porcentagem de identidade de sequéncia.
O alinhamento com objetivos de determinar a porcentagem de identidade de
sequéncia de acido nucleico pode ser realizado de varias maneiras que es-
tao dentro do conhecimento na técnica, por exemplo, usando programa de
computador disponivel publicamente, tal como programa BLAST, BLAST-2,
ALIGN ou Megalign (DNASTAR). Para os objetivos aqui, entretanto, valores
de % da identidade de sequéncia de &cidos nucieicos sao gerados usando o
programa de computador de comparagado de sequéncia ALIGN-2, em que o
codigo fonte completo do programa ALIGN-2 é fornecido na Tabela 1 abaixo.
O programa de computador ALIGN-2 de comparagéo de sequéncia foi criado
por Genentech, Inc. e o cédigo fonte mostrado na Tabela 1 abaixo foi arqui-
vado com documentagao do usuario no Escritério Americano de Direitos au-
torais, Washington D.C., 20559, onde esta registrado sob o Numero de Re-
gistro Americano de Direitos Autorais TXU510087. O programa ALIGN-2 es-
ta publicamente disponivel através de Genentech, Inc, South San Francisco,
California ou pode ser compilado a partir do cédigo fonte fornecido na Tabela

1 abaixo. Programa ALIGN-2 deve ser compilado para uso em um sistema
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operacional UNIX, preferencialmente UNIX digital V4.0D. Todos os parame-
tros de comparagido de sequéncia sdo definidos por programa ALIGN-2 e
nao variam.

Em situagdes onde ALIGN-2 é empregado para comparagoes de
sequéncia de acidos nucleicos, a % de identidade de sequéncia de &acido
nucleico de uma dada sequéncia de acido nucleico C para a, com, ou contra
uma dada sequéncia de acido nucleico dada D (que pode alternativamente
ser expressa como uma dada sequéncia de acido nucleico C que tem ou
compreende uma certa % de identidade de sequéncia de acido nucleico a,
com, ou contra uma dada sequéncia de acidc nucleico D) & caiculada como
se segue:

100 vezes a fragao W/Z

onde W & o numero de nucleotideos classificados como combinagdes idénti-
cas pelo programa de alinhamento de sequéncia ALIGN-2 naqueles progra-
mas de alinhamento de C e D, e onde Z € o niumero total de nucleotideos em
D. Sera apreciado que onde o tamanho da sequéncia de acido nucleico C
nao € igual ao tamanho da sequéncia de acido nucleico D, a % de identidade
de sequéncia de acido nucleico de C para D ndo sera igual a % de identida-
de de sequéncia de acido nucleico de D para C. Como os exemplos de cal-
culos de % de identidade de sequéncia de acidos nucleicos, as Tabelas 4 e

5, demonstram como calcular a % de identidade de sequéncia de acido nu-

N

cleico da sequéncia de acido nucleico designada "DNA de Comparagao” pa-
ra a sequéncia de acido nucleico designado "REF-DNA", em que "REF-DNA"
representa uma sequéncia de acido nucleico de codificacdo do gene LY6
hipotética de interesse, " DNA de Comparagao” representa a sequéncia nu-
cleotidica de uma molécula de acido nucleico contra a qual a molécula de
acido nucleico "REF-DNA" de interesse esta sendo comparada, e "N", "L" e
"V" cada um representam nucleotideos hipotéticos diferentes. A menos que
especificamente afirmado de outra maneira, todos os valores de % de identi-
dade de sequéncia de acidos nucleicos usados aqui sao obtidos como des-
crito no paragrafo imediatamente precedente usando programa de computa-

dor ALIGN-2.
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Em outras modalidades, polinucleotideos variantes do gene LY6
sdo moléculas de acido nucleico que codificam o polipeptideo LY®6, respecti-
vamente, e que sdo capazes de hibridizagdo, preferencialmente sob condi-
coes estringentes de hibridizagdo e lavagem, a sequéncias nucleotidicas que
codificam um polipeptideo LY6 de tamanho total, respectivamente, como
descrito aqui. Tais polipeptideos variantes podem ser aqueles que s&o codi-
ficados por tais polinucleotideos variantes.

"Isolado", quando usado para descrever varios polipeptideos
LY6 descritos aqui, significa o polipeptideo que foi identificado e separado
e/ou recuperade a partir de um componente de seu ambiente natural. Com-
ponentes contaminantes de seu ambiente natural sdo materiais que tipica-
mente interferiiam em usos diagnésticos cu terapéuticos do polipepiideo e
podem incluir enzimas, hormdnios e outro solutos proteicos ou n&o-
protéicos. Em modalidades preferenciais, tais polipeptideos seréo purifica-
dos (1) a um grau suficiente para obter pelo menos 15 residuos da sequén-
cia de aminoacidos interna ou N-terminal pelo uso de um sequenciador de
copo giratorio, ou (2) para homogeneidade por SDS-PAGE sob condigdes
nao-redutoras ou redutoras usando coloragdo por azul de Coomassie ou,
preferencialmente, prata. Tais polipeptideos isolados incluem os polipepti-
deos correspondentes in situ nas células recombinantes, uma vez que pelo
menos um componente do polipeptideo LY6 a partir de seu ambiente natural
nio estara presente, Geralmente, entretanto, tais polipeplideos isoiados se-
rdao preparados por pelo menos uma etapa de purificagéo.

Um acido nucleico LY6 "isolado" que codifica o polipeptideo é
uma molécula de acido nucleico que é identificada e separada de pelo me-
nos uma molécula de acido nucleico contaminante com a qual esta geral-
mente associada na fonte natural do acido nucleico que codifica o polipepti-
deo. Qualquer uma das moléculas de acido nucleico isolada acima ¢ diferen-
te da forma ou configuracdo em que € encontrada na natureza. Quaisquer
moléculas de acido nucleico, por isso, sdo distintas da molécula de &acido
nucleico especifica que codifica o polipeptideo como existe em ceélulas natu-

rais.
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O termo "sequéncias controle" refere-se a sequéncias de DNA
necessarias para a expressdo de uma sequéncia de codificagdo operacio-
nalmente ligada em um determinado organismo hospedeiro. As sequéncias
de controle que sdao adequadas para procariontes, por exemplo, incluem um
promotor, opcionalmente uma sequéncia operadora, e um sitio de ligagao
ribossomal. Células eucaridticas sdo conhecidas por utilizar promotores, si-
nais de poliadenilagao, e potencializadores.

O acido nucleico esta "operacionalmente ligado" quando é colo-
cado em uma relagdo funcional com outra sequéncia de acido nucleico. Por
exemplo, DNA de uma pré-sequéncia ou lider secretério esta operacionai-
mente ligado ao DNA de um polipeptideo se for expresso como uma pré-
proteina que participa na secrecido do polipeptideo; um promotcr cu po
alizador esta operacionalmente ligado a uma sequéncia de codificagao se
afeta a transcricdo da sequéncia; ou um sitio de ligagdo ribossomal esta o-
peracionalmente ligado a uma sequéncia de codificagao se estiver posicio-
nada para facilitar a tradugcao. Geralmente, "operacionalmente ligado" signifi-
ca que as sequéncias de DNA que sao ligadas sao contiguas, e, no caso de
um lider secretoério, contiguas e na fase de leitura. Entretanto, potencializa-
dores ndo tém que ser contiguos. A ligagcado é efetuada pela ligagao a sitios
de restricdo convenientes. Se tais sitios ndo existem, os adaptadores de oli-
gonucleotideo sintéticos ou ligadores sdo usados conforme a pratica con-
vencional.

Como usada aqui, "expressao” quando aplicada a expressao
génica, refere-se a transcricdo de um gene que codifica uma proteina para
produzir mRNA bem como a tradugdo do mRNA para produzir a proteina
codificada pelo gene. Dessa maneira, expressdo aumentada ou reduzida
refere-se a transcricdo aumentada ou reduzida de um gene e/ou tradugao
aumentada ou reduzida de mRNA resultante da transcrigao.

"Estringéncia” das reac¢bes de hibridizacdo é prontamente de-
terminavel por um versado ordinario na técnica, e geralmente é um calculo
empirico dependente do tamanho de sonda, temperatura de lavagem e con-

centracao de sal. Em geral, sondas mais longas requerem temperaturas
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maiores para anelamento adequado, enquanto sondas menores requerem
menores temperaturas. A hibridizagcdo geralmente depende da capacidade
do DNA desnaturado reanelar quando as fitas complementares estdo pre-
sentes em um ambiente abaixo de sua temperatura de fusdo. Quanto maior
o grau de homologia desejada entre a sonda e a sequéncia hibridizavel,
maior temperatura relativa que pode ser usada. Como resultado, dai resulta
que as temperaturas relativas mais altas tenderiam a fazer as condigbes de
reagcdo mais estrigentes, enquanto menores temperaturas menos ainda. Pa-
ra detalhes e explicagdo adicionais da estringéncia das reagdes de hibridiza-
¢ao, vide Ausubel et al. Current Protocols in Molecular Bioiogy, Wiley Inters-
cience Publishers, (1995).

"Condigdes estrigentes” cu "condigdes de aita estringéncia”, co-
mo definido aqui, podem ser identificadas por aquelas que: (1) empregam
baixa forga ibnica e alta temperatura da lavagem, por exemplo, cloreto de
sédio a 0,015 M/citrato de soédio a 0,0015 M/dodecil sulfato de sédio a 0,1%
a 50 EC; (2) empregam durante a hibridizagdo um agente desnaturante, tal
como formamida, por exemplo, formamida a 50% (v/v) com albumina sérica
bovina a 0,1%/Ficoll a 0,1%/polivinilpirrolidona a 0,1%/ tampao de fosfato de
s6dio a 50mM em pH 6,5 com cloreto de sddio a 750 mM, citrato de s6dio a
75 mM a 42EC; ou (3) hibridizagdo durante a noite em uma solugao que em-
prega formamida a 50%, SSC 5x (NaCl a 0,75 M, citrato de so6dio a 0,075
M), fosfato de sédic a 50 mM {pH 6,8), pirofosfato de sodio a 0,1%, solugao
de Denhardt 5x, DNA de esperma de salmao sonicado (50 ug/ml), SDS a
0,1% e sulfato de dextrana a 10% em 42EC, com uma lavagem de 10 minu-
tos a 42EC em SSC 0,2 x (cloreto de soédio/citrato de sodio) seguida por la-
vagem de alta estringéncia por 10 minutos consistindo em SSC 0,1 x con-
tendo EDTA a 55EC.

"Condicdes moderadamente estrigentes” podem ser identifica-
das como descrito por Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Ma-
nual, New York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e inclui o uso de solugao
de lavagem e condigdes de hibridizagdo (por exemplo, temperatura, forga

ibnica e % de SDS) menos estringentes que os descritos acima. Um exem-
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plo de condigbes moderadamente estringentes € a incubagéo durante a noite
a 37EC em uma solugdo compreendendo: formamida a 20%, SSC 5 x (NaCl
a 150 mM, citrato trissoédico a 15 mM), fosfato de sodio a 50 mM (pH 7,6),
solugao de Denhardt 5 x, sulfato de dextrana a 10%, € 20 mg/ml de DNA de
esperma de salméao desnaturado cortado, seguido por lavagem dos filtros
em SSC 1 x a aproximadamente 37 a 50EC. O versado ordinariamente re-
conhecera como ajustar a temperatura, forga idnica, etc. segundo a necessi-
dade de acomodar fatores, tais como tamanho de sonda e similares.

O termo "epitopo marcado” quando usado aqui refere-se a um
pelipeptideo quimérico compreendendo um polipeptideo LY6, ou agente de
ligacdo a polipeptideo LY6 fusionado "a um polipeptideo de marcagao". O
polipeptideo de marcagadc tem residuos suficienies para fornecer um epitopo
contra o qual um anticorpo pode ser feito, ainda € bastante curto tal que nao
interfere na atividade do polipeptideo ao qual esta fusionado. O polipeptideo
de marcacao preferencialmente também é suficientemente Unico de forma
que que anticorpo nao reaja cruzadamente substancialmente com outros
epitopos. Polipeptideos de marcagado adequados geralmente tém pelo me-
nos seis residuos de aminoacidos e normalmente entre aproximadamente 8
e 50 residuos de aminoacidos (preferencialmente, entre aproximadamente
10 e 20 residuos de aminoacidos).

"Ativo" ou "atividade" para os objetivos aqui refere-se a forma(s)
tidecs que conseivaim uma atividade bioiogica e/ou imunoldgica
do polipeptideo natural ou que ocorre naturalmente, em que a atividade "bio-
l6gica” refere-se a uma fungao bioldgica (inibitoria ou estimulatéria) causada
por um polipeptideo natural ou que ocorre naturalmente diferente da capaci-
dade de induzir a produgdo de um anticorpo contra um epitopo antigénico
possuida por um polipeptideo natural ou que ocorre naturalmente, e uma
atividade "imunoldgica" refere-se a capacidade de induzir a produgdo de um
anticorpo contra um epitopo antigénico possuido por um polipeptideo natural
ou que ocorre naturalmente. Um polipeptideo ativo, como usado aqui, € um
antigeno que é diferencialmente expresso, de uma perspectiva qualitativa ou

quantitativa, em tecido de IBD, em relacao a sua expressao em tecido similar
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que nao esta afligido por IBD.

O termo "antagonista” ¢ usado no sentido mais amplo, e inclui
qualquer molécula que bloqueia, inibe ou neutraliza parcialmente ou total-
mente uma atividade biolégica de um polipeptideo natural descrito aqui. Mo-
léculas antagonistas adequadas incluem especificamente anticorpos de ou
fragmentos de anticorpos antagonistas, fragmentos ou sequéncias de ami-
noacidos variantes de polipeptideos naturais, peptideos, oligonucleotideos
antissenso, pequenas moléculas orgénicas, etc. Métodos para identificagao
de antagonistas podem compreender contato de um polipeptideo, incluindo
uma célula que o expressa, com um agonista candidato ou moiécula anta-
gonista e mensuragao de uma modificagcado detectavel em uma ou mais ativi-
dades biolbégicas normalmente associadas com ta

"Tratar" ou "tratamento” ou "alivio" refere-se a ambas medidas
de tratamento terapéutico e profilatico ou preventivo, em que o objetivo &
prevenir ou diminuir a velocidade (moderar) a progressdo de uma doenga.
Tratamento também pode referir-se a8 modificagcdo da progressao de uma
IBD.

"Diagnosticar" refere-se ao processo de identificagdo ou deter-
minagdo das caracteristicas distintas de uma doencga incluindo, sem limita-
¢éo, IBD, UC e/ou Doenga de Crohn. O processo de diagnostico muitas ve-
zes também é expresso como estadiamento ou classificagdo da doenga com

base na gravidade cu

A Am A~ [T,
na T€55a0 Ga Goeinga oein

COmo na posigao (tai co-
mo, por exemplo, posicdo dentro de ou ao longo do trato gastrointestinal no
qual a inflamacgao e/ou expressdo génica alterada é encontrada).

Individuos em necessidade de diagndstico incluem aqueles que
ja sofrem com expressdo aberrante de LY6 bem como aqueles propensos a
ter ou aqueles em que a expressdo aberrante de LY6 deve ser prevenida.
Consequentemente, um aspecto da invengao € a detecgdo de uma resposta
terapéutica a farmaco em um mamifero tratado com um agente terapéutico
para o tratamento de IBD, em que o método compreende determinagao da
expressdo de |h LYB no tecido gastrointestinal de um mamifero de teste em

relacdo a um de controle e a determinac&o daqueles niveis de expresséo de
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LY6 sdo nao significativamente diferentes dos niveis de expressdo normais
do controle. Em uma modalidade, uma resposta terapéutica € determinada
quando os niveis de expressdo de LY6 do mamifero tratado com um agente
terapéutico sdo diferentes (expressdo € mais similar ao controle normal, isto
€, 0s niveis de expressdo de LY6 sdo menores que 0s niveis de expressao
de LY6 no mamifero antes do tratamento).

Os parémetros acima para avaliagdo do tratamento bem-
sucedido e melhora na doenga sao prontamente mensuraveis por procedi-
mentos de rotina familiares a um médico. Para a terapia de IBD, a eficacia
pode ser medida, por exemplo, pela avaliagdo do tempo de progressao da
doenga (TTP) e/ou determinagao da taxa de resposta (
ser feitas para avaliar a expressao génica e observar a histopatologia
cido gastrointestinal do paciente. A invengao descrita aqui relativa ao pro-
cesso de prognodstico e/ou diagndstico envolve a determinagao e a avaliagao
da regulagao para cima da expressao génica de LYB6.

"Mamifero” ou "individuo mamifero” para objetivos de tratamen-
to, alivio dos sintomas ou diagnodstico de uma IBD referem-se a qualquer
animal classificado como um mamifero, incluindo seres humanos, animais
domeésticos e de fazenda, e animais de zooldgico, esportes ou estimacgao,
tais como caes, gatos, gado, cavalos, ovelhas, porcos, cabras, coelhos, fu-

roes, etc. Preferencialmente, o mamifero € ser humano.

U mais agenies ie-

@]

A administracdo "em combinag3c com” um
rapéuticos adicionais inclui a administragcdo simultdnea (concorrente) e con-
secutiva em qualquer ordem.

"Veiculos" como usado aqui incluem veiculos, excipientes ou
estabilizadores farmaceuticamente aceitaveis que sdo nao-toxicos para célu-
la ou mamifero que € exposto a eles nas dosagens e concentragdées empre-
gadas. Muitas vezes, o veiculo fisiologicamente aceitavel € uma solugéo a-
quosa de pH tamponado. Exemplos de veiculos fisiologicamente aceitaveis
incluem tampdes, tais como fosfato, citrato e outros acidos organicos; antio-
xidantes incluindo acido ascorbico; polipeptideo de baixo peso molecular

(menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tais como albumina
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sérica, gelatina, ou imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tais como polivi-
nilpirrolidona; aminoacidos, tais como glicina, glutamina, asparagina, argini-
na ou lisina; monossacarideos, dissacarideos e outros carboidratos incluindo
glicose, manose, ou dextrinas; agentes quelantes, tais como EDTA; alcoois
de agucar, tais como manitol ou sorbitol; contraions formadores de sal, tais
como sodio; e/ou tensoativos nao-idnicos, tais como TWEEN7, polietileno
glicol (PEG), e PLURONICS?.

Por "fase sélida" ou "suporte sélido" € indicada uma matriz n&o-
aquosa a qual um polipeptideo, acido nucleico, anticorpo ou agente de liga-
¢ao a LY6 pcde se aderir ou ligar. Exemplios de fases sdiidas abrangidas
aqui incluem aquelas formadas parcialmente ou inteiramente de vidro (por
exemplo, vidro de poro controlade), polissacarideos {por exempio, agarose),
poliacrilamidas, poliestireno, alcool polivinilico e silicones. Em certas modali-
dades, dependendo do contexto, a fase soélida pode compreender o pogo de
uma placa de ensaio; em outros € uma coluna de purificagdo (por exemplo,
uma coluna de cromatografia por afinidade). Este termo também inclui uma
fase sdélida descontinua de particulas discretas, tais como aquelas descritas
na Patente Norte-americana Numero 4.275.149.

Um "lipossoma" é uma pequena vesicula composta de varios
tipos de lipidios, fosfolipidios e/ou tensoativo que é util para a entrega de um
farmaco a um mamifero. Os componentes do lipossoma sdo comumente

arraniades em uma formagdo de bicamada, simiiar ao arranjo iipidico de
membranas biolégicas.

Uma "pequena molécula” ou "pequena molécula orgénica” é de-
finida aqui tendo um peso molecular abaixo de aproximadamente 500 Dal-
tons.

Uma "quantidade eficaz" de um agente antagonista € uma quan-
tidade suficiente para ocasionar um efeito fisiol6gico, tal como sem limitagao
para inibir, parcialmente ou inteiramente, a fungdo do gene ou sua proteina
codificada. Uma "quantidade eficaz" pode ser determinada empiricamente e
de uma maneira rotineira, em relagao a este objetivo.

O termo "quantidade terapeuticamente eficaz" refere-se a um
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antagonista ou outro farmaco eficaz para "tratar” uma doenga ou disturbio
em um individuo ou mamifero. No caso de IBD, a quantidade terapeutica-
mente eficaz do farmaco restituira a expressao aberrante de LY6 a niveis
fisioldgicos normais; reduzira a inflamagao gastrointestinal; reduzira o nume-
ro de lesbes gastrointestinais; e/ou aliviara até certo ponto um ou mais dos
sintomas associados com IBD, UC e/ou CD. Ver definigdo aqui de "tratamen-
to".

Uma "quantidade inibitéria de crescimento” de um antagonista é

uma quantidade capaz de inibir o crescimento de uma célula, especialmente

tumor, por exemplo, célula de cancer, in vitro cu in viv

Y

ara objetivos de

&)

inibir o crescimento de célula neoplasica, tal quantidade pode ser determina-
da empiricamente e de uma maneira rotineira.

Uma "quantidade citotdoxica" de um antagonista € uma quantida-
de capaz de causar a destruicdo de uma célula, especialmente uma célula
proliferativa, por exemplo, célula de cancer, in vitro ou in vivo. Para objetivos
de inibicdo do crescimento celular neoplasico pode ser determinada empiri-
camente € de uma maneira rotineira.

O termo "anticorpo” é usado no sentido mais amplo e especifi-
camente cobre, por exemplo, anticorpos monoclonais antiLY6 (incluindo an-
ticorpos antagonista e de neutralizagdo), composigdes de anticorpo antiLY6
com especificidade poliepitdpica, anticorpos policlonais, anticorpos de cadeia
Unica antiLY6, anticorpos multiespecificos (por exemplc,
fragmentos de ligagdo a antigeno (veja abaixo) de todos os anticorpos acima
listados enquanto exibem a atividade biolégica ou imunolégica desejada. O
termo "imunoglobulina" (Ig) € usado intercambiavelmente com o anticorpo
aqui.

Um anticorpo "isolado” & aquele que foi identificado e separado
e/ou recuperado a partir de um componente de seu ambiente natural. Com-
ponentes contaminantes de seu ambiente natural sdo materiais que interferi-
riam em usos diagnoésticos ou terapéuticos para o anticorpo, e podem incluir
enzimas, horménios, e outro solutos proteicos ou nado-protéicos. Em modali-

dades preferenciais, o anticorpo sera purificado (1) para o maior que 95%
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por peso do anticorpo como determinado pelo método de Lowry, e ainda
mais preferencialmente mais de 99% por peso, (2) a um grau suficiente para
obter pelo menos 15 residuos da sequéncia de aminoacido N-terminal ou
interna pelo uso de um sequenciador de copo giratério, ou (3) &8 homogenei-
dade por SDS-PAGE sob condi¢des redutoras ou ndo-redutoras usando co-
loracdo por azul de Coomassie ou, preferencialmente, prata. O anticorpo
isolado inclui o anticorpo in situ em células recombinantes uma vez que pelo
menos um componente do ambiente natural do anticorpo ndo estara presen-
te. Geralmente, entretanto, o anticorpo isolado sera preparado por pelo me-
nos uma etapa de purificagao.

A unidade de anticorpo de 4 cadeias basicas € uma glicoprotei-
na heterotetramérica composta de duas cadeias leves idénticas (L) e duas
cadeias pesadas idénticas (H) (um anticorpo IgM é composto de 5 unidades
heterotetraméricas basicas junto com um polipeptideo adicional chamado
cadeia J, e por isso contém 10 sitios de ligagao a antigeno, enquanto anti-
corpos IgA secretados podem polimerizar para formar jungdes polivalentes
compreendendo de 2 a 5 das unidades de 4 cadeias basicas junto com a
cadeia J). No caso de IgGs, a unidade de 4 cadeias € geralmente de apro-
ximadamente 150.000 daltons. Cada cadeia L € ligada a uma cadeia H por
uma ligacdo covalente dissulfeto, enquanto duas cadeias H s&o ligadas uma
a outra por uma ou mais ligacdes dissulfeto dependendo do isotipo da ca-
deia H. Cada cadeia H e L também iém ponies dissuifeto intracadeia regu-
larmente espacadas. Cada cadeia H tem no N-terminal, um dominio variavel
(V) seguido por trés dominios constantes (Cn) para cada uma das cadeias
o e y e quatro dominios Cy de isotipos p e €. Cada cadeia L tem no N-
terminal, um dominio variavel (V) seguido por um dominio constante (C.)
em sua outra extremidade. A V| é alinhada com Vy e C_ € alinhada com o
primeiro dominio constante da cadeia pesada (Cnx1). Acredita-se que deter-
minados residuos de aminoacidos formam uma interface entre dominios va-
riaveis da cadeia leve e cadeia pesada. A jungao de uma V4 € V| em conjun-
to forma um sitio de ligagao a antigeno unico. Para a estrutura e proprieda-

des das classes diferentes de anticorpos, ver, por exemplo, Basic and Clini-
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cal Immunology, 8th edition, Daniel P. Stites, Abba I. Terr and Tristram G.
Parslow (eds.), Appleton & Lange, Norwalk, CT, 1994, pagina 71 e Capitulo
6.

A cadeia L de qualquer espécie vertebrada pode ser destinada a
um dos dois tipos claramente distintos, chamados kappa e lambda, com ba-
se nas sequéncias de aminoacidos de seus dominios constantes. Depen-
dendo da sequéncia de aminoacidos do dominio constante de suas cadeias
pesadas (Cq), as imunoglobulinas podem ser destinadas a classes ou isoti-
pos diferentes. Ha cinco classes de imunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, I1gG, e
IgM, tendc as cadeias pesadas designadas «, 9, &, v, € u, respectivamente.
As classes y e o sdo ainda divididas em subclasses com base em diferengas
relativamente mencres na sequéncia Cy e fungao, por exempio, seres hu-
manos expressam as seguintes subclasses: IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA1 e
IgA2.

O termo "variavel" refere-se ao fato que certos segmentos dos
dominios variaveis se diferenciam extensivamente na sequéncia entre anti-
corpos. O dominio V medeia a ligagdo a antigeno e define a especificidade
de um anticorpo particular por seu antigeno particular. Entretanto, a variabili-
dade ndo é exatamente distribuida através de aproximadamente 110 amino-
acidos de extensao dos dominios variaveis. Em vez disso, as regidoes V con-
sistem em intervalos relativamente invariaveis chamados regides conserva-

das (FRs) de 15 a2 30 amincacidos separados por regioes mais curtas de
extrema variabilidade chamadas "regides hipervariaveis" que sdo cada uma
de comprimento de 9 a 12 aminoacidos. Os dominios variaveis das cadeias
pesadas e leves naturais cada uma compreende quatro FRs, basicamente
adotando uma configuragdo de folha (3, conectada por trés regidoes hipervari-
aveis, que formam algas de conexao, e em alguns casos que fazem parte da
estrutura da folha . As regides hipervariaveis em cada cadeia sdo mantidas
proximas pelas FRs e, com as regides hipervariaveis de outra cadeia, contri-
buem para a formacgao do sitio de ligagao a antigeno de anticorpos (vide Ka-
bat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public

Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)). Os do-
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minios constantes nao estdo envolvidos diretamente na ligagédo de um anti-
corpo a um antigeno, mas exibem varias fungdes efetoras, tais como a parti-
cipagdo do anticorpo na citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC).

O termo "regido hipervariavel" quando usado aqui refere-se aos
residuos de aminoacidos de um anticorpo que sao responsaveis pela ligagéo
ao antigeno. A regido hipervariavel geralmente compreende residuos de a-
minoacidos de uma "regido de determinagdo de complementaridade” ou "C-
DR" (por exemplo, por volta de aproximadamente 24 a 34 residuos Kabat
(L'! ), 50 a 56 (L2) e 89 a 87 {L3) no V|, e por voita de aproximadamente 31 a
35B residuos Kabat (H1), 50 a 65 (H2) e 95 a 102 (H3) no V4 (Kabat et al.,

Sequences of Proteins of Immunclegical Interest, 5th Ed. Pubiic Health Ser-

—

vice, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) e/ou aqueles resi-
duos "de uma alga hipervariavel” (por exemplo, por volta de aproximamente
26 a 32 residuos Chothia (L1), 50 a 52 (L2) e 91 a 96 (L3) na V., e 26 a 32
(H1), 52A a 55 (H2) e 96 a 101 (H3) na Vx (Chothia and Lesk J. Mol. Biol.
196:901-917 (1987)).

O termo "anticorpo monoclonal” como usado aqui refere-se a um
anticorpo a partir de uma populagdo de anticorpos substancialmente homo-
géneos, isto é, os anticorpos individuais compreendendo a populagado sao
idénticos e/ou ligam-se ao mesmo epitopo(s), exceto por possiveis variantes
aque podem surgir durante a produgao do anticorpo monocional, tais varian-
tes geralmente estdo presentes em menores quantidades. Tal anticorpo mo-
noclonal inclui tipicamente um anticorpo compreendendo uma sequéncia
polipeptidica que se liga a um alvo, em que a sequéncia polipeptidica de li-
gacgao ao alvo foi obtida por um processo que inclui a selegdo de uma se-
quéncia polipeptidica de ligagdo ao alvo unico de uma pluralidade de se-
guéncias polipeptidicas. Por exemplo, o processo de selegéo pode ser a se-
lecdo de um unico clone a partir de uma pluralidade de clones, tal como um
agrupamento de clones de hibridoma, clones de fago ou clones de DNA re-
combinante. Deve ser entendido que a sequéncia de ligagao ao alvo sele-

cionado pode ser ainda alterada, por exemplo, para melhorar a afinidade
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pelo alvo, para humanizar sequéncia de ligagado ao alvo, para melhorar sua
produgéo em cultura celular, para reduzir sua imunogenicidade in vivo, para
criar um anticorpo multiespecifico, etc., € que um anticorpo compreendendo
a sequéncia de ligacdo ao alvo alterada € também um anticorpo monoclonal
desta invengdo. Em contraste a preparac¢tes de anticorpo policlonais que
tipicamente incluem diferentes anticorpos direcionados contra diferentes de-
terminantes (epitopos), cada anticorpo monoclonal de uma preparagao de
anticorpo monoclonal é direcionado contra um Unico determinante em um
antigeno. Além de sua especificidade, as preparagdes de anticorpo mono-
clonal sdo vantajosas em que sao tipicamente nao contaminadas por outras
imunoglobulinas. O modificador "monoclonal” indica o carater do anticorpo
como sendo obtido a partir de uma populacace substancialmente homogénea
de anticorpos, e nao deve ser interpretado como requerimento da produgao
do anticorpo por nenhum método particular. Por exemplo, os anticorpos mo-
noclonais usados de acordo com a presente invencado podem ser feitos por
uma variedade de técnicas, incluindo, por exemplo, o método de hibridoma
(por exemplo, Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), Harlow et al., Antibodies:
A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Press, 2nd ed. 1988); Hammerling
et al., em: Monoclonal Antibodies e T-cell Hibridomas 563-681, (Elsevier,
N.Y., 1981)), métodos de DNA recombinante (vide, por exemplo, Patente
Norte-americana Numero 4.816.567), tecnologias de exposigao de fago (vi-
de, por exemplo, Clackson et al,, Nature, 352:624-628 {18591); Marks ef ai., J.
Mol. Biol., 222:581-597 (1991); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338 (2):299-310
(2004); Lee et al. J.Mol. Biol.340 (5):1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 101 (34):12467-12472 (2004); e Lee et al. J. Immunol. Me-
thods 284 (1-2):119-132 (2004), e tecnologias para producdo de anticorpos
humanos ou similares a humanos em animais que tém partes ou todos os
loci da imunoglobulina humana ou genes que codificam sequéncias de imu-
noglobulina humana (vide, por exemplo, WO 1998/24893; WO 1996/34096;
WO 1996/33735; WO 1991/10741; Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:255-258 (1993); Brug-

gemann et al, Year in Immuno., 7:33 (1993); Patentes U.S. Numeros
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5.545.806; 5.569.825; 5.591.669 (todos da GenPharm); 5.545.807; WO
1997/17852; Patentes U.S. Numeros 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825;
5.625.126; 5.633.425; e 5.661.016; Marks et al., Bio/Technology, 10: 779-
783 (1992); Lonberg et al., Nature, 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature,
368: 812-813 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology, 14: 845-851
(1996); Neuberger, Nature Biotechnology, 14: 826 (1996); e Lonberg and
Huszar, Intern. Rev. Immunol., 13: 65-93 (1995).

Anticorpos "quiméricos" (imunoglobulinas) tém uma porgdo da
cadeia pesada e/ou leve idéntica ou homodloga a sequéncias corresponden-
tes em anticorpos derivados de uma determinada espécie ou pertencendo a
uma determinada classe ou subclasse de anticorpo, enquanto o resto da
cadeia(s) é idéntico ou homadlogo a sequéncias correspondentes em anticor-
pos derivados de outras espécies ou pertencendo a outra classe ou subclas-
se de anticorpo, bem como fragmentos de tais anticorpos, contanto que exi-
bam a atividade bioldgica desejada (Patente Norte-americana Numero
4.816.567; e Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855
(1984)). Anticorpo humanizado como usado aqui € um subconjunto de anti-
corpos quiméricos.

Formas "humanizadas" de anticorpos ndo-humanos (por exem-
plo, murino) sdo anticorpos quiméricos que contém a sequéncia minima de-
rivada da imunoglobulina ndo-humana. Em sua maioria, anticorpos humani-
zados sdo imunoglobulinas humanas (anticorpo fecipienie ou aceptor) em
que os residuos da regido hipervariavel do recipiente sdo substituidos por
residuos da regido hipervariavel de uma espécie nao-humana (anticorpo do-
ador), tais como camundongo, rato, coelho ou primata ndo-humano tendo a
especificidade, afinidade, e capacidade desejadas. Em alguns exemplos, os
residuos da estrutura de Fv (FR) da imunoglobulina humana sao substitui-
dos por residuos ndo-humanos correspondentes. Além disso, anticorpos
humanizados podem compreender residuos que nao sao encontrados no
anticorpo recipiente ou no anticorpo doador. Estas modificagdes sao feitas
para refinamento adicional do desempenho do anticorpo, tal como afinidade

de ligacdo. Geralmente, o anticorpo humanizado compreendera substanci-
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almente todos de pelo menos um, e tipicamente dois, dominios variaveis,
nos quais todas ou substancialmente todas as al¢as hipervariaveis corres-
pondem aquelas de uma imunoglobulina ndo-humana e todas ou substanci-
almente todas as regides conservadas sdo aquelas de uma sequéncia de
imunoglobulina humana embora as regides conservadas possam incluir uma
ou mais substituicbes de aminoacidos que melhoram a afinidade de ligacéo.
O numero destas substituicdes de aminoacidos na estrutura € tipicamente
nao mais do que 6 na cadeia H, e na cadeia L, ndo mais do que 3. O anti-
corpo humanizado opcionalmente também compreendera pelo menos uma
porcdo de uma regido constante da imunoglobulina (Fc), tipicamente aqueia
de uma imunoglobulina humana. Para detalhes adicionais, vide Jones et al.,
Nature 321:522-525 (1986); Reichmann et al., Nature 332:323-328 {1988); e
Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992).

"Fragmentos de anticorpo” compreendem uma porgdo de um
anticorpo intacto, preferencialmente a regido de ligagdo a antigeno ou varia-
vel do anticorpo intacto. Exemplos de fragmentos de anticorpo incluem Fab,
Fab', F(ab')., e fragmentos Fv; diacorpos; anticorpos lineares (vide Patente
Norte-americana Numero 5.641.870, Exemplo 2; Zapata et al., Protein Eng.
8 (10): 1057-1062 [1995]); moléculas de anticorpo de cadeia unica; e anti-
corpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticorpo.

A digestdo por papaina de anticorpos produz dois fragmentos de
ligacdo a antigeno idéntico, chamados fragmentos "Fab", & um fragmenio
"Fc" residual, uma designacdo que reflete a capacidade de cristalizar-se
prontamente. O fragmento Fab consistem em uma cadeia L inteira junto com
o dominio de regido variavel da cadeia H (VH), e o primeiro dominio cons-
tante de uma cadeia pesada (Cy1). Cada fragmento Fab é monovalente com
respeito a ligacado ao antigeno, isto é, tem um sitio de ligagdo unico ao anti-
geno. O tratamento por pepsina de um anticorpo produz um grande fragmen-
to F(ab"),; unico que a grosso modo corresponde a dois fragmentos Fab liga-
dos por dissulfeto que tém atividade divalente de ligagdo ao antigeno e €
ainda capaz de ligagdo cruzada com antigeno. Fragmentos Fab' diferenci-

am-se de fragmentos Fab por terem poucos residuos adicionais no terminal
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carbdxi do dominio Cy1 incluindo uma ou mais cisteinas da regido de dobra-
diga do anticorpo. Fab‘-SH é a designacgdo aqui de Fab' em que o residuo(s)
de cisteina dos dominios constantes carregam um grupo tiol livre. Fragmen-
tos de anticorpo F(ab'), originalmente foram produzidos como pares de
fragmentos Fab' que tém cisteinas de dobradi¢ca entre eles. Outras ligagoes
guimicas de fragmentos de anticorpo também sao conhecidas.

O fragmento Fc compreende as porgdes carboxi-terminais de
ambas cadeias H mantidas juntas por dissulfetos. As funcdes efetoras de
anticorpos sdo determinadas por sequéncias na regiao Fc, regidao a qual
também é parte reconhecida pelos recepilores de Fc (FCR) encontrados em
certos tipos de células.

"Fv" & o fragmento de anticorpc minimo Gue contém um sitio
completo de reconhecimento e de ligacao ao antigeno. Este fragmento con-
sistem em um dimero e de um dominio de regiao variavel da cadeia leve e
pesada em associagao estreita, ndo-covalente. A partir da dobra destes dois
dominios originam-se seis algas hipervariaveis (3 algas cada uma da cadeia
H e L) que contribuem com os residuos de aminoéacidos para ligagéo ao an-
tigeno e conferem especificidade de ligacdo ao antigeno para o anticorpo.
Entretanto, até um dominio variavel Unico (ou porgao de um Fv compreen-
dendo somente trés CDRs especificas para um antigeno) tem a capacidade
de reconhecer e ligar-se ao antigeno, embora em uma menor afinidade do
que o sitio de ligacao inteiro,

"Cadeia unica Fv" também abreviada como "sFv" ou "scFv" sao
fragmentos de anticorpo que compreendem os dominios de anticorpo Vy e
V. conectados em uma cadeia polipeptidica unica. Preferencialmente, o po-
lipeptideo sFv compreende ainda um ligador polipeptidico entre os dominios
Vy e Vi que permite ao sFv formar a estrutura desejada para ligagao ao an-
tigeno. Para uma revisao de sFv, vide Pluckthun em The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-
Verlag, New York, pp. 269-315 (1994); Borrebaeck 1995, infra.

Como usado aqui "polipeptideo de ligagido a LY6" € um oligopep-

tideo que se liga, preferencialmente especificamente, a um polipeptideo li-
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gante ou componente de sinalizagdo LY6, respectivamente, ou uma porgao
de ligagdo a LY6 ou fragmento do mesmo. Tais oligopeptideos podem ser
quimicamente sintetizados usando metodologia de sintese de oligopeptideo
conhecida ou podem ser preparados e purificados usando tecnologia recom-
binante. Tais oligopeptideos sdo normalmente de pelo menos aproximada-
mente 5 aminoacidos em tamanho, alternativamente pelo menos aproxima-
damente 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,
45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, ou 100 aminoacidos
em tamanho ou mais. Tais cligopeptidecos podem ser identificados sem ex-
perimentacdo indevida usando técnicas bem-conhecidas. Neste sentido, &
observado que as técnicas para selecionar bibliotecas de oligopeptideos que
sdo capazes de ligacdo especificamente a um polipeptideo-alvo sdo bem-
conhecidas na técnica (vide, por exemplo, Patente Norte-americana Numero
5.556.762, 5.750.373, 4.708.871, 4.833.092, 5.223.409, 5.403.484,
5.571.689, 5.663.143; Publicacdo PCT Numeros WO 84/03506 e
WO84/03564; Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 81:3998-4002
(1984); Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A,, 82:178-182 (1985); Gey-
sen et al., em Synthetic Peptides as Antigens, 130-149 (1986); Geysen et al.,

J. Immunol. Meth | 102:259-274 (1887); Schoois ef ai., J. immunol., 140:611-
616 (1988), Cwirla, S. E. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378 (1990);
Lowman, H.B. et al. Biochemistry, 30:10832 (1991); Clackson, T. et al. Natu-
re, 352: 624 (1991); Marks, J. D. et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991); Kang,
A.S. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363 (1991), e Smith, G. P., Cur-
rent Opin. Biotechnol., 2:668 (1991).

Um antagonista de LY6 (por exemplo, anticorpo, polipeptideo,
oligopeptideo ou pequena molécula) "que se liga" a um antigeno-alvo de
interesse, por exemplo, LY6 € aquele que se liga ao alvo com afinidade sufi-
ciente para ser um agente diagndstico, prognostico e/ou terapéutico util no

direcionamento a uma célula ou tecido expressando antigeno, e nao reage
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cruzadamente significativamente com outras proteinas. A extensao de liga-
¢do a um marcador polipeptidico ndo desejado sera menos de aproximada-
mente 10% da ligagdo ao determinado alvo desejado, como determinavel
por técnicas comuns, tais como analise por sorteamento de ceélulas com fluo-
rescéncia ativada (FACS) ou radioimunoprecipitacao (RIA).

Além disso, o termo "ligagao especifica" ou "liga-se especifica-
mente a" ou é "especifico para" um determinado polipeptideo LY6 ou um
epitopo em um determinado polipeptideo-LY6 alvo significa ligagdo que &
mensuravelmente diferente de uma interagdo nao-especifica. A ligagao es-
pecifica pode ser medida, por exempio, peia determinagdo da ligagéo de
uma molécula comparada com a ligagado de uma molécula controle, que ge-
ralmente € uma molécula de estrutura similar gue nao tem atividade de iiga-
¢ao. Por exemplo, ligagdo especifica pode ser determinada pela competigao
com uma molécula controle que é similar ao alvo, por exemplo, um excesso
de alvo ndo-marcado. Neste caso, a ligacao especifica € indicada se a liga-
¢do do alvo marcado a uma sonda for competitivamente inibida pelo excesso
de alvo ndo-marcado. Em uma modalidade, tais termos referem-se a ligacao
onde uma molécula se liga a um polipeptideo ou epitopo particular em um
determinado polipeptideo sem ligar-se substancialmente a quaiquer outro
polipeptideo ou epitopo polipeptidico. Alternativamente, tais termos podem
ser descritos por uma molécula tendo um Kd para o alvo de pelo menos a-
proximadamente 104 M, 10° M, 10°% M, 107 M, 10 M, 10° M, 107 M, 107"
M, 10712 M, ou maior.

Uma célula ou tecido gastrointestinal que "superexpressa” LY6
se aquela célula ou tecido mostra ter acido nucleico de codificagdo de LY6
aumentado em células ou se aquela célula ou tecido superproduzem e se-
cretam a proteina LY6, comparado a uma célula gastrointestinal normal ou
tecido do mesmo tipo tecidual. Tal superexpressdo pode resultar de amplifi-
cacdo génica ou pela transcrigdo ou tradugao aumentadas. Sdo conhecidos
varios ensaios diagndsticos ou prognésticos que medem niveis de expres-
sdo alterados resultando em niveis aumentados ou reduzidos na superficie

celular ou niveis aumentados ou reduzidos da proteina secretada e incluem
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sem limitacdo, ensaio imuno-histoquimico usando anticorpos antiLY6, anali-
se por FACS, etc. Alternativamente, os niveis de acido nucleico de codifica-
¢éo de LY6 ou mRNA podem ser medidos na célula, por exemplo, através
de hibridizagdo in situ fluorescente usando uma sonda baseada em &cido
nucleico correspondendo a um acido nucleico de codificagédo de LY6 ou
complemento do mesmo; (FISH; vide W098/45479 publicado em outubro de
1998), técnicas de Southern blotting, Northern blotting ou reagdo da polime-
rase em cadeia (PCR), tais como PCR quantitativa em tempo real (RT-PCR).
Alternativamente, a superexpressao de polipeptideo LY6 € determinavel pela
mensuragao do antigeno presente em um fluido bioldgico, tal como soro, por

exemplo, usando ensaios baseados em anticorpo (vide também, por exem-

N

plo, Patente Norte-americana Numero 4.933.294 emitida em 12 de junho de
1990; W091/05264 publicado em 18 de abril de 1991; Patente Norte-
americana Numero 5.401.638 emitida em 28 de margo de 1995; e Sias et al.,
J. Immunol. Methods 132:73-80 (1990)). Além dos ensaios acima, varios en-

saios /in vivo estao disponiveis para o profissional versado. Por exemplo, ele

pode expor células no corpo do paciente a um anticorpo que € opcionalmen-
te marcado com um marcador detectavel, por exemplo, um isétopo radioati-
vo, € a ligagdo do anticorpo as células no paciente pode ser avaliada, por
exemplo, pela varredura externa da radioatividade ou pela analise de uma
bidpsia tomada de um paciente anteriormente exposto ao agente terapéuti-
co.

Como usado aqui, o termo "imunoadesina" indica moléculas si-
milares a anticorpo que combinam a especificidade de ligagdo de uma prote-
ina heterdloga (uma "adesina") com as fun¢des efetoras de dominios cons-
tantes da imunoglobulina. Estruturalmente, as imunoadesinas compreendem
uma fusdo de uma sequéncia de aminoacidos com a especificidade de liga-
¢ao desejada que é diferente do sitio de reconhecimento e ligagdo ao anti-
geno de um anticorpo (isto é, € "heterologo”), e uma sequéncia do dominio
constante da imunoglobulina. A parte adesina de uma molécula de imunoa-
desina tipicamente € uma sequéncia de aminoacido contigua compreenden-

do pelo menos o sitio de ligacdo de um receptor ou um ligante. A sequéncia
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do dominio constante da imunoglobulina na imunoadesina pode ser obtida a
partir de qualquer imunoglobulina, tal como subtipos 1gG-1, 1gG-2, 1gG-3, ou
IgG-4, IgA (incluindo IgA-1 e IgA-2), IgE, IgD ou IgM.

A palavra "marcador" quando usada aqui refere-se a um com-
posto ou composicdo detectavel que & conjugada diretamente ou indireta-
mente ao anticorpo, oligopeptideo ou outra molécula organica para gerar um
anticorpo, oligopeptideo ou outra molécula orgénica "marcada”. O marcador
pode ser detectavel por si mesmo (por exemplo, marcadores de radioiséto-
pos ou marcadores fluorescentes) ou, em caso de um marcador enzimatico,
pode catalisar a alteragdc quimica de um composto ou composigao de subs-
trato que € detectavel.

O termo re-se a uma
substancia que inibe ou previne a fungdo de células e/ou causa destruigdo
de células. O termo é destinado a incluir is6topos radioativos (por exemplo,
AP 113 1125 v90 Re™8 Re'88 sm'53) Bi2'2, P32 ¢ is6topos radioativos de
Lu), agentes quimioterapicos, enzimas e fragmentos dos mesmos, tais como
enzimas nucleoliticas, antibidticos e toxinas, tais como toxinas de moléculas
pequenas ou toxinas enzimaticamente ativas de origem bacteriana, fungica,
vegetal ou animal, incluindo fragmentos e/ou variantes dos mesmos, e varios
agentes antitumorais ou anticancer descritos abaixo. Outros agentes citoto-
xicos sao descritos abaixo. Um agente tumoricida causa destruigdo de célu-
las tumorais.

Um "agente quimioterapico” ou "agente terapéutico” € um com-
posto quimico util no tratamento de um disturbio ou doenga. Exemplos de
agentes quimioterapicos ou terapéuticos para o tratamento de IBD incluem
sem limitacdo farmacos anti-inflamatérios sulfassalazina e acido 5-
aminossalicilico (5-ASA); metroidazol e ciprofloxacina sdo similares em efi-
cacia a sulfassalazina e parecem ser particularmente Uteis para o tratamento
doenca perianal; em casos mais severos, corticosteroides sdo eficazes no
tratamento de exacerbacdes ativas e podem até manter a remissao; azatio-
prina, 6-mercaptopurina e metotrexato tém também mostrado éxito em paci-

entes que requerem administracao crdnica de corticoesteroides; farmacos
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antidiarreicos podem também fornecer alivio sintomatico em alguns pacien-
tes; terapia nutricional ou dieta elementar podem melhorar a condigdo nutri-
cional de pacientes e induzir melhora sintomatica da doencga aguda,; antibio-
ticos sao usados no tratamento de crescimento excessivo secundario bacte-
riano no intestino delgado e no tratamento de complicagdes piogénicas. A-
gentes quimioterapicos para IBD incluem ainda agentes biologicos e outros
como segue: anticorpos anti-beta7 (vide, por exemplo, WO2006026759),
anticorpos anti-alfa4 (tais como ANTEGEN®), anticorpo anti-TNF (REMICA-
DE®)) ou compostos nao-protéicos incluindo sem limitagdo os compostos de
5-ASA ASACOL® PENTASA®, ROWASA®, COLAZAL®, e outros compostos,
tais como Purinetol e esteroides, tais como prednisona. Exemplos de agen-
tes quimioterapicos para tratamentc de céncer inciuem hidroxiureiataxanos
(tal como paclitaxel e doxetaxel) e/ou antibidticos antraciclina; agentes alqui-
lantes, tais como tiotepa e CYTOXANT7 ciclosfosfamida; alquil sulfonatos, tais
como bussulfano, improssulfano e pipossulfano; aziridinas, tais como benzo-
dopa, carboquona, meturedopa, e uredopa; etileniminas e metilamelaminas
incluindo altretamina, trietilenomelamina, trietilenofosforamida, trietilenotio-
fosforamida e trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bulatacina e
bulatacinona); delta-9-tetra-hidrocanabinol (dronabinol, MARINOL7); beta-
lapachona; lapachol; colchicinas; acido betulinico; uma camptotequina (inclu-
indo o analogo sintético topotecano (HYCAMTIN7), CPT-11 (irinotecan,
CAMPTOSARY7), acetilcamptotequina, escopoiectina, e 9-aminocampto-
tequina); briostatina; calistatina; CC 1065 (incluindo seus analogos sintéticos
adozelesina, carzelesina e bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico; te-
niposideo; criptoficinas (particularmente criptoficina 1 e criptoficina 8); dolas-
tatina; duocarmicina (incluindo os analogos sintéticos KW 2189 e CB1-TM1),
eleuterobina; pancratistatina; uma sarcodictina; espongistatina; mostardas
nitrogenadas, tais como clorambucil, clornafazina, clorofosfamida, estramus-
tina, ifosfamida, mecloretamina, hidrocloreto de oxido de mecloretamina,
melfalan, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, uracil
mostarda; nitrosureias, tais como carmustina, clorozotocina, fotemustina,

lomustina, nimustina e ranimnustina; antibidticos, tais como os antibibticos
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enedina (por exemplo, caliqgueamicina, especialmente caliqueamicina gama
Il e caligueamicina dmega Il (vide, por exemplo, Agnew, Chem Intl. Ed. En-
gl., 33: 183-186 (1994)); dinemicina, incluindo dinemicina A; uma esperami-
cina; bem como neocarzinostatina croméfora e antibioticos croméforos rela-
cionados a cromoproteina enedina), aclacinomisinas, actinomicina, autrami-
cina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina, car-
zinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-
diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina ADRIAMICINA7 (incluindo morfoli-
no-doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-doxorrubicina e
deoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina,
mitomicinas, tal como mitomicina C, acido micofendlico, nogalamicina, oli-
vomicinas, peplomicina, potfircmicina, puromicina, queiamicina, rodorrubici-
na, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zor-
rubicina; antimetabdlitos, tais como metotrexato e 5-fluorouracil (5-FU); ana-
logos de acido fdélico, tais como denopterina, metotrexato, pteropterina, tri-
metrexato; analogos de purina, tais como fludarabina, 6-mercaptopurina,
tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina, tais como ancitabina, azaciti-
dina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, dideoxiuridina, doxifluridina, enoci-
tabina, floxuridina; andrégenos, tais como calusterona, propionato de dro-
mostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; antiadrenais, tais co-
mo aminoglutetimida, mitotano, trilostano; repositor de acido folico, tal como
acido frolinico; aceglatona; glicosideo de aidoiosfamida; acido aminolevulini-
co; eniluracil; ansacrina; bestrabucil; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio; uma epotilona; eto-
glucide; nitrato de galio; hidroxiureia; lentinan; lonidainina; maitansinoides,
tais como maitansina e ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopi-
danmol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarrubicina; losoxantrona; 2-etil-
hidrazida; procarbazina; complexo polissacaridico PSK7 (JHS Natural Pro-
ducts, Eugene, OR); razoxano; rizoxina; sizofiran; espirogermanio; acido te-
nuazonico; triaziquona; 2,2',2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmen-
te toxina T-2, verracurina A, roridina A e anguidina); uretana; vindesina (EL-

DISINA7, FILDESINA7); dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol;
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pipobromano; gacitosina; arabinosideo ("Ara-C"); tiotepa; taxoides, por e-
xemplo, TAXOL7 paclitaxel (Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.),
ABRAXANETM livre de Cremophor, formulagao de paclitaxel em nanoparti-
cula projetada em albumina (American Pharmaceutical Partners, Schaum-
berg, Hlinois), e TAXOTERE7 doxetaxel (Rhéne-Poulenc Rorer, Antony,
France); clorambucil;, gencitabina (GEMZAR7); 6-tioguanina; mercaptopuri-
na; metotrexato; analogos de platina, tais como cisplatina e carboplatina;
vinblastina (VELBAN7); platina; etoposideo (VP-16); ifosfamida; mitoxantro-
na; vincristina (ONCOVIN7); oxaliplatina; leucovovina; vinorrelbina (NAVEL-
BINE7?7); novantrona, edatrexato; daunomicina; aminopterina; ibandronato;
inibidor de topoisomerase RFS 2000; difluorometilornitina (DMFQO); retinoi-

s s ——

des, tais come acide retinoico; capecitabina (XELODAY); sais, acidos ou de-
rivados farmaceuticamente aceitaveis de quaisquer dos acima; bem como
combinagdes de dois ou mais dos acima, tal como CHOP, uma abreviagao
para uma terapia combinada de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e
prednisolona, e FOLFOX, uma abreviatura para um regime de tratamento
com oxaliplatina (ELOXATINTM) combinado com 5-FU e leucovovin.

O termo "citoquina" € um termo genérico para proteinas libera-
das por uma populagao celular que atuam em outras células como mediado-
res intercelulares. Exemplos de tais citoquinas sao linfocinas, monocinas e
hormonios polipeptidicos tradicionais. Incluidos entre as citoquinas estao o
horménic dc crescimenio, tai como hormonio de crescimento humano, hor-
monio de crescimento humano N-metionil, € hormdnio de crescimento bovi-
no; horménio da paratirdide; tiroxina; insulina; pro-insulina; relaxina; prorela-
xina; hormbénios glicoproteicos, tais como horménio estimulante de foliculo
(FSH), horménio estimulante da tiredide (TSH) e hormdnio luteinizante (LH);
fator de crescimento hepatico; fator de crescimento de fibroblasto; prolactina;
lactogénio placentario; fator de necrose tumoral -a e -; substéancia inibidora
mulleriana; peptideo associado a gonadotropina de camundongo; inibina;
ativina; fator de crescimento endotelial vascular; integrina; trombopoietina
(TPO); fatores de crescimento nervosos, tais como NGF-f3; fator de cresci-

mento plaguetario; fatores de transformacado de crescimento (TGFs), tais
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como TGF-a e TGF-B; fator de crescimento similar a insulina -1 e -ll; eritro-
poietina (EPO); fatores osteoindutivos; interferons, tais como interferon -a, -8
e -y; fatores estimulantes de colénia (CSFs), tais como CSF de macrofago
(M-CSF); CSF de granulécito e macrofago (GM-CSF); e CSF de granulocito
(G-CSF); interleucinas (ILs), tais como IL-1, iL-1a, IL-2, iL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-9, IL-11, IL-12; um fator de necrose tumoral, tal como TNF-a ou
TNF-B; e outros fatores polipeptidicos incluindo LIF e ligante a kit (KL). Como
usado aqui, o termo citoquina inclui proteinas de fontes naturais ou de cultu-
ra de célula recombinante e equivalentes biologicamente ativos das citoqui-
nas de sequéncia natural.

O termo "insercdo de pacote" é usado para referir-se a instru-
cdes habitualmente incluidas em pacotes comerciais de produtos terapéuti-
cos, que contém informagdo sobre as indicagdes, uso, dosagem, administra-
¢ao, contra-indicagbes e/ou avisos acerca do uso de tais produtos terapéuti-
cos.

"Epitélios", "epitelial" e "epitélio" referem-se a cobertura celular
de superficies corporais internas e externas (cutdnea, mucosa e serosa),
incluindo as glandulas e outras estruturas derivadas das mesmas, por e-
xemplo, corneana, esofageana, epidérmica, e células epiteliais do foliculo
capilar. Outro tecido epitelial exemplar inclui: epitélio olfatério - o epitélio
pseudoestratificado de revestimento da regido olfatéria da cavidade nasal, e
contendo os rece ra o sentido do oifaio; epitéiio giandular - o epitélio
composto de células epiteliais escamosas secretoras; epitélio escamoso - o
epitélio compreendendo uma ou mais camadas celulares, a mais superficial
das quais é composta de células achatadas, similares a uma escala ou simi-
lares a uma placa. O epitélio também pode referir-se ao epitélio transicional,
como aquele que € caracteristicamente encontrado revestindo 6rgaos ocos
que estdo sujeitos a grandes modificagdes mecanicas devido a contragao e
distengdo, por exemplo, tecido que representa uma transicé@o entre o epitélio
escamoso estratificado e colunar.

O "estado de crescimento” de uma célula refere-se a taxa da

proliferacdo da célula e/ou o estado da diferenciacdo da célula. Um "estado
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de crescimento alterado” € um estado de crescimento caracterizado por uma
taxa anormal de proliferagdo, por exemplo, uma célula que exibe uma taxa
de proliferagdo aumentada ou reduzida em relagdo a uma célula normal.

O termo "LY6" ou "polipeptideo LY6" &€ usado aqui para referir-se
genericamente a qualquer dos homologos mamiferos da familia génica LY6
mamifera. O termo "LY6" pode ser usado para descrever proteina ou acido
nucleico.

O termo "superexpressao” como usado aqui, refere-se a niveis
de expressao génica celular de um tecido que € maior que os niveis de ex-
pressao normais daquele tecido. O termo "subexpressao” como usado aqui,
refere-se a niveis de expressao génica celular de um tecido que € menor
que os niveis de expressido normais para aguele tecido. No caso, a expres-
sdo maior ou menor € significativamente diferente da expressao normal sob
condigdes controladas do estudo.

Um "controle” inclui uma amostra obtida para uso na determina-
¢ao expressdo de base ou normal ou atividade em um mamifero que nao
esta experimentando IBD. Consequentemente, uma amostra de controle po-
de ser obtida por varios meios incluindo a partir de tecido ou células nao afe-
tadas por inflamacgao e/ou IBD, UC ou CD (como determinado por técnicas-
padrao); células ou tecido nao-IBD, por exemplo, de células de um individuo
nao experimentando IBD; de individuos que nao tém uma IBD, doenca de
Crohn ou disturbio de colite ulcerativa; de individuos nao-suspeitos de estar
em risco de uma IBD, CD ou UC; ou de células ou linhagens celulares deri-
vadas de tais individuos. Um controle também inclui um padrao anteriormen-
te estabelecido. Para ensaios, tais como ensaios de mRNA, incluindo ensai-
os de microarranjo, um controle pode ser um controle universal. Tal controle
universal refere-se a informagao da expressdo de RNA de um determinado
gene LY6 obtido a partir de RNA isolado de uma mistura de tecidos sauda-
veis ou de uma mistura de linhagens celulares derivadas de varios tecidos
tais como, sem limitagdo, RNAs de referéncia universais descritos aqui.
Consequentemente, qualquer teste ou ensaio conduzido de acordo com a

invencao pode ser comparado com padrdo estabelecido e pode nao ser ne-
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* C-C increased from 12 10 15

* Z is average of EQ
* B is average of ND

* match with
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#define _M

Table |
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!‘

*/

#include <sidio.h>

Hinclude <ctype.h>

Hdefine MAXIMP 16 /* max jumps in a disg */

#define MAXGAP 24 /* don't continue to penalize gaps larger than this */
#define IMPS 1024 /* max jmps in an path */

#define MX 4 £* save if there's at least MX-1 bases since last jmp */
#define DMAT 3 /* value of matching bases */

#define DMIS ] /* penalty for mismatched bases */

fidefine DINSO 8 #* penalty for a gap */

Hidefine DINS1 1 #* penalty per base */

#define PINSO 8 /* penalty for a gap */

Hdefine PINS) 4 7* penalty per residuc */

struct jmp {
short

nfMAXIMP).  /* size of jmp (neg for dely) */

vasigned short X[MAXJIMP];  /* base no. of jmp in seq x */

IH

struct diag {

/* limits seq 10 2716 -1 */

int score; /* score at last jmp ¢/
long offset; /* ofVset of prev block */
short ijmp; £* current jmp index */
struct jmp m /¢ list of jmps */
b
struct path {
int spe: #* number of leading spaces */
short  n{JMPS): #* size of jmp (gap) */
int x{IMPS}. /* loc of jmp (last elem before gap) */
IR
char *ofile; /* output file name */
char *namex{2]; /* seq names: getseqs( ) */
char *prog; #* prog name for err msgs */
char *seqxf2); /* seys: getsegs( ) */
int dmax; /* best diag: nw( ) */
int dmax0; /* hinal diag */
int dna: /* set if dna: main( ) */
int endgaps; £* set if penalizing end gaps */
int gapx, gapy: /* total gaps in seqs */
int ien0, lent: £* scq lens */
int ngapx, ngapy; #* total size of gaps */
int smax; /* max score: nw{ } */
int *xbm; /* bitmap for matching */
long offset; /* current ofiset in jmp file */
struct  diag rdx; 7* noids diagonals */
struct  path pp{2): /* holds path for segs */

char
char

*caltoc( ). *malloc( ), *index( ), *strepy( ).
*geiseq( ), *g_calloc( )
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Tabela 1(cont.2)

7* Needl Wunsch ali progr

* usage: progs filel file2

* where file) and file2 are two dna or two protein scquences.

® The sequences can be in upper- or lowcr-case an may contain ambiguity
Any lines beginning with ', > or *< are ignored

Manx file icnpth is 65535 (limited by unsigned short x in the jmp struct)

A sequence with 1/3 or more of its elements ACGTU is assumned 1o be DNA
Output is in the file “align.om™

LI Y

Ed

* The pragram mny <reaté o tmp file in /tmp to hold info shout traceback.
* Original version developed under BSD 4.3 on 2 vax 8650

*7

#Hinciude "nw.h"
HAinclude “day.h"

static  _dbval{26) = {
1,14,2,13.0,0,4,11,0,0,12,0,3,15,0,0,0,5.6,8,8.7.9,0,10,0
1S

static _pbvalj26] = |
I, 2i(1<<(D-AN(I<<(N'AY), 4, 8, 16, 32, 64,
128, 256, OXFFFFFFF, 1<<10, 1<<i}, 1<<]2, 1=<]3, 1<<14,
1<<15, I<<16, 1<<}7, 1<<18, 1<<}9, 1<<20, 1«21, }<<22,
1<<23, 1<<24, 1<<25[(I<<(E-"AN(1<<(Q-'A"]}

»

main(ac, av) main
int ac;
char *avi):

{

prog = av{0);

if (ac 1=3){
fprintfisiderr,"usage: %s filel file2\n”, prog);
fprintflstderr,”where filel and file2 are two dna or two protein sequences. ™),
fprintf} stderr, "The sequences ¢an be in upper- or fower-case\n”™);
fprintfistderr,"Any lines bciinning with *}" ar '<’ are ignored\n®);
tprintfistderr,"Output is in the file \"align.outt™\n");
exit(l):

H

namex[0] = av{l};

namex{1} = avf2];

segx[0] = geiseq{namex{0}. &len0);

seqx[1] = getseq(namexil}, &kenl):

Xbm = (dna)? dbval : pbval;

endgaps = O; #* 1 to penslize endgaps *7
ofife = "align.out"; #* output file */

nw( ) #* fill in the matrix, get the possible jmps %/
readjmpsi % 4% get the actual jmps */

print{ ); #* print stats, alignment */

cleanup(0y, #* unlink any wmp files */
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Tabela 1 (cont.3)

#* do the alignment, retum best score: main( )
* dna: values in Fitch and Smith, PNAS, 80, 1382-1386, 1983
* pro: PAM 250 values
* When scores are equal, we prefer mismatches to any gap, prefer
* a new gap to extending an ongoing gap, and prefer a gap in seqx
* 10 u gap in seq y.

*

nw{ )

t
char *px, *py. /* seqs and pirs */
int *ndely, *dely;  /* keep track of dely */
int ndelx, delx; /* keep track of delx */
int *tmp; /* for swapping row0, row} */
int mis; {* score for cach type */
int insQ, inst; £* inscrtion penalties */
register id: /* diagonal index */
register ij; /* jmp index */
register *col0, *¢oll; 7* score for curr, last row ¢/
register XX, Yy 7* index into seqs */

dx = (struct diag *)g_calloc("to get diags”, lenO+lenl+1, sizeof(struct ding)y;

ndely = {int *)g_calloc("to get ndely”, lenl+1, sizeof{int));
dely = {int *)g_calloc(™t0 get dely”, lenl+1, sizeof{int)):
col0 = (int *)g_calloc("10 get col0”, leni+1, sizeof{ing)):
coll = (int *)g_calloc("to get coll”, lenl+1, sizeof(int));
ins@ = (dna)? DINSO : PINSO;

insl = (dna)? DINS1 : PINS};

smax = -10000;
" if (endgaps) {
for (col0[0] = dely[0] = -ins0, yy = 1; yy <= lenl: yy++) {
col0[yy} = dely[yy] = colO{yy-1] - ins];
ndelylyy] = yy;

<ol0{0} = 0; /* Waterman Bull Math Bio) 84 =/

else
for (yy = 1} yy <= lenl; yyt+)
dely{yy] = -ins0;

/* fill in match matrix

*i

for (px = seqx{0), xx = 1; xx <= len0; px++, xx++) {
#* initialize first entry in col

.
i (endgaps) {
i (xx == 1)
€Ol HO) = delx = (insO+ins};
else
<ol1[0] = delx = calD[0] - ins1;
ndelx = xx;
}
else {

colif0] = 0;
delx = -insQ;
ndelx = 0;
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Tabela 1 (cont.4)

Tor (py = seqx[ 1), y¥ = 1; yy <= leni; py++, yy++) {
mis = col0]yy-1 ]

if {dna)
mis += {(xbm[*px-"A"]&xbm[* py-'A])? DMAT : DMIS;
mis +=_day[*px-"ATJ[*py-A'};

/* update penalty for del in X seq;
* favor new del over ongong del
|gnnrc MAXGAP if weighting endgaps

il (cndgaps 1l ndelylyy) < MAXGAP) {
if (colO[yy] - insO >= delylyyD §
dely|yy] = colO[yy] - {insO+ins1);
ndelyfyy} = 1;
}else {
dely[yy] -= insi;
adelyfyyl++:

else

Jelse !
if (colO[yy] - (insO+ins|) >= dely[yy)) {
dcly[yy] = comlyy] {insO-+insl);
dely|yy} =
ndelylyyl++:

Y

}

7* updatc penalty fordel iny seq]:
* l’avor new del over ongong de

uf (mdgnps fi deix <« MAXGAP) {
#f (col{yy-1] - insO >= delx) {
delx = cotl{yy-1} - {insO+insl);
ndelx = §;
jelse {
delx = insi;
ndelx++;

jeise !
if (collfyy-1] - (insD+insl) >= delx) {
delx = collfyy-1} - {insO%insl),
ndeix = 1;
3 else
ndelx+4;

H

/* pick the maximum score; we're favoring
* mis over /oy del and delx over dely
.
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Tabela 1 (cont.5)

d=xx.-yy+ienl - 1;
if (mis >= delx && mis >= delylyy])
colifyy] = mis;
else if (dclx >=delylyy]) {
1= dclx
[id].ijmp
il' (dx[;d} Jp. n[O} && (1dna | (ndelx >= MAXIMP
&& xx > dx[id] jp.x[ii]1+MX) || mis > dxfid].score+ DINSO0)) {
dxfid].ijmp++;

if (++ij >= MAXIMP) {
writejmps(id);
ij = dx[idLijmp = 0;
dxfid}).offset = offset;
offset += sizeof(struct jmp) + sizeof{offser);
N }
dx[id].jp.n[ij] = adelx:
dx[id]sp.x[i}] = xx;

dx[id].score = delx;

else {
colt lwl = dehy l\m\;
= dx(nd} ymp;
if (dx{id].jp.n{0) && ('dna u (ndely[yy] >= MAXIMP
&& xx > dx[id].jp.x[ij}+MX)} | mis > dx[id).score+DINS0)) {
dx{idlijmp++;
if (++1j >= MAXIMP) {
writejmps(id);
ij = dxfid}.ijmp = 0;
dx[id].offset = ofIsey;
offset += sizeof(struct jmp) + sizeof{offset);

)

H
d‘}ldl dpafij] = -ndelylyy);
dx{idlip.x{y} = xx;
dx{id}.score = delylyy];

}
i (xx == len0 && yv < lenl) {
#* last cot
*7
if (cndgaps)
coli[yy] -= insO+insl *(lenl-yy});
if (colifyy] > smax} {
smax = coll{yy]:
dmax = id;

}

if (cndgaps && Xx < len0)

SOl ¥y 3] = insUTins i *(ien0-xx);
if (collfyy-1]} > smax) {

smax = col) [yy-1}

dmax = id;

}
tmp = col0; col0 = coll; coll = imp:

}

(void) free((char *)ndely);
{void) free((char *)dely);
{void) free{{char *)col0);
(void) free({char *)otl),
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Tabela 1 (cont.6)

i
»

* print( ) -- only routine visible outside this module
.

* static:

* getmat( ) — trace back best path, count matches: print( )

* pr_align( ) -- print alignment of described in array p{J: print( )

* dumpblock( ) -- dump a block of lines with numbers, stars: pr_align( )
* nums( ) -- put out a number linc: dumpblock( )

* putline( ) -- put out a line (name, {num), seq, {num}): dumpblock( )

* stars ) - -put a line of stars: dumpblock( )

:[snripname(’ ) ~ strip any path and prefix from a scqname

#include “nw.h"

#define SPC 3 )
¥define P_LINE 256 /* maximum output line */
Hdefine P_SPC 3 /* space between name or num and seq */

extern _dayl261126),

int olen; /* sct output line length */
FILE  *fx: /* output file */
print( ) print
{
int Ix, by, firsigap, lastgap;  /* overlap */

if ((fx = fopen(ofile, *w™)) == 0) {
fprintf{stdery,™%s: can't write %s\n", prog. ofile);
cleanup(l);

fprintflfx, "<firsi scquence: %s {length = %d)n”, namex{0]}, ten0);
fprintfifx, "<second sequence: %s (length = %d)\n", namex{1}, lenl);
olen = 60:
Ix = lenQ;
ly = lenl;
firsigap = lasigap = 0;
if (dmax <lenl - 1)} { #* leading gap in x %/
ppl0].spc = firsigap = len} - dmax - |;
) ly -= pp{0].spc;
elsc if (dmax > tenl - 1) { /* leading gap in y */
ppl1}.spe = firsigap = dmax - (len} - 1);
x == pp{1]).spe;

}
if (dmax0 < len0 - 1) { 7* trailing gap in x */
lastgap = Ien0 - dmax0 -1;

ix -= jastgap;

H

else if (dmax0 > lenG - 1) { /* trailing gap in y */
Jastgap = dmax0 - (len0 - 1);
ly -= lastgap;

H

gewmat(lx, by, firsigap, lastgap);

pr_align{ );
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Tabelal1(cont.7)

!0

* trace back the best path, count matches
»7

k4

static

getmat(lx, ly, firsigap, lasigap)

int Ix, Yy 7% "core™ (minus cndgaps) */

in¢ firstgap, lasigap; #* leading trailing overlap */
{

int nm, i0, i1, siz0, sizl;

char onix{32);

dauble pet;

register n0, nl;

register char *po, *pi:
/* get totnl matches, score
.y

§

10 =il = 5iz0 = siz) = 0;
p0 = seqx{0} + pp{1].spc;
pl = seqxii] + pp{0j.spc;
n{ = p‘p[l}.spc + 1

ni = pp[0].spc + 13

nm = 0;
while ( *p0 && *p1 )} {
if (siz0) {
pi+e;
nl++;
siz0~;
3
else if (sizl) {
n+t;
sizl—;
}
else {
if {(xbm[*p0-'A"}&xbm[*p1-"A’])
nm++;
if (n0++ == pp{0}.x{i0))
siz0 = pp{0].n{i0++];
If (nl++ == pp[1].xfit])
sizl = pp{ilnfit++];
p()&*;
piet;
}
}

* pet homology:

* if penalizing endgaps, base is the shorter seq

* else. knock off overhangs and take shorter core
74

if {endgaps)
Ix = (len0 < len1)? ten0 : iend;

clse
o= (ix < Jy)? Ix o ly;

pct = 100.*(double)nm/(doubile)ix;

fprimf{fx, "\n");

fprintflfx, "<%d match%s in an overlap of %d: %.2f percent similarity\n”,
nm, (nm == 1)? " ; "es”, Ix, pe1);

getmat
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fprinif{fx, “<gaps in first scquence: %d”, gapx):
if (gapx) {

(void) sprintfloutx, " (%d %s%s)",

ngapx, (dna)? “base”:"residue”, (ngapx == 1)? =":"s")

fprintfi fx,"%s™, outx);

fprintflx, ™, gaps in second sequence: %d”, gapy);

if (gapy) {

{void) sprintfoutx, * (%d Yes%s)",
ngapy, {dna)? “base™:"residuc”, (ngapy = 1)? """s");

fprintRx,"%s", ourx);
}
if {dna)
fprimRfx,
"wn<scorc: %d (match = %d, mismatch = %d, gap penalty = %d + %« per base)n”,
smax, DMAT, DMIS, DINSO, DINS1);
else
fprinti{fx,
"n<score: Yed (Dayhofl PAM 250 matrix, gap penalty = %d + %d per residue)in”,
smax, PINSO, PINS1);
if {endgaps)
fprintf{fx,
"<endgaps penalized, 1eft cndgap: You Jos¥es, right endgap: Y%d Y%s%es\n”,
firstgap, (dna)? "base® : "residuc”, (firsigap we 1)? 7 : 7™,
lastgap, (dna)? "basc” : "residuc”, (lasigap == 1)? ** : "s*);
else
fprinif{fx, "<cndgaps not penalizedin™);
H
Static nm; /* matches in core — for checking */
siatic hmax; /* lengths of stripped file names */
static yl2): £* jmp index for a path */
static nef2}; 7* number at stant of current line */
static ni{2}; #* current elem number - for gapping ¢/
static siz{2}.
static char *ps[2); #* ptr to current element */
static char * /* ptr to next output char slot */

static char
static char
”

oui[z][.!’_Ll'NE]; 7* output linc */
star(P_LINE};, 7/ set by stars() %/

* print alignment of described in struct path pp()
-

static

?r_.nlign( )
int
int

register

nn; #* char count */
more;
i

for (i= 0, Imax = 0;§ <2; i) {

nn = s!ri‘pnamc{ namex{i]}
if {nn > hnax)
imax = nn;

sizfi] = ijili] =0
psfi] = seqx(i);
pofi] = outfi}:

wogetmat

pr_align
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Tabela 1 (cont.9)

for (nn = nm = 0, more = |; more; ) { -.pr_align
for (i=more=0;i<2;§i+4) {
Fad

* do we have more of this scquence?
-

/
WQopsti))
continue;

more++;

if (ppli)spc) {  7° leading space *#
“pofij+r =%
pplijspe--;

eise if (siz]i} { /*inagap*s
*polifss =
sizfi)--;
else { £* we're putting a seq clement
.
*poli) = *psfi);
if (istower(*os{il))
. *psli} = toupper(*ps(il):
pofij++;
psfil++;

I
* are we at next gap for this seq?

/
if (nili) - pplilxli(iln ¢

* wi need 10 merge all gaps
* at this location
.

sili) = ppfiL.nlijlif++];
while (nifi} == ppli}.x{H{i]})
sizfi) += pplilnliliF-+}

L
nifi]+e;
H

}
if (++nn == olen }} imore && nn) {
dumpblock( );
for (it = 0; i< 2; i++)
poli} = outfi);
nn=0;

)

Fid
* dump 3 block of lines, including numbers, stars: pr_align{ )
"t

static
dumpblock! 3 dumpblock

{
register i:
for (i =0:1<2;i++)
*polij-- = 0%
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{void) putc{"n’, £x);
for(i=0:i<2: i) {
¥ (~outli) && (“outfi] =" § *(pofi}} =N ¢
i == 0)
) nums(iy;
if (i == 0 && *oul})
stars( )

putline(i):

(i == 0 && "out1])
fprim@ix, star);
ifG—1
nums(i).
}
)
H
‘(ﬂ
*putputa ber tine: dumpblock( )
*
static
aums(iN) aums
int ix: * index in out{} holding scq line */
{
char nlinc{P_LINE):
register i
register char *pn, OB, Py
for {pn = nline, i = 0; i < imax+P_SPC; i++, pn+s)
». - ':
for {3 = nclix]. py = outfix]: *py: py++, pn+) {
‘r(.p)* mlog .?y”"‘)
else ¢ )
4% 10 w0 |l ¢i == | && nefix] = 1)) ¢
j=li<OR-ii
for (px = pn; j; j /= 10, px--)
px = j2510 + 0",
<o)
px =
H
«isc
. .Ph =1 .‘
S
H
]
"pn = "0
nclix} =
for (pn = nlinc. *pn; pn++)
(void) pute(*pn, fx);
(void) pute("=’, fx);
3
i‘
= put out & hinc {name, [num}. seq, foum]): dumpblock( )
.}
static
puthaelix) putline
int [3.9¢

{
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Tabela 1 (cont.11)

...putline

int i
register char *px;

for (px = namexfix}, i = 0; *px && *px ="1'; px++, i++)
(void) pute(*px, fx).

for (. i < Imax+P_SPC; i++)
(veid) purc(’ *, fx);

7* these count from 1:

* nif]} is current ¢lement (from 1)

* ncf] is number at start of current line
LX)

u;r {px = outfix}; *px; px++)
(void) putc(*px&O0x7F, fx):
(void) pute("w’, 1X);

1!
* put a line of stars (seqs always in om[0}, ouef 113
.
7
static
stars( ) stars

int i
register char  *p0, *pi, cx, *px;

if (t*out{0] f (*owt[0] == '’ && *(pofO]) == ' ") |i
*out]1} § (*out{1}==""&& *(po[1]) =="")
return;
pX = star;
for (i = Imax+P_SPC: {; i--)
pxtd =t

for (p0 = out{0], pl = owt[1}; *p0 && *pl; pO++, ple+t) {
if (isalpha(*p0) && isalpha(*pi)) {

if (xbm{*p0-'A'j&xbm{*pi-"A’]) {
cx ="

nmt+;

H

else if (!dna && _day[*p0-'A'}[*p]-"A"] > 0)
cx ="

eise
cx ="

else
R ="

*pxt+ =X

*px++ = o'
*px =0
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[.
* strip path or prefix from pa, retumn len: pr_align( )
*/

Static
stripname(pn)

char  *pm /* file name (may be path) */
{

register char px, *py.

py=0;
for (px = pn; *px; px++)
i (*px == )
py=px+1;

if (py)
(void) strepy(pn. py):
return{strien(pn)}:

stripname
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Tabela 1 (cont.13)

/'
* cleanup( } - cleanup any tmp file
gelseq{ ) -- read in seq, s¢t dna, len, maxien
* g_calloc( ) - calloe{ ) with error checkin
* readjmps( ) -- get the good jmps, from tmp file if necessary
¥ writejmps( ) -- write a filled array of jmps to a tap file: nw()
*f

#include "nw.h"
Hinclude <sys/fite.h>

char  *jname = "AimphomgX XX XXX"; /% wmp file for jmps */
FILE °*fj;
int cleanup( ); /* clcanup tmp file */
long Iseek( );
‘{b
* remove any tmp file if we blow
*¢
cleanup(i) cleanup
int i
i (5) o
(void) unlink(jname);
exit(i);
!.
* read, retum pir to seq, set dna, len, maxjen
* skip lines starting with }', '<', or *>'
® seq in upper or lower case
b
char M
getseq

gctseq(ﬁle. fen)
char  *file;  /* filc name */

int *len;  /* seqlen
{
char line[1024], *pseq;
register char *px, *pys
int natge, tien;
FILE *fp;

i ((fp = fopen(file,"r")) == 0) {
fprintfisidert,“%s: can't read %s'\n", prog, file);
exit(l):

)
flen = natge = 0;
while (fgcts(lme. 1024, fp)) {
M (Mine == 1 Shing o 2t S line e 0T
conhnne
for (px = line; *px 1= "'} px4-+)
if (isupper{*px) jj islower(*px))
tlens+;

)
if {{ pseq = malloc{(unsignedtlen+6))) == 0) {
fprintfistderr,"%s: malloc( ) failed to get %d bytes for %s\n”, prog. tlen+6, file);

exit(1):

}
pseqf0] = pseqf 1] = pscq[2] = pseq[3] = "0,
Page | of nwsubr.c
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py = pseq + 4.
*len = tlen;
rewind(fp);
while (fgets(line, 1024, fp)) {
M (*line == ' [} *hne == <’ || *linc == '>%)

g calloc

continue;
for (px = line; *px b= n'; px++) {
if (isupper(*px))
#* » ’px;
else if (istower(*px))
. *py++ = loupper(*px);
if (index("ATGCU" *(py-1)))
natge++;
3
H
TPy = W
*py =0
(void) fclose(fp);
dna = naige > (tlen/3);
return(pseq+4);
}
char *
g_calloc(msg, nx, sz)
char  *msg; /* program, calling routine */
int nx, $z; /* number and size of eclements */
{
char *px. *calloc( );
if ((px = calloc((unsigned)nx, (unsigned)sz)) == 0) {
if (*msg) {
fprintf{stderr, "%s: g_calloc( ) failed %s (n=%d, sz~%d)\n", prog. msg. nx, sz);
exit(1);
}
return(px).
)
Fad

* get final jmps from dx{] or tmp file, set pp[), reset dmax: main( )
*/

readimps( )

{
int fd=-1;
int siz, i0, il:

regisfer i, j. xx;
LG
(void) fclose(f));
if ((fd = opendjname, O_ RDONLY, 0)) < 0) {
fprintf{stderr, "Yes: can't open( ) %s\n", prog, jname);
cleanup(l);
) }
for (i = i0 = il =0, dmax0 = dmax, xx = lenQ; ; i++) {

while (1) ¢ ]
for (j = dxfdmax].ijmp; j >= 0 && dx[dmax]ip.x[j] >= xx; j--)

readjmps
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o readjmps
i (§ < 0 && dx{dmax].offser && i) {
(voidy iscek(fd, dx{dmax].offset, 0);
(void) read(fd, (char *)&dx[dmax].jp, sizeoRstruct jmp));
(void) rend(fd, (char *)&dx[dmax].offset, sizeof{dx{dmax).offser));
dx{dmax).ijmp = MAXIMP-1;

}
else
break;

H

3 (i >= IMPS) {
fprimf{siderr, “%s: 100 many geps in alignment\n”, prog);
cleanup(1);

}
f(§>=0)1
siz = dx[dmax}jp.ni}:
xx-= dx{dmax}.jp.x};
dmax +w= siz;
if (siz < 0} { #* gap in second soq %
pplllnfil} = -siz:
XX += SIZ;
I:sid-xx-yy-»lcm .3

pé[l].x[il} =xx - dmax + lent - I;
2Rpy ;.
ngapy -= siz;
7* ignore MAXGAP when doing endgaps */
§:z = {-siz < MAXGAP || endgaps)? -siz : MAXGAP;
il++;

}
elseif (siz>0) { 7* in fi */
’ppm].nl[i(!] ?gz’ e
pp[0].x{i0} = xx;
gapx++;
ngapx += giz;
7* ignore MAXGAP when doing endgaps */
$iz = (siz < MAXGA? || endgaps)? siz : MAXGAP;
» :
}
H
else
break;
H
I: revesse the order of jmps
for (= 0,i0-; j < i0; j+-+, i0-) {
i = pp{0).n{j}; pp[0).n{j] = pp{0}.nli0): pp{O).n{i0] =i.
i= m’[ol-xg]: pplol.x{i% - w}OJ-X(iO%: pp{0].x{i0) = i;
for (G =0,il—;j <il;j++,il--) {
i=pp[1].al1; pp{1}nli) = pp{1].0]it): pp[1]ofil} = i
i=ppiilxlils ppitixis) = ppli)xtil | ppld jxfit} = ic

H
if(fd>=0)

(void) close{fd);
H(

(vosa; unhink(jname);
fi=0;

offset = {);
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Tabela 1 (cont.16)

)"
* write a filled jmp struct offsct of the prev one (3 any): nw( }
.

writejmps(ix)
int ix:
{

char  *mkiemp{ );

it
il {mktemp(jname) < 0) {
forintfisiders, "Yes: can't mktemp{ ) %s\n", prog, jname):
cleanup(1):

}

i {(fj = fopen{iname, "w”)) == 0) {
fprintRsuderr, “Yes: can't write %S\, prog. jname):
exit(1);

}
(void) fwrite({char *)&dx]ix].jp. sizeof{struct jmp), 1.
{voith) fwritc({char *)&dxlix].offsct, sizeoftdx]ix]. oﬁ‘set) l %

Tabela 2

Referéncia XXXXXXXXXXXXXXX (Tamanho = 15 aminoa-
cidos)

Proteina de Comparagado XXXXXYYYYYYY (Tamanho = 12 aminoa-
cidos)

% identidade da sequéncia de aminoacidos =
(o numero de residuos de aminoacidos identicamente combinados entre as
duas sequéncias polipeptidicas como determinado por ALIGN-2) dividido

(pelo numero total de residuos de aminoacidos do polipeptideo de referén-

cia)

= 5§ dividido por 15 = 33,3%

Tabela 3

Referéncia XXX XXX X XXX (Tamanho = 10 aminca-
cidos)

Proteina de Comparagdo XXXXXYYYYYYZZYZ (Tamanho = 15 aminoa-
cidos)

% identidade da sequéncia de aminoacidos =

(numero de residuos de aminoacidos identicamente combinados entre as
duas sequéncias polipeptidicas como determinado por ALIGN-2) dividido
(pelo numero total de residuos de aminoacidos do polipeptideo de referén-
cia)

= 5 dividido por 10 = 50%

Tabela 4

DNA de referéncia NNNNNNNNNNNNNN (Tamanho = 14 nucleoti-
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deos)
DNA de comparagao NNNNNNLLLLLLLLLE (Tamanho = 16 nucleoti-
deos)
% identidade da sequéncia de acido nucleico =
(numero de nucleotideos identicamente combinados entre as duas sequén-
cias de acidos nucleicos como determinado por ALIGN-2) dividido (pelo nu-

mero total de nucleotideos do DNA da sequéncia de referéncia de acido nu-

cleico)

= 6 dividido por 14 = 42,9%

Tabela 5

DNA de referéncia NNNNNNNNNNNN (Tamanho = 12 nucleoti-
deos)

DNA de comparagao NNNNLLLVV (Tamanho = 9 nucleoti-
deos)

% identidade da sequéncia de acido nucleico =

(nimero de nucleotideos identicamente combinados entre as duas sequén-
cias de acidos nucleicos como determinado por ALIGN-2) dividido (pelo nu-
mero total de nucieotideos do DNA da sequéncia de referéncia de acido nu-
cleico)

= 4 dividido por 12 = 33,3%

Métodos Diagnoésticos da Invenc

n

o)

E ainda contempladc gue o uso de agenies terapeéuticos para
IBD pode ser especificamente direcionado o disturbios onde o tecido e/ou
células afetados exibindo expressao aumentada de LY6 em relagdo ao con-
trole. Consequentemente, é contemplado que a detecgdo da expressao au-
mentada de LY6 pode ser usada para detectar IBD, tal como CD ou UC, no
tecido gastrointestinal de um mamifero e/ou identificar tecidos e disturbios
que se beneficiardo particularmente do tratamento com um agente terapéuti-
co para IBD, incluindo um agente quimioterapico, util para melhorar IBD, UC
e/ou CD em um paciente humano.

Em modalidades preferenciais, niveis de expressao de LY6 sao

detectados, pela detec¢ao direta do transcrito génico ou por deteccdo de
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niveis ou atividade proteicos. Transcritos podem ser detectados usando
qualquer uma de uma ampla faixa de técnicas que dependem principaimente
de hibridizacdo ou sondas para os transcritos de mRNA de LY®6, para cDNAs
sintetizados a partir desse ponto, ou ao DNA onde a amplificagcdo génica de
LY6 esta presente. Técnicas bem-conhecidas incluem Northern blotting,
PCR por transcriptase reversa e analise por microarranjo dos niveis de
transcrito. Métodos para deteccao dos niveis de proteina LY6 incluem Wes-
tern blotting, imunoprecipitagao, eletroforese em gel de poliacrilamida em
duas dimensdes (2D SDS-PAGE - preferencialmente comparado contra um
padrédo em que a posicdo das proteinas LY6 foram determinadas), e espec-
troscopia de massa. Espectroscopia de massa pode ser ligada a uma série
de etapas de purificagdo para permitir identificagdo de alto rendimento de
muitos niveis proteicos diferentes em uma amostra particular. Espectrosco-
pia de massa e 2D SDS-PAGE também podem ser usadas para identificar
modificagdes pos-transcricionais em proteinas incluindo eventos proteoliti-
cos, ubiquitinagdo, fosforilagao, modificagao lipidica, etc. A atividade de LY6
também pode ser avaliada pela analise da ligagdo ao DNA substrato ou ati-
vagao transcricional in vitro de promotores alvo. Ensaio de mobilidade em
gel, ensaios de footprinting de DNA e ensaios de ligagdo cruzada DNA-
proteina sao todos métodos que podem ser usados para avaliar a presenca
de uma proteina capaz de ligagao a sitios de ligacdo Gli no DNA. J Mol. Med
77 (6):459-68 {(129S); Ceii 100 (4): 423-34 (2000); Development 127 (19):
4923-4301 (2000).

Em certas modalidades, os niveis de transcrito de LY6 sdo me-
didos, e tecidos doentes ou desordenados que mostram significativamente
niveis elevados de LY6 em relagdo ao controle sao tratados com um com-
posto terapéutico para IBD. Consequentemente, niveis de expressao de LY6
sao uma medida diagnéstica potente para determinagéo se um paciente esta
experimentando IBD e se aquele paciente deveria receber um agente tera-
péutico para IBD.

Composicoes de Anticorpo para Uso nos Métodos da Invencéao

A. Anticorpos AntiLY6
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Em uma modalidade, a presente invengéo fornece o uso de anti-
cbrpos antiLY6, que podem encontrar uso aqui como agentes terapéuticos,
diagnodsticos e/ou progndsticos na determinagado da existéncia, gravidade
e/ou prognostico do curso de doenga de uma doenga inflamatoéria intestinal,
tal como UC. Anticorpos exemplares que podem ser usados com tais objeti-
vos incluem anticorpos policlonais, monoclonais, humanizados, biespecifi-
cos, e heteroconjugados. O termo "anticorpos” algumas vezes também inclui
fragmentos de ligagao ao antigeno. Anticorpos antiLY6 estdo disponiveis
comercialmente, tal como por exemplo, de R&D Systems, Minneapolis, MN.
Anticorpos que ligam-se especificamente a LYS como antigeno podem ser
obtidos comercialmente ou preparados por métodos padrao conhecidos na
técnica de quimica de anticorpo e proteina para uso no método da invengao.
Anticorpos para LYPD1 sao descritos, por exemplo, na Patente Norte-
americana 7.144.990, a patente descritas por meio deste € incorporada por
referéncia em sua totalidade.

1. Anticorpos Policlonais

Anticorpos policlonais sao preferencialmente construidos em
animais por injegcdes multiplas subcutédneas (sc) ou intraperitoniais (ip) do
antigeno relevante e um adjuvante. Pode ser util conjugar o antigeno rele-
vante (especialmente quando peptideos sintéticos sdo usados) a uma prote-
ina que é imunogénica nas espécie a ser imunizada. Por exemplo, o antige-
no pode ser conjugado a hemecianina do moiusco Keyhoie iimpet (KLH),
albumina sérica, tiroglobulina bovina, ou inibidor de tripsina de soja, usando
um agente bifuncional ou de derivatizagcdo, por exemplo, éster maleimido-
benzoil sulfosuccinimida (conjugagdo através de residuos de cisteina), N-
hidroxisuccinimida (através de residuos de lisina), glutaraldeido, anidrido
succinico, SOCI;, ou R'N=C=NR, onde R e R’ sao diferentes grupos alquila.

Animais sao imunizados contra o antigeno, conjugados imuno-
génicos, ou derivados por combinagao, por exemplo, 100 yg ou 5 pg da pro-
teina ou conjugado (para coelhos ou camundongos, respectivamente) com 3
volumes de adjuvante completo de Freund e injetando a solugao intradermi-

camente em multiplos sitios. Um més depois, os animais sdo estimulados
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com 1/5 a 1/10 da quantidade original do peptideo ou conjugado em adju-
vante completo de Freund pela inje¢dao subcutanea em multiplos sitios. Sete
a 14 dias depois, 0s animais sao sangrados e 0 soro € analisado para titulo
de anticorpo. Animais sao estimulados até os platés de titulo. Conjugados
também podem ser feitos em cultura celular recombinante como fusdes pro-
teicas. Além disso, agentes de agregacgao, tais como alume sao apropriada-
mente usados para aumentar a resposta imune.

2. Anticorpos Monoclonais

Anticorpos monoclonais podem ser construidos usando o méto-
do de hibridoma descritc primeiro por Kohier et al., Nature, 256:495 (1975),
ou podem ser contruidos por métodos de DNA recombinante (Patente Norte-
americana Numero 4.816.567).

No método de hibridoma, camundongo ou outro animal hospe-
deiro apropriado, tal como um hamster, € imunizado como descrito acima
para obter linfécitos que produzem ou sédo capazes de produzir anticorpos
que ligar-sedo especificamente a proteina usada para imunizagao. Alternati-
vamente, linfécitos podem ser imunizados in vitro. Apds imunizagdo, linféci-
tos sdo isolados e logo fusionados com uma linhagem celular de mieloma
usando um agente de fusdo adequado, tal como polietileno glicol, para for-
mar uma célula de hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, pp. 59-103 (Academic Press, 1986)).

As células de hibridoma piepaiadas dessa forma sao semeadas
e cultivadas em um meio de cultura adequado meio o qual preferencialmente
contém uma ou mais substancias que inibem o crescimento ou sobrevivén-
cia das células de mieloma nao-fusionadas, parentais (também referida co-
mo parceiro de fusdo). Por exemplo, se as células de mieloma parentais sem
enzima hipoxantina guanina fosforribosil transferase (HGPRT ou HPRT),
meio de cultura seletivo para hibridomas tipicamente incluira hipoxantina,
aminopterina, e timidina (meio HAT), substancias que previnem o crescimen-
to de células deficientes em HGPRT.

Células de mieloma de parceiro de fusado preferenciais sdo aque-

las que se fusionam eficientemente, suportam alto nivel de producao estavel
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do anticorpo por células produtoras de anticorpo selecionadas, e sao sensi-
veis a um meio seletivo que seleciona contra as células parentais nao-
fusionadas. Linhagens celulares de mieloma preferenciais s&o linhagens de
mieloma murino, tais como aquelas derivadas de tumores de camundongo
MOPC-21 e MPC-11 disponiveis em Salk Institute Cell Distribution Center,
San Diego, California USA, e SP-2 e derivados, por exemplo, células X63-
Ag8-653 disponiveis em American Type Culture Collection, USA. Linhagens
celulares de mieloma humano e de heteromieloma camundongo-humano
também foram descritas para a produgédo de anticorpos monoclonais huma-
nos (Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984); e Brodeur et al., Monoclonal An-
tibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker,
Inc, New York, 1987)).

Meio de cultura no qual células de hibridoma estao crescendo &
analisado para produgado de anticorpos monoclonais dirigidos contra o anti-
geno. Preferencialmente, a especificidade de ligagdo de anticorpos mono-
clonais produzidos por células de hibridoma & determinada por imunoprecipi-
tacdo ou por um ensaio de ligagdo in vitro, tal como radioimunoensaio (RIA)
ou ensaio imunoabsorvente de ligacdo enzimatica (ELISA).

A afinidade de ligagdo do anticorpo monoclional, por exemplo,
pode ser determinada pela analise Scatchard descrita em Munson et al., A-
nal. Biochem., 107:220 (1980).

LUima vez

_ima que células de hibridoma que produzem anticorpos de

()]

especificidade, afinidade e/ou atividade desejadas sao identificadas, os clo-
nes podem ser subclonados por procedimentos de diluigao limitante e culti-
vados por métodos padrao (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, pp. 59-103 (Academic Press, 1986)). Meios de cultura adequados
com esta finalidade incluem, por exemplo, meio D-MEM ou RPMI-1640. A-
Iém disso, as células de hibridoma podem ser cultivadas in vivo como tumo-
res asciticos em um animal, por exemplo, pela injecdo i.p. das células em
camundongos.

Os anticorpos monoclonais secretados pelos subclones sao a-

propriadamente separados do meio de cultura, fluidos asciticos ou soro por
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procedimentos de purificagdo de anticorpo convencionais tais como, por e-
xemplo, cromatografia por afinidade (por exemplo, usando proteina A ou pro-
teina G-Sefarose) ou cromatografia de troca ibnica, cromatografia por hidro-
xilapatita, eletroforese em gel, dialise, etc.

DNA de codificagdo dos anticorpos monoclonais € prontamente
isolado e sequenciado usando procedimentos convencionais (por exemplo,
usando sondas de oligonucleotideo que sdo capazes de ligagdo especifica-
mente a genes que codificam as cadeias pesadas e leves de anticorpos mu-
rinos). As células de hibridoma servem como uma fonte preferencial de tal
DNA. Uma vez isolado, ¢ DNA pode ser colocado em vetores de expressao,
qgue sdo entdo transfectados em células hospedeiras, tais como células de E.
coli, células COS simias, células de Ovario de Hamster Chinés (CHO), ou
células de mieloma que nao produzem de outra maneira proteina de anticor-
po, para obter a sintese de anticorpos monoclonais nas células hospedeiras
recombinantes. Artigos de revisdao em expressao recombinante em bactérias
do DNA que codifica o anticorpo incluem Skerra et al., Curr. Opinion in_Im-
munol., 5:256-262 (1993) e Pluckthun, Iimmunol. Revs. 130:151-188 (1992).

Em uma modalidade adicional, anticorpos monocionais ou frag-

mentos de anticorpo podem ser isolados a partir de bibliotecas de fago de
anticorpo geradas usando técnicas descritas em McCafferty et al., Nature,
348:552-554 (1990). Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991) e Marks et
al.. J. Mol. Biol., 222:581-5897 (1091) descrevem O isGlamento de anticorpos
murinos € humanos, respectivamente, usando bibliotecas de fago. Publica-
¢bes subsequentes descrevem a produgédo de anticorpos humanos de alta

afinidade (faixa nM) pela mistura de cadeias (Marks et al., Bio/Technology,

10:779-783 (1992)), bem como infecgdo combinatdria e recombinagéo in
vivo como uma estratégia para construgcdo de bibliotecas de fagos muito
grandes (Waterhouse et al., Nuc. Acids. Res. 21:2265-2266 (1993)). Dessa

maneira, estas técnicas sao alternativas viaveis para técnicas de hibridoma
para anticorpo monoclonal tradicional de isolamento de anticorpos monoclo-

nais.
O DNA de codificacao do anticorpo pode ser modificado para
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produzir polipeptideos quiméricos ou de fusdo a anticorpo, por exemplo, por
substituicdo das sequéncias do dominio constante da cadeia pesada e ca-
deia leve humana (Cy e C,) por sequéncias murinos homologas (Patente
Norte-americana Numero 4.816.567; e Morrison, et al., Proc. Natl Acad. Sci.
USA, 81:6851 (1984)), ou por fusdo da sequéncia de codificagcédo da imuno-
globulina com toda ou parte da sequéncia de codificagédo de um polipeptideo
nao-imunoglobulina (polipeptideo heterdlogo). As sequéncias polipeptidicas
nao-imunoglobulina podem substituir pelos dominios constantes de um anti-
corpo, ou sao substituidos pelos dominios variaveis de um sitio combinante
de antigeno de um anticorpo para criar um anticorpc bivalente guimérico
compreendendo um sitio de combinagao a antigeno tendo especificidade por
um antigeno e outro sitio de combinagao a antigeno tendo especificidade por
um antigeno diferente.

3. Anticorpos Humanos e Humanizados

Os anticorpos antiL. Y6 uteis na pratica da invengao podem com-
preender ainda anticorpos humanizados ou anticorpos humanos. Formas
humanizadas de anticorpos nao-humanos (por exemplo, murinos) sao imu-
noglobulinas quiméricas, cadeias de imunoglobulina ou fragmentos das
mesmas (tais como Fv, Fab, Fab', F(ab'), ou outras subsequéncias de anti-
corpos de ligagcao ao antigeno) que contém a sequéncia minima derivada a
partir da imunoglobulina ndo-humana. Anticorpos humanizados incluem imu-
noglobulinas humanas (anticorpo recipiente) no gua! os residucs
regido de determinagdo de complementariedade (CDR) do recipiente sao
substituidos por residuos de uma CDR de uma espécie nao-humana (anti-
corpo doador), tais como camundongo, rato ou coelho tendo a especificida-
de, afinidade e capacidade desejadas. Em alguns exemplos, os residuos da
estrutura Fv da imunoglobulina humana sdo substituidos por residuos nao-
humanos correspondentes. Anticorpos humanizados também podem com-
preender residuos que nado sao encontrados nem no anticorpo recipiente
nem na CDR importada ou sequéncias da estrutura. Em geral, o anticorpo
humanizado compreendera substancialmente todos de pelo menos um, e

tipicamente dois, dominios variaveis, nos quais todas ou substanciaimente
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todas as regides CDR correspondentes aquelas de uma imunoglobulina n&o-
humana e todas ou substancialmente todas as regides de FR sdo aquelas
de uma sequéncia consenso a imunoglobulina humana. O anticorpo humani-
zado otimamente também compreendera pelo menos uma porgao de uma
regido constante da imunoglobulina (Fc), tipicamente aquela de uma imuno-
globulina humana [Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et
al., Nature, 332:323-329 (1988); e Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596
(1992)].

Métodos para humanizagao de anticorpos nao-humanos sao
bem-conhecidos na técnica. Geralmente, um anticorpo huimanizado tem um
ou mais residuos de aminoacidos introduzidos nele a partir de uma fonte que
€ nao-humana. Estes residuos de aminoacidos ndo-humanos muitas vezes
sao referidos como residuos "de importagao”, que sao tipicamente tomados
de um dominio variavel "de importagdo”. Humanizagéo pode ser essencial-
mente realizada seguindo método de Winter e colaboradores (Jones et al.,
Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-327 (1988);
Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)), pela substituicdo das
CDRs ou sequéncias de CDR de roedores pelas sequéncias corresponden-
tes de um anticorpo humano. Consequentemente, tais anticorpos "humani-
zados" sao anticorpos quiméricos (Patente Norte-americana Numero
4.816.567), em que substancialmente menos que um dominio variavel hu-
mano intacto foi substituido pela sequéncia correspondeiite de uima especie
nao-humana. Na pratica, anticorpos humanizados sdo anticorpos tipicamen-
te humanos nos quais alguns residuos de CDR e possivelmente alguns resi-
duos de FR sao substituidos por residuos de sitios andlogos em anticorpos
de roedores.

A escolha de dominios varidveis humanos, ambos leve e pesa-
do, para serem usados na criagdo dos anticorpos humanizados € muito im-
portante para reduzir antigenicidade e resposta HAMA (anticorpo antica-
mundongo humano) quando o anticorpo € destinado para uso terapéutico
humano. De acordo com o chamado método de melhor ajuste ("best-fit"), a

sequéncia do dominio varidvel de um anticorpo de roedor é classificada con-
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tra a biblioteca inteira de sequéncias conhecidas de dominio variavel huma-
no. A sequéncia de dominio V humano que é muito proxima aquela do roe-
dor ¢ identificada e a estrutura humana (FR) aceita pelo anticorpo humani-
zado (Sims et al., J. Immunol. 151:2296 (1993); Chothia et al., J. Mol. Biol.,
196:901 (1987)). Outro método usa uma estrutura particular derivada da se-
quéncia consenso de todos os anticorpos humanos de um subgrupo particu-
lar de cadeias leves ou pesadas. A mesma estrutura pode ser usada para
varios anticorpos humanizados diferentes (Carter et al.,, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immunol. 151:2623 (1993)).

E ainda importante que anticorpos sejam humanizados com re-
tencdo da alta afinidade de ligagdo ao antigeno e outras propriedades biolo-
gicas favoraveis. Para alcancgar esta meta, de acordo com um método prefe-
rencial, os anticorpos humanizados sdo preparados por um processo de
analise das sequéncias parentais e varios produtos humanizados conceituais
usando modelos tridimensionais das sequéncias parentais e humanizadas.
Modelos de imunoglobulina tridimensionais sdo comumente disponiveis e
sao familiares para aqueles versados na técnica. Programas de computador
estdo disponiveis nos quais ilustram e expdoem estruturas conformacionais
tridimensionais provaveis de sequéncias de imunoglobulina candidatas sele-
cionadas. Inspecdo destas exposicdoes permite analise do papel provavel dos
residuos no funcionamento da sequéncia de imunoglobulina candidata, isto
é, analise de residuos que influem na capacidade da imuncg
data de ligar-se a seu antigeno. Deste modo, residuos de FR podem ser se-
lecionados e combinados a partir do recipiente e sequéncias de importagao
de modo que a caracteristica de anticorpo desejada, tal como afinidade au-
mentada para o antigeno(s)-alvo, seja alcancada. Em geral, os residuos de
regiao hipervariavel estao diretamente e ainda mais substancialmente envol-
vidos na influéncia da ligacao a antigeno.

Varias formas de anticorpos de anticorpo humanizado antiLY6
sdo contempladas. Por exemplo, o anticorpo humanizado pode ser um frag-
mento de anticorpo, tal como um Fab, que € opcionalmente conjugado com

um ou mais agente(s) citotdéxico a fim de gerar um imunoconjugado. Alterna-
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tivamente, o anticorpo humanizado pode ser um anticorpo intacto, tal como
um anticorpo IgG1 intacto.

Como uma alternativa para humanizag¢ao, anticorpos humanos
podem ser gerados. Por exemplo, € possivel agora produzir animais trans-
génicos (por exemplo, camundongos) que sao capazes, na imunizagao, de
producao de um repertério total de anticorpos humanos na auséncia de pro-
ducgéao de imunoglobulina enddgena. Por exemplo, foi descrito que a delegédo
homozigota do gene da regido de juncédo da cadeia pesada de anticorpo (Jn)
em camundongos mutantes de linhagem germinativa e quimérica resulta na
inibicdo completa da produgao de anticorpo enddgena. Transferéncia da ma-
triz génica de imunoglobulina de linhagem germinativa humana em tais ca-
mundongos mutantes de linhagem germinativa resultara na producao de an-
ticorpos humanos no desafio de antigeno. Ver, por exemplo, Jakobovits et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature,
362:255-258 (1993); Bruggemann et al., Year in Immuno. 7:33 (1993); Pa-
tentes U.S. Numeros 5.545.806, 5.569.825, 5.591.669 (todas de GenPharm);
5.545.807; e WO 97/17852.

Alternativamente, tecnologia de exposicdo de fago (McCafferty
et al., Nature 348:552-553 (1990]) pode ser usada para produzir anticorpos e
fragmentos de anticorpo humanos in vitro, a partir de repertérios génicos de
dominio variavel (V) da imunoglobulina a partir de doadores nao-imunizados.
De acordo coin esta técnica, genes do dominio V do an
na estrutura em um maior ou menor gene de revestimento proteico de um
bacteriofago filamentoso, tal como M13 ou fd, e expostos como fragmentos
de anticorpos funcionais na superficie da particula do fago. Como a particula
filamentosa contém uma copia de DNA de fita simples do genoma de fago,
selegdes baseadas nas propriedades funcionais do anticorpo também resul-
tam na selegdo do gene de codificagdo do anticorpo exibindo aquelas pro-
priedades. Dessa forma, o fago mimetiza algumas das propriedades da célu-
la B. Exposicdo de fago pode ser realizada em uma variedade de formatos,
revisados em, por exemplo, Johnson, Kevin S. and Chiswell, David J., Cur-

rent Opinion in Structural Biology 3:564-571 (1993). Varias fontes de seg-
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mentos de gene de V podem ser usadas para exposicao de fago. Clackson
et al., Nature, 352:624-628 (1991) isolaram uma matriz diversa de anticorpos
anti-oxazolona de uma pequena biblioteca combinatéria randémica de genes
de V derivados dos bagos de camundongos imunizados. Um repertério de
genes de V de doadores humanos ndo-imunizados pode ser construido e
anticorpos para uma matriz diversa de antigenos (incluindo autoantigenos)
podem ser isolados essencialmente apds as técnicas descritas por Marks et
al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991), ou Giriffith et al., EMBO J. 12:725-734
(1993). Ver, também, Patentes U.S. Niumeros 5.565.332 e 5.573.905.

Como discutido acima, anticorpos humanos também podem ser
gerados por células B ativadas in vitro (vide Patentes U.S. Numeros
5.567.610 e 5.229.275).

4. Fragmentos de Anticorpo

Em certas circunstancias, ha vantagens do uso de fragmentos
de anticorpo, em vez de anticorpos inteiros. O tamanho menor dos fragmen-
tos leva em conta rapida depuragao, enquanto mantém especificidade de
ligagdo ao antigeno similar da molécula de tamanho total correspondente, e
pode levar a acesso melhorado a tumores soélidos.

Varias técnicas foram desenvolvidas para a producdo de frag-
mentos de anticorpo. Tradicionalmente, estes fragmentos foram derivados
através de digestao proteolitica de anticorpos intactos (vide, por exemplo,

hysical Methods 24:107-117

~t "
[3 (SRR AL Vosve

orimoto et al., Journa
(1992); e Brennan et al., Science, 229:81 (1985)). Entretanto, estes fragmen-
tos podem ser produzidos agora diretamente por células hospedeiras re-
combinantes. Fragmentos de anticorpo Fab, Fv e scFv podem ser todos ex-
pressos e secretados por E. coli, dessa forma permitindo a facil produgao de
grandes quantidades destes fragmentos. Fragmentos de anticorpo podem
ser isolados de bibliotecas de fago de anticorpo discutidas acima. Alternati-
vamente, fragmentos Fab'-SH podem ser diretamente recuperados de E. coli
e quimicamente ligados para formar fragmentos F(ab'), (Carter et al., Bi-
o/Technology 10:163-167 (1992)). De acordo com outra abordagem, frag-

mentos F(ab'), podem ser isolados diretamente da cultura celular hospedeira
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recombinante. Fragmento Fab e F(ab'), com meia-vida aumentada in vivo
compreendendo residuos de epitopo de ligagcdo a receptor de salvamento
sdo descritos na Patente Norte-americana Numero 5.869.046. Outras técni-
cas para a produgdo de fragmentos de anticorpos serdo evidentes para o
profissional versado. Em outras modalidades, o anficorpo de escolha é um
fragmento de Fv de cadeia Unica (scFv). Ver WO 93/16185; Patente Norte-
americana Numero 5.571.894; e Patente Norte-americana Numero
5.587.458. Fv e sFv sao as Unicas espécies com sitios de combinagdo intac-

tos que sao destituidos de regidoes constantes; dessa forma, sao adequadas

para ligacao ndo-especifica reduzida durante uso in vivo. Proteinas de fusao
sFv podem ser construidas para produzir fusdo de uma proteina efetora no
terminal amino ou carboxi de um sFv. Ver Antibody Engineering, ed. Borre-
baeck, supra. O fragmento de anticorpo também pode ser um "anticorpo li-
near", por exemplo, como descrito na Patente Norte-americana Numero
5.641.870, por exemplo. Tais fragmentos lineares de anticorpo podem ser
monoespecificos ou biespecificos.

5. Anticorpos Biespecificos

Anticorpos biespecificos sdo anticorpos que tém especificidades
de ligacdo a pelo menos dois epitopos diferentes. Anticorpos biespecificos
exemplares podem ligar-se a antigenos separados ou ligar-se a dois epito-

pos diferentes de um determinado polipeptideo LY6 descrito aqui. Outros

ligagdo de outra proteina. Onde o anticorpo biespecificos é util no método
diagndstico da invengédo, o segundo brago de anticorpo pode ligar-se a um
polipeptideo detectavel. Anticorpos biespecificos podem ser preparados co-
mo anticorpos de tamanho total ou fragmentos de anticorpo (por exemplo,
anticorpos biespecificos F(ab'),).

Métodos para construir anticorpos biespecificos sao conhecidos
na técnica. Producgao tradicional de anticorpos biespecificos de tamanho to-
tal € baseada na coexpressao de dois pares de cadeia levecadeia pesada de
imunoglobulina, onde as duas cadeias tém especificidades diferentes (Mills-

tein et al., Nature 305:537-539 (1983)). Por causa da classificacao randomi-
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co das cadeias pesadas e leves da imunoglobulina, estes hibridomas (qua-
dromas) produzem uma mistura potencial de 10 moléculas de anticorpo dife-
rentes, das quais s6 uma tem a estrutura biespecifica correta. Purificagdo da
molécula correta, que € normalmente feita por etapas de cromatografia por
afinidade, é bastante trabalhosa, e os rendimentos de produto sdo baixos.
Procedimentos similares sdo descritos em WO 93/08829, e em Traunecker
et al.,, EMBO J. 10:3655-3659 (1991).

De acordo com uma abordagem diferente, dominios variaveis de
anticorpo com as especificidades de ligagdo desejadas (sitios de combina-
¢ao antigeno-anticorpo) sdo fusionados a sequéncias de dominio constante
da imunoglobulina. Preferencialmente, a fusdo € com um dominio constante
da cadeia pesada de lg, compreendendo pelo menos parte das regides de
dobradica, Ch2 e Cn3. E preferencial ter a primeira regido constante da ca-
deia pesada (Cx1) contendo o sitio necessario para ligacao da cadeia leve,
presente em pelo menos uma das fusdes. DNAs de codificagdo das fusdes
da cadeia pesada da imunoglobulina, se desejada, a cadeia leve da imuno-
globulina, s&o inseridos em vetores de expressao separados, e sdo cotrans-
fectados em uma célula hospedeira adequada. Isto fornece maior flexibilida-
de no ajuste das proporgdes mutuas dos trés fragmentos polipeptidicos em
modalidades quando razdes desiguais das trés cadeias polipeptidicas usa-
das na constru¢do fornecem o rendimento 6timo do anticorpo biespecifico
desejado. E, entretanto, possivel inserir as sequéincias de codificagcao para
duas ou trés cadeias polipeptidicas em um vetor de expressdo Unico quando
a expressao de pelo menos duas cadeias polipeptidicas em razdes iguais
resulta em altos rendimentos ou quando as razdes nao afetam significativa-
mente o rendimento da combinagdo de cadeia desejada.

Em uma modalidade preferencial desta abordagem, os anticor-
pos biespecificos sdo compostos de uma cadeia pesada da imunoglobulina
hibrida com uma primeira especificidade de ligagdo em um brago, e um par
de cadeia levecadeia pesada da imunoglobulina hibrida (fornecimento de
uma segunda especificidade de ligagdo) em outro bracgo. Foi encontrado que

esta estrutura assimétrica facilita a separacdo do composto biespecifico de-
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sejado a partir de combinagdes de cadeia da imunoglobulina ndo-desejadas,
ja que a presenga de uma cadeia leve da imunoglobulina em somente uma
metade da molécula biespecifica fornece uma maneira facil de separagéo.
Esta abordagem € descritas em WO 94/04690. Para detalhes adicionais pa-
ra geragao de anticorpos biespecificos ver, por exemplo, Suresh et al., Me-
thods in Enzymology 121:210 (1986).

De acordo com outra abordagem descrita na Patente Norte-

americana Numero 5.731.168, a interface entre um par de moléculas de an-
ticorpo pode ser projetado para maximizar a porcentagem de heterodimeros
que sao recuperados a partir da cultura celular recombinante. A interface
preferencial compreende pelo menos uma parte do dominio Cx3. Neste mé-
todo, uma ou mais cadeias laterais menores de aminoacido da interface da
primeira molécula de anticorpo sao substituidas com cadeias laterais maio-
res (por exemplo, tirosina ou triptofano). "Cavidades" compensatérias de ta-
manho idéntico ou similar a grande cadeia(s) lateral sdo criadas na interface
da segunda moléecula de anticorpo pela substituicao de grandes cadeias late-
rais de aminoacido com menores (por exemplo, alanina ou treonina). Isto
fornece um mecanismo para aumento do rendimento do heterodimero sobre
outros produtos finais ndo desejados, tais como homodimeros.

Anticorpos biespecificos incluem anticorpos de ligagdo cruzada
ou "heteroconjugados”. Por exemplo, um dos anticorpos no heteroconjugado

pode ser ligado a avidina, o outro a biatina. Tais anticorpos, por exemplo,

O v

foram propostos para direcionar células do sistema imune a células nao-
desejadas (Patente Norte-americana Numero 4.676.980), e para tratamento
da infecgdo por HIV (WO 91/00360, WO 92/200373, e EP 03089). Anticorpos
heteroconjugados também encontram uso no presente método da invengao
pelo fornecimento de multiplos marcadores detectaveis (diferentes ou os
mesmos) em cada anticorpo para ensaio de detecgdo melhorado. Anticorpos
heteroconjugados podem ser feitos usando quaisquer métodos de ligagao
cruzada adequado. Agentes de ligagdo cruzada adequados sao bem-
conhecidos na técnica, e sao descritos na Patente Norte-americana Numero

4.676.980, junto com diversas técnicas de ligacao cruzada.
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Técnicas para geracdo de anticorpos biespecificos a partir de
fragmentos de anticorpo também foram descritas na literatura. Por exemplo,
anticorpos biespecificos podem ser preparados usando ligagao quimica.
Brennan et al., Science 229:81 (1985) descrevem um procedimento em que
os anticorpos intactos sdo proteoliticamente clivados para gerar fragmentos
F(ab'),. Estes fragmentos sdo reduzidos na presenga do agente complexante
ditiol, arsenito de sodio, para estabilizar ditidis vicinais e prevenir a formagéo
de dissulfeto intermolecular. Os fragmentos Fab' gerados entdo sdo conver-
tidos em derivados de tionitrobenzoato (TNB). Um dos derivados Fab'-TNB
entdo é reconvertido no Fab'-ticl pela redugdo com mercapioetiiamina e €
misturado com uma quantidade equimolar de outro derivado Fab'-TNB para
formar o anticorpo biespecifico. Os anticorpos biespecificos produzidos po-
dem ser usados como agentes para a imobilizagao seletiva de enzimas.

Progresso recente facilitou a recuperagao direta de fragmentos
de Fab'-SH de E. coli, que pode ser ligado quimicamente para formar anti-
corpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med. 175: 217-225 (1992) des-
crevem a produgcao de uma molécula de anticorpo biespecifico totaimente
humanizado F(ab'),. Cada fragmento de Fab' foi separadamente secretado a
partir de E. coli e submetido a ligagdo quimica dirigida in vitro para formar o
anticorpo biespecifico. O anticorpo biespecifico dessa maneira formado foi
capaz de ligar-se a células que superexpressam o receptor de ErbB2 e célu-
las T humanas normais, bem como provecam a atividade litica de linfocitos
citotoxicos humanos contra alvos de tumor de mama humano.

Varias técnicas para construgado e isolamento de fragmentos de
anticorpo biespecifico diretamente a partir da cultura celular recombinante
também foram descritas. Por exemplo, anticorpos biespecificos foram pro-
duzidos usando ziperes de leucina. Kostelny et al., J. Immunol. 148 (5):1547-
1553 (1992). Os peptideos de ziper de leucina a partir de proteinas Fos e
Jun foram ligados as por¢oes de Fab' de dois anticorpos diferentes por fusao
génica. Os homodimeros de anticorpo foram reduzidos na regiao de dobra-
dica para formar monémeros e entdo reoxidado para formar os heterodime-

ros de anticorpo. Este método também pode ser utilizado para producao de
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homodimeros de anticorpo. A tecnologia "diacorpo" descrita por Hollinger et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993) forneceu um mecanismo
alternativo para construgdo de fragmentos de anticorpo biespecifico. Os
fragmentos compreendem um Vy unido a um V| por um ligador que € muito
curto para permitir unido entre os dois dominios na mesma cadeia. Conse-
quentemente, os dominios V4 € V| de um fragmento sao forgados a juntar-se
com os dominios Vy € V| complementares de outro fragmento, por meio dis-
so formando dois sitios de ligagdo ao antigeno. Outra estratégia para produ-

¢ao de fragmentos de anticorpo biespecifico pelo uso de dimeros de cadeia

3

unica Fv (sFv) também foi relatada. Ver Gruber ef ai., J. immunoi., 152:5368
(1994).

Anticorpos com mais de duas valéncias sdo contemplados. Por
exemplo, anticorpos triespecificos podem ser preparados. Tutt et al., J. Im-
munol. 147:60 (1991).

6. Anticorpos Multivalentes

Um anticorpo multivalente pode ser internalizado (e/ou cataboli-
zado) mais rapido do que um anticorpo bivalente por uma célula que expres-
sa um antigeno ao qual os anticorpos ligam-se. Os anticorpos da presente
invengao podem ser anticorpos multivalentes (que sao diferentes da classe
IgM) com trés ou mais sitios de ligagdo ao antigeno (por exemplo anticorpos
tetravalentes), que podem ser prontamente produzidos pela expressao re-
combinante de acide nucleicc Gue codifica as cadeias poiipeptidicas do anti-
corpo. O anticorpo multivalente pode compreender um dominio de dimeriza-
¢ao e trés ou mais sitios de ligagdo ao antigeno. O dominio de dimerizagao
preferencial compreende (ou consistem em) uma regido Fc ou uma regido
de dobradiga. Neste cenario, o anticorpo compreendera uma regido Fc e trés
ou mais sitios de ligacao a antigenos amino-terminal para a regido Fc. O
anticorpo multivalente preferencial aqui compreende (ou consistem em) trés
a aproximadamente oito, mas preferencialmente quatro, sitios de ligacdo ao
antigeno. O anticorpo multivalente compreende pelo menos uma cadeia po-
lipeptidica (e preferencialmente duas cadeias polipeptidicas), em que a ca-

deia(s) polipeptidica compreende dois ou mais dominios variaveis. Por e-
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xemplo, a cadeia(s) polipeptidica pode compreender vD1-(X1),-VD2-(X2),-
Fc, em que VD1 é um primeiro dominio variavel, VD2 é um segundo dominio
variavel, Fc é uma cadeia polipeptidica de uma regiao Fc, X1 e X2 represen-
tam um aminoacido ou polipeptideo, e n € 0 ou 1. Por exemplo, a cadeia(s)
polipeptidica pode compreender: regido de cadeia VH-CH1-ligador flexivel-
VH-CH1-Fc; ou regido de cadeia VH-CH1-VH-CH1-Fc. O anticorpo multiva-
lente aqui preferencialmente ainda compreende pelo menos dois (e prefe-
rencialmente quatro) polipeptideos de dominio variavel da cadeia leve. O
anticorpo multivalente aqui pode compreender, por exemplo, de aproxima-
damente dois a aproximadamente oito polipeptideos de dominio variavel de
cadeia leve. Os polipeptideos de dominio variavel da cadeia leve contempia-
dos aqui compreendem um dominio variavel da cadeia leve e, opcionalmen-
te, compreendem um dominio CL adicional.

7. Construcéo da Funcao Efetora

Pode ser desejavel modificar o anticorpo da invengao com res-
peito a fungdo efetora, por exemplo, para aumentar a citotoxicidade mediada
por célula dependente de antigeno (ADCC) e/ou citotoxicidade dependente
de complemento (CDC) do anticorpo. Isto pode ser alcangado pela introdu-
¢do de uma ou mais substituicbes de aminoacido em uma regiao Fc do anti-
corpo. Alternativamente ou adicionalmente, residuo(s) de cisteina pode ser
introduzido na regiao Fc, por meio disso permitindo formagao de ligagao in-
tercadeia de dissulieto nesta regido. O anticorpo homodimérico gerado des-
sa forma pode ter melhorado a capacidade de internalizagcao e/ou aumenta-
do a morte celular mediada por complemento e citotoxicidade celular depen-
dente de anticorpo (ADCC). Ver Caron et al., J. Exp Med. 176:1191-1195
(1992) e Shopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 (1992). Anticorpos homodi-
méricos com atividade antitumoral aumentada também podem ser prepara-
dos usando ligadores cruzados heterobifuncionais como descrito em Wolff et
al. Cancer Research 53:2560-2565 (1993). Alternativamente, um anticorpo
pode ser projetado tendo regides Fc duais e pode ter aumentado por meio
disso capacidade de lise por complemento e ADCC. Ver Stevenson et al.,

Anti-Cancer Drug Design 3:219-230 (1989). Para aumentar a meia-vida séri-
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ca do anticorpo, cada um pode incorporar um epitopo de ligagéo a receptor
de salvamento no anticorpo (especialmente um fragmento de anticorpo) co-
mo descrito na Patente U.S. 5.739.277, por exemplo. Como usado aqui, o
termo "epitopo de ligagdo a receptor de salvamento” refere-se a um epitopo
da regido Fc de uma molécula IgG (por exemplo, 1gG1, IgG2, 19Gs, ou 1gG,)
que é responsavel por aumentar a meia-vida sérica in vivo da molécula 1gG.

8. Imunoconjugados

A invengado também faz parte de imunoconjugados compreen-
dendo um anticorpo conjugado a um agente citotoxico, tal como um agente
guimioterapico, um agente inibitorio de crescimento, uma toxina (por exem-
plo, uma toxina enzimaticamente ativa de origem bacteriana, fungica, vegetal
ou animal, ou fragmentos da mesma), ou um isétopo radioativo (isto &, um
radioconjugado) e/ou um marcador detectavel.

a. Agentes Quimioterapicos

Agentes quimioterapicos Uteis na geragao de tais imunoconjuga-
dos foram descritos acima. Toxinas enzimaticamente ativas e fragmentos
das mesmas que podem ser usadas incluem cadeia diftérica A, fragmentos
ativos de nédo-ligacdo da toxina diftérica, cadeia de exotoxina A (a partir de
Pseudomonas aeruginosa), cadeia de ricina A, cadeia de abrina A, cadeia de
modecina A, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina,
proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl, e PAP-S), inibidor de mo-
mordica charantia, curcina, crotina, inibidor de sapaonaria officinalis, geloni-
na, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina, e os tricotecenos. Uma
variedade de radionuclideos estdo disponiveis para a produgao de anticor-
pos radioconjugados. Exemplos incluem 2'?Bi, 3", ¥'in, *°Y, e "*®*Re. Conju-
gados do anticorpo e agente citotoxico sao feitos usando uma variedade de
agentes de ligacdo de proteina bifuncional, tais como n-succinimidil-3-
propionato (2-piridilditiol) (SPDP), iminotiolano (IT), derivados bifuncionais de
imidoésters (tais como dimetil adipimidato HCL), ésteres ativos (tais como
disuccinimidil suberato), aldeidos (tais como glutaraldeido), compostos bis-
azida (tal como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis-

diazénio (tais como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilenodiamina), di-isocianatos
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(tais como tolieno 2,6-di-isocianato) e compostos de fluor bis ativos (tais co-
mo 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzeno). Por exemplo, uma imunotoxina ricina
pode ser preparada como descrito em Vitetta et al., Science, 238: 1098
(1987). O acido 1-isotiocianatobenzil-3-metildietileno triaminopenta-acético
(MX-DTPA) marcado com carbono-14 é um agente quelante exemplar para
conjugacgao de radionucleotideo ao anticorpo. Ver W0O94/11026.

Conjugados de um anticorpo e uma ou mais toxinas de molécula
pequena, tais como uma caliqueamicina, maitansinoides, um tricoteno, e
CC1065, e os derivados destas toxinas que tém atividade de toxina, também
sdo contempiados aqui.
B. Oligopeptideos de Ligacdo & LY6

Oligopeptideos de ligacado a LY6 da presente invengao sao oli-

gopeptideos que ligam-se, preferencialmente especificamente, a um polipep-
tideo LY6 como descrito aqui. Oligopeptideos de ligagao a LY6 podem ser
quimicamente sintetizados usando metodologia de sintese de oligopeptideo
conhecida ou podem ser preparados e purificados usando tecnologia recom-
binante. Oligopeptideos de ligagdo a LY6 sdo normalmente de pelo menos
aproximadamente 5 aminoacidos em tamanho, alternativamente pelo menos
aproximadamente 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62,
63. 64, 65, 66, 67, 68, 89, 70, 71, 72, 73, 74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82,
83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, ou 100 ami-
noacidos em tamanho ou mais, em que tais oligopeptideos que sao capazes
de ligacgao, preferencialmente especificamente, a um polipeptideo LY6 como
descrito aqui. Oligopeptideos de ligagéo a LY6 podem ser identificados sem
experimentacao indevida usando técnicas bem-conhecidas. Neste sentido, é
observado que as técnicas para selecionar bibliotecas de oligopeptideo para
oligopeptideos que sdo capazes de ligar-se especificamente a um alvo poli-
peptidico sdo bem-conhecidas na técnica (vide, por exemplo, Patentes U.S.
Numeros 5.556.762, 5.750.373, 4.708.871, 4.833.092, 5.223.409, 5.403.484,
5.5671.689, 5.663.143; Numeros de Publicacdo PCT. WO 84/03506 e
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WO84/03564; Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 81:3998-4002
(1984); Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82:178-182 (1985); Gey-
sen et al., em Synthetic Peptides as Antigens, 130-149 (1986); Geysen et al.,
J. Immunol. Meth., 102:259-274 (1987); Schoofs et al., J. Immunol., 140:611-
616 (1988), Cwirla, S. E. et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378;
Lowman, H.B. et al. (1991) Biochemistry, 30:10832; Clackson, T. et al.
(1991) Nature, 352: 624; Marks, J. D. et al. (1991), J. Mol. Biol., 222:581;
Kang, A.S. et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363, e Smith, G. P.
(1991) Current Opin. Biotechnol., 2:688).

Neste sentido, exposigdo de bacteriéfago (fago) € uma técnica
bem-conhecida que permite selecionar grandes bibliotecas de oligopeptideo
para identificar membro(s) daquelas bibliotecas que sdo capazes de ligar-se
especificamente a um alvo polipeptidico. Exposi¢ao de fago € uma técnica
pela qual os polipeptideos variantes sdo expostos como proteina de fusdo
na proteina de revestimento na superficie de particulas bacteriofagas (Scott,
J.K. e Smith, G. P. (1990) Science 249: 386). A utilidade da exposicdo de
fago esta situada no fato que as grandes bibliotecas de variantes proteicas
randomizadas seletivamente (ou cDNAs clonados randomicamente) podem
ser rapidamente e eficientemente classificadas por agquelas sequéncias que
ligam-se a uma molécula-alvo com alta afinidade. Exposi¢cao de bibliotecas
de peptideo (Cwirla, S. E. et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378)
ou proteina {Lowman, H.B. ef a/i. {(1991) Biochemistry, 30:10832; Clackson,
T. et al. (1991) Nature, 352: 624; Marks, J. D. et al. (1991), J. Mol. Biol.,
222:581; Kang, A.S. et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363) em
fago foram usadas para selecionar milhdes de polipeptideos ou oligopepti-
deos com propriedades de ligagdo especificas (Smith, G. P. (1991) Current
Opin. Biotechnol., 2). Sorteamento de bibliotecas de fago de mutantes ran-
dOdmicos necessita de uma estratégia para construgdo e propagacado de um
grande numero de variantes, um procedimento para purificacdo por afinidade
usando o receptor-alvo, € um meio de avaliacdo dos resultados de enrique-
cimentos de ligagdo. Patentes U.S. Numeros 5.223.409, 5.403.484,
5.571.689, e 5.663.143.
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Embora a maioria dos métodos de exposi¢cdo de fago tenham
usado fago filamentoso, sistemas de exposicdo de fago lambdoide (WO
95/34683; Patente U.S. 5.627.024), sistemas de exposi¢cao de fago T4 (Ren
et al., Gene, 215: 439 (1998); Zhu et al., Cancer Research, 58 (15): 3209-
3214 (1998); Jiang et al., Infection & Immunity, 65 (11): 4770-4777 (1997);
Ren et al., Gene, 195 (2):303-311 (1997); Ren, Protein Sci., 5: 1833 (1996);
Efimov et al., Virus Genes, 10: 173 (1995)) e sistemas de exposi¢cado de fago
T7 (Smith and Scott, Methods in Enzymology, 217: 228-257 (1993); Patente
U.S. 5.766.905) também sao conhecidos.

Muitas outras meihorias e variagoes do conceito de exposigao
de fago basico foram desenvolvidas agora. Estas melhorias aumentam a
capacidade de sistemas de exposigao para selecionar bibliotecas peptidicas
para ligagao a moléculas-alvo selecionadas e expor proteinas funcionais
com potencial de selecionar esta proteina para propriedades desejadas.
Dispositivos de reagdo combinatérios para reagdes de exposi¢cdo de fago
foram desenvolvidos (WO 98/14277) e as bibliotecas de exposi¢ado de fago
foram usadas para analisar e controlar interagdes bimoleculares (WO
98/20169; WO 98/20159) e propriedades de peptideos helicoidais constrito
(WO 98/20036). WO 97/35196 descreve um método de isolamento de um
ligante de afinidade no qual uma biblioteca de exposi¢ao de fago é contatada
com uma solugdo na qual o ligante ligar-se-a a uma molécula-alvo e uma
segunda sclugic na Gual 0 liganie de afinidade nao ligar-sea a molécula-
alvo, para isolar seletivamente ligantes de ligagdo. WO 97/46251 descreve
um meétodo de selegao por afinidade de uma biblioteca de exposi¢ao de fago
randdmico com um anticorpo purificado por afinidade e entado isolando fago
de ligagédo, seguido por um processo de microsselegao de fago por afinidade
usando pogos de microplaca para isolar fago de ligagao de alta afinidade. O
uso de proteina A de Staphlylococcus aureus como um marcador de afinida-
de tambem foi relatado (Li et al. (1998) Mol Biotech., 9). WO 97/47314 des-
creve 0 uso de bibliotecas de subtracao de substrato para distinguir especifi-
cidades enzimaticas usando uma biblioteca combinatéria que pode ser uma

biblioteca de exposicao de fago. Um método para selecao de enzimas ade-
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quadas para uso em detergentes usando exposicao de fago € descrito em
WO 97/09446. Métodos adicionais de selegdo de proteina de ligagao especi-
fica sao descritos nas Patentes U.S. Numeros 5.498.538, 5.432.018, e WO
98/15833.

Meétodos para geragdo de bibliotecas de peptideo e selegdo des-
tas bibliotecas também sao descritos nas Patentes U.S. Numeros 5.723.286,
5.432.018, 5.580.717, 5.427.908, 5.498.530, 5.770.434, 5.734.018,
5.698.426, 5.763.192, e 5.723.323.

No aspecto, a presente invencao refere-se a ligantes do polipep-
tideo LYPD5. A figura 32 demonstra isso mostrando células COS nao-
transfectadas (A) e células COS transfectadas com GLG-1 e marcadas com
a proteina LYPD5-Fc. Em uma modalidade, o ligante de LYPDS5 € a glicopro-
teina 1 localizada no complexo golgi (GLG-1) ou polipeptideo e-selectina 1
(ESL-1) como mostrado nas SEQ ID NOS:18, 20, 22, ou 24, codificadas pelo
acido nucleico mostrado como SEQ ID NOS:17, 19, 21, ou 23, respectiva-
mente. Em outra modalidade, o polinucleotideo codificagédo de um polipepti-
deo GLG-1 compreende pelo menos 15, pelo menos 25, pelo menos, pelo
menos 50, pelo menos 100, pelo menos 250, pelo menos 500, pelo menos
750, pelo menos 1000, pelo menos 1250, pelo menos 1500, pelo menos
1750, pelo menos 2000, pelo menos 2040, pelo menos 2090, pelo menos
2150, pelo menos 2200, pelo menos 2300, pelo menos 2400, pelo menos
2500, pelo menous 2600, peio menos 2700, pelo menos 2800, pelo menos
2900, pelo menos 3000, pelo menos 3100, pelo menos 3200, pelo menos
3300, pelo menos 3400, pelo menos 3500, pelo menos 3600, pelo menos
3700, ou pelo menos 3720 nucleotideos contiguos das SEQ ID NOs 17, 19,
21, ou 23, ou o polinucieotideo de codificagdo de um GLG-1 compreende
SEQ ID NOs:17, 19, 21, ou 23. Em uma modalidade, um polinucleotideo que
se liga a um polinucleotideo de codificacédo de um GLG-1 (SEQ ID NOs:17,
19, 21, ou 23), ou fragmento do mesmo, tem identidade de sequéncia de
pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo
menos 95%, pelo menos 97%, de pelo menos 99% ou de 100% com o poli-

peptideo GLG-1 ou fragmento do mesmo. Em uma modalidade, o polipepti-
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deo GL G-1 compreende pelo menos 10, pelo menos 25, pelo menos 50, pe-
lo menos 75, pelo menos 100, pelo menos 125, pelo menos 150, pelo menos
175, pelo menos 200, pelo menos 225, pelo menos 250, pelo menos 275,
pelo menos 300, pelo menos 325, pelo menos 350, pelo menos 400, pelo
menos 450, pelo menos 500, pelo menos 550, pelo menos 600, pelo menos
650, pelo menos 700, pelo menos 750, pelo menos 800, pelo menos 850,
pelo menos 900, pelo menos 950, pelo menos 1000, pelo menos 1050, pelo
menos 1100, pelo menos 1150, ou pelo menos 1200 aminoacidos contiguos
das SEQ ID NOS: 18, 20, 22, ou 24, ou o polipeptideo GLG-1 compreende
as SEQ ID NOS: 18, 20, 22, ou 24. GLG-1 ou ESL-1 sdo expressos em neu-
tréfilos, acredita-se estar envolvidos no extravasamento de neutrdfilos em
tecidos, e pensa-se que desempenham um papel importante na inflamacgao
(vide Hidalgo et al. (2007) Immunity, 26 (4): 477-489 incorporado aqui por
referéncia em sua totalidade). GLG-1 ou ESL-1 tém 14 dominios de GLGH1
ricos em cisteina. O dominio extracelular (ECD) é longo e como descrito a-
baixo, e variantes ou fragmentos do ECD de GLG-1 foram enconrados tendo
capacidade de ligar-se a LYPD5.

Em outra modalidade, o ligante de LYPDS5 & uma variante ou
fragmentio de uma molécula GLG-1 ou ESL-1 descrita aqui. Como mostrado
na Figura 33A a B, GLG-1 ou ESL-1 podem ser vistos como fragmentos 1, 2,

e 4 e como descrito no Exemplo 11, qualquer um dos 4 fragmentos sao

w

suficientes para a ligagao a LYPDS.

Em outra modalidade, o ligante de LYPD5 é uma variante ou
fragmento de GLG-1 ou ESL-1 que € um dominio GLG-1 unico. Como mos-
trado na Figura 34A a B, GLG-1 € composto de multiplos dominios GLG-1 e
como descrito no Exemplo 11, os dominios GLG-1 Unicos sao suficientes
para a ligagao a LYPDS.

Em outra modalidade, o ligante de LYPD5 é uma variante ou
fragmento de GLG-1 ou ESL-1 que é especifico para LYPD5. Como mostra-
do na Figura 35A a B, GLG-1 inclui dominios de 26 a 114, dominio 115, e
dominio 150 e como descrito no Exemplo 11, o dominio 115 se liga a LYPD5

mas os dominios de 26 a 114 nao ligam-se a LYPDS5.
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A presente invengao contempla variantes de GLG-1 na mesma
maneira que contempla variantes de membros da familia LY6.

C. Variantes Polipeptidicas

Além dos polipeptideos, anticorpos e polipeptideos de ligagao a
LY6 descritos aqui, € contemplado que as variantes de tais moléculas po-
dem ser preparadas para uso com a invengao aqui. Tais variantes podem
ser preparadas pela introducdo de modificagdes nucleotidicas apropriadas
no DNA de codificagdo, e/ou pela sintese do anticorpo ou polipeptideo dese-
jado. Aqueles versados na técnica apreciardao que modificagbes de aminoa-
cido pode alterar processos pos-traducionais destas moléculas, tais como
modificagdo do numero ou posigao de sitios de glicosilagao ou alteragao das
caracteristicas de ancoragem a membrana.

Variagdes na sequéncia de aminoacido podem ser feitas, por
exemplo, usando quaisquer das técnicas e diretrizes de mutagdes conserva-
tivas e nao-conservativas apresentadas, por exemplo, na Patente Norte-
americana Numero 5.364.934. Variagdes podem ser uma substituicdo, dele-
¢ao ou insergao de um ou mais cédons que codificam a sequéncia de ami-
noacidos e resultam em uma modificagdo na sequéncia de aminoacidos
quando comparado com a sequéncia natural. Opcionalmente a variagdo é
pela substituicdo de pelo menos um aminoacido com qualquer outro amino-
acido em um ou mais dos dominios da sequéncia de aminoacido de interes-
se. A ocrientagéo na detenminagdo a quai residuo de aminoacido pode ser
inserido, substituido ou deletado sem afetar adversamente a atividade dese-
jada pode ser considerado pela comparagdo da sequéncia da sequéncia de
aminoacidos de interesse com moléculas de proteina conhecidas homologas
e minimizando o numero de modificagdoes de sequéncia de aminoacido feitas
em regides de alta homologia. Substituicdes de aminoacido podem ser o
resultado da substituicao de um aminoacido com outro aminoacido que tem
propriedades estruturais e/ou quimicas similares, tal como a substituicao de
uma leucina por uma serina, isto é, substituicdes de aminoacido conservati-
vas. Insergdes ou delecbes podem estar opcionalmente na faixa de aproxi-

madamente 1 a 5 aminoacidos. A variacao permitida pode ser determinada
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fazendo sistematicamente insergbes, delegcdes ou substituicbes de aminoa-
cidos na sequéncia e testando as variantes resultantes para a atividade exi-
bida pela sequéncia natural de tamanho total ou madura.

Os fragmentos dos varios polipeptideos sdo fornecidos aqui.
Tais fragmentos podem ser truncados no N-terminal ou C-terminal, ou po-
dem perder residuos internos, por exemplo, quando comparado com um an-
ticorpo ou proteina natural de tamanho total. Tais fragmentos que perderam
residuos de aminoacidos que ndo sdo essenciais para uma atividade biolo-
gica desejada sao também uteis com os métodos descritos.

Os fragmentos polipeptidicos acima podem ser preparados por
qualquer uma das diversas técnicas convencionais. Fragmentos peptidicos
desejados podem ser quimicamente sintetizados. Uma abordagem alternati-
va envolve geragao de tais fragmentos por digestdo enzimatica, por exem-
plo, pelo tratamento da proteina com uma enzima conhecida por clivar prote-
inas em sitios definidos por determinados residuos de aminoacidos, ou pela
digestdo do DNA com enzimas de restricgdo adequadas e isolamento do
fragmento desejado. Ainda outra técnica adequada envolve o isolamento e a
amplificagédo de um fragmento de DNA de codificagao do fragmento deseja-
do pela reacado de polimerase em cadeia (PCR). Oligonucleotideos que defi-
nem os terminais desejados do fragmento de DNA sdo empregados nos ini-
ciadores 5' e 3' na PCR. Preferencialmente, tais fragmentos compartitham
pelo menos uma atividade bioidgica e/ou imunoidgica com a molécula de
tamanho total correspondente.

Em determinadas modalidades, substituicbes conservativas do
interesse sdo mostradas na Tabela 6 sob o titulo de substituicdes preferen-
ciais. Se tais substituicdes resultam em uma modificagdo na atividade biol6-
gica, entao modificagbes mais substanciais, denominadas substituicbes e-
xemplares na Tabela 6, ou como ainda descrito abaixo em referéncia a clas-

ses de aminoacidos, sao introduzidas e os produtos selecionados a fim de

identificar a variante desejada.
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Residuo Substituicoes Substituicdes
Original Exemplares Preferenciais
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; Gin; Asn Lys
Asn (N) Glin; His; Asp; Lys; Arg Gin
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser, Ala Ser
Gln (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp, GIn Asp
Gly (G) Pro; Ala Ala
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Leu
Norleucine
Leu (L) Norleucine; Tle; Val; Ile
Met; Ala; Phe '

Lys (K) Arg; Gin; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Leu
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) Ile; Leu; Met; Phe; Leu

Ala; Norleucine

Modificagbes substanciais na funcdo ou identidade imunolédgica
do polipeptideo LY6 sao realizadas pela selegdo de substituigdbes que se
diferenciam significativamente no seu efeito na manutencio (a) a estrutura
do esqueleto polipeptidico na area da substituicdo, por exemplo, como uma
conformagdo em folha ou helicoidal, (b) a carga ou hidrofobicidade da molé-
cula no sitio-alvo, ou (c) o volume da cadeia lateral. Os residuos que ocor-
rem naturalmente s&o divididos em grupos com base nas propriedades co-
muns de cadeia lateral:

(1) hidrofébico: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) neutro hidrofilico: Cys, Ser, Thr; Asn; GIn

(3) acidico: Asp, Glu;

(4) basico: His, Lys, Arg;

(5) residuos que influenciam na orientacdo da cadeia: Gly, Pro; e

(6) aromatico: Trp, Tyr, Phe.
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Substituicdbes ndo-conservativas envolverdo a troca de um
membro de uma destas classes por outra classe. Tais residuos substituidos
também podem ser introduzidos nos sitios de substituicdo conservativa ou,
mais preferencialmente, em sitios remanescente (ndo-conservados).

As variacdes podem ser feitas usando métodos conhecidos na
técnica tais como mutagénese mediada por oligonucleotideo (sitio dirigida),
varredura de alanina, e mutagénese por PCR. Mutagénese sitio dirigida
(Carter et al., Nucl. Acids Res., 13:4331 (1986); Zoller et al., Nucl. Acids
Res., 10:6487 (1987)), mutagénese de cassete (Wells et al., Gene, 34:315
(1985)), mutagénese por sele¢ao de restricdo (Pogos et al., Philos. Trans. R.
Soc. London Sera, 317:415 (1986)) ou outras técnicas conhecidas podem
ser realizadas no DNA clonado para produzir a molécula antiLY®6.

Anélise por varredura de aminoacido também pode ser empre-
gada para identificar um ou mais aminoacidos ao longo de uma sequéncia
contigua. Entre os aminoacidos preferenciais para varredura, estao aminoa-
cidos relativamente pequenos, neutros. Tais aminoacidos incluem alanina,
glicina, serina, e cisteina. Alanina € tipicamente um aminoéacido de varredura
preferencial entre este grupo porque elimina a cadeia lateral além do carbo-
no beta e menos provavelmente altera a conformagao de cadeia principal do
variante (Cunningham and Wells, Science, 244:1081-1085 (1989)). Alanina
também é tipicamente preferencial porque € o aminoacido mais comum. A-
¢ frequentemenie enconirada em ambas as posigdes enterrada e
exposta (Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman & Co, N.Y.); Chothia, J.
Mol. Biol., 150:1 (1976)). Se a substituicdo de alanina ndo produzir quantida-
des adequadas do variante, um aminoacido isotérico pode ser usado.

Qualquer residuo de cisteina ndo-envolvido na manutengéo da
conformacao propria do polipeptideo LY6 também pode ser substituido, ge-
ralmente por serina, para melhorar a estabilidade oxidativa da molécula e
prevenir ligacdo cruzada aberrante. De modo inverso, ligagao(oes) de cistei-
na pode ser adicionada a tal molécula para melhorar sua estabilidade (parti-

cularmente onde o anticorpo é um fragmento de anticorpo, tal como um

fragmento Fv).
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Um tipo particularmente preferencial de variante substituinte en-
volve a substituicdo de um ou mais residuos da regido hipervariavel de um
anticorpo parental (por exemplo, um anticorpo humanizado ou humano). Ge-
ralmente, a variante (s) resultante selecionada para desenvolvimento adicio-
nal tera propriedades biolégicas melhoradas em relagao ao anticorpo paren-
tal a partir do qual sdo gerados. Uma maneira conveniente para gerar tais
variantes substituintes envolve maturagdo de afinidade usando exposi¢&o de
fago. Resumidamente, varios sitios de regiao hipervariavel (por exemplo, 6 a
7 sitios) sdo mutados para gerar todas as substituicdes amino possiveis em
cada sitio. As variantes de anticorpo geradas dessa forma sao expostas de
uma maneira monovalente a partir de particulas de fago filamentoso como
fusdes ao produto do gene lll de M13 empacotado em cada particula. As
variantes expostas em fago entdo sao selecionadas por sua atividade biolo-
gica (por exemplo, afinidade de ligagdo) como descrito aqui. A fim de identi-
ficar sitios da regido hipervariavel candidatos para modificacao, mutagénese
por varredura de alanina pode ser realizadas para identificar residuos da
regido hipervariavel que contribuem significativamente para a ligagado ao an-
tigeno. Alternativamente, ou adicionalmente, pode ser benéfico para analisar
uma estrutura cristalina do complexo anticorpo-antigeno identificar pontos de
contato entre o anticorpo e o polipeptideo-alvo. Tais residuos de contato e
os residuos vizinhos sdo candidatos para substituicdo de acordo com as
técnicas elaberadas agui. Uma vez que tais variantes sdo geradas, o painel
de variantes € submetido a selegdo como descrito aqui € os anticorpos com
propriedades superiores em um ou mais ensaios relevantes podem ser sele-
cionados para desenvolvimento adicional.

Moléculas de acidos nucleicos que codificam as variantes de
sequéncia de aminoacido dos polipeptideos LY6 sdo preparadas por uma
variedade de métodos conhecidos na técnica. Estes métodos incluem, mas
nao sao limitados a, isolamento a partir de uma fonte natural (no caso de
variantes de sequéncia de aminoacido que ocorrem naturalmente) ou prepa-
racdo por mutagénese mediada por oligonucleotideo (ou sitio dirigida), mu-

tagénese porPCR, e mutagénese de cassete de uma sequéncia natural ou
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uma variante preparada mais anteriormente.

D. Modificacoes de Polipeptideos

Polipeptideos e/ou anticorpos que foram covalentemente modifi-
cados também podem ser adequados para uso dentro do escopo desta in-
vencdo. Um tipo de modificagdo covalente inclui reagao de residuos de ami-
noacidos direcionados de tais anticorpos e polipeptideos com um agente
derivatizante organico que € capaz de reagdo com cadeias laterais selecio-
nadas ou residuos N- ou C-terminais de tais anticorpos e polipeptideos. De-
rivatizagdo com agentes bifuncionais € util, por exemplo, para ligagao cruza-
da das molécuias precedentes a uma matriz de suporte aquoso insoluvel ou
superficie para uso em purificagdo. Agentes de ligagdo cruzada comumente
usados incluem, por exemplo 1,1-bis (diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldeido,
ésteres de N-hidroxisuccinimida, por exemplo, ésteres com acido 4-
azidossalicilico, imidoésteres homobifuncionais, inciuindo ésteres disuccini-
midil, tais como 3,3'-ditiobis (succinimidilpropionato), maleimidos bifuncio-
nais, tais como bis-N-maleimido-1,8-octano e agentes, tais como metil-3-[(p-
azidofenil)ditio] propioimidato.

Outras modificagbes incluem desamidacado de residuos de glu-
taminila e asparaginila para os residuos de glutamila e aspartila correspon-
dentes, respectivamente, hidroxilagado de prolina e lisina, fosforilagao de gru-
pos hidroxila de residuos serila ou treonila, metilagdo dos grupos a-amino
das cadeias laterais de iisina, arginina e histidina (T.E. Creighton, Proteins:
Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co, San Francisco, pp.
79-86 (1983)), acetilagdo da amina do grupo N-terminal e amidagdo de qual-
quer carboxila do C-terminal.

Outro tipo de modificagdo covalente dos polipeptideos ou anti-
corpos compreende a alteracdo do padrdo de glicosilagao natural do anticor-
po ou polipeptideo. "Alteracdo do modelo de glicosilagdo natural” é destina-
do para os objetivos aqui a significar delegdo de uma ou mais porgdoes de
carboidratos encontradas na sequéncia natural (pela remoc¢ao do sitio de
glicosilagcdo subjacente ou pela delegao da glicosilagao por meios quimicos

e/ou enzimaticos), e/ou adicdo de um ou mais sitios de glicosilacdo que nao
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estdo presentes na respectiva sequéncia natural. Além disso, a frase inclui
modificagbes qualitativas na glicosilagdo das proteinas naturais, envolvendo
uma modificagdo na natureza e proporgdes das varias porgdes de carboidra-
to presentes.

Glicosilagao de anticorpos e outros polipeptideos € tipicamente
N-ligada ou O-ligada. N-ligada refere-se a ligagdo da porgao de carboidrato a
cadeia lateral de um residuo asparagina. As sequéncias tripeptidicas de as-
paragina-X-serina e asparagina-X-treonina, onde X é qualquer aminoacido
exceto prolina, sdao as sequéncias de reconhecimento da ligagao enzimatica
da porgao de carboidrato a cadeia iateral de asparagina. Dessa forma, a
presenga de qualquer destas sequéncias tripeptidicas em um polipeptideo
cria um potencial sitio de glicosilagdo. Glicosilagdo O-ligado refere-se a liga-
¢ado de um dos agucares N-acetilgalactosamina, galactose ou xilose a um
acido hidroxiamina, mais comumente serina ou treonina, embora 5-
hidroxiprolina ou 5-hidroxilisina também possam ser usados.

Adi¢caéo de sitios de glicosilagdo pode ser realizada pela altera-
¢ao da sequéncia de aminoacidos tal que contenha uma ou mais das se-
quéncias tripeptidicas descritas acima (para sitios de glicosilagdo N-ligados).
A alteracao também pode ser feita pela adicdo ou substituigdo, de um ou
mais residuos serina ou treonina da sequéncia do anticorpo ou polipeptideo
original (para sitios de glicosilagdo O-ligados). Tal sequéncia anticorpo ou
idica pode ser opcionaimenie aiierada atraves de modificagdes ao
nivel de DNA, particularmente pela mutagédo do DNA de codificagdo ads se-
quéncias de aminoacidos precedentes em bases pré-selecionadas tal que
coédons que sao gerados traduzirdo os aminoacidos desejados.

Outro meio de aumentar o numero de porgdes de carboidrato é
pela ligagao quimica ou enzimatica de glicosideos ao polipeptideo. Tais mé-
todos sdo descritos na técnica, por exemplo, em WO 87/05330 publicado em
11 de setembro de 1987, e em Aplin and Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem.,
pp. 259-306 (1981).

Remocao de porgdes de carboidrato pode ser realizada quimi-

camente ou enzimaticamente ou pela substituicdo mutacional dos cédons de
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codificagdo dos residuos de aminoacidos que servem como alvo para glico-
silagdo. Técnicas deglicosilagdo quimicas sdo conhecidas na técnica e des-
critas, por exemplo, por Hakimuddin, et al., Arc. Biochem. Biophys., 259:52
(1987) e por Edge et al., Anal. Biochem., 118:131 (1981). Clivagem enzima-
tica de porgdes de carboidratos em polipeptideos pode ser realizada pelo
uso de varias endo- e exo-glicosidases como descrito por Thotakura et al.,
Meth. Enzymol., 138:350 (1987).

Outro tipo de modificagdo covalente compreende ligagdo a um
de varios dos polimero nao-protéicos, por exemplo, polietileno glicol (PEG),
polipropilenc glicol, ou polioxiaikilenos, da maneira apresentada nas Paten-
tes U.S. Numeros 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 ou
4.179.337. O polipeptideo LY6 também pode ser capturado em microcapsu-
las preparadas, por exemplo, por técnicas de coacervagao ou por polimeri-
zacao interfacial (por exemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulose ou ge-
latina e microcapsulas de poli(metilmetacilato), respectivamente), em siste-
mas de entrega de farmaco coloidais (por exemplo, lipossomas, microesfe-
ras de albumina, microemulsdes, nanoparticulas e nanocapsulas), ou em
macroemulsdes. Tais técnicas sdo descritass em Remington's Pharmaceuti-
cal Sciences, 16" edition, Oslo, A., ed., (1980).

Modificagbes na formagao de moléculas quiméricas resultam de

fusbes de um polipeptideo ao outro, polipeptideo heterélogo ou sequéncia
de amincacidc sic contemplados para uso com os presentes métodos.

Em uma modalidade, uma molécula quimérica compreende uma
fusdo de um polipeptideo com um polipeptideo marcador que fornece um
epitopo ao qual um anticorpo antimarcador pode ligar-se seletivamente. O
epitopo marcador € geralmente colocado nos terminais amino ou carboxila
de tal anticorpo ou polipeptideo. A presenca de tais formas com epitopo
marcado de tais anticorpos ou polipeptideos podem ser detectadas usando
um anticorpo contra o polipeptideo marcador. Além disso, fornecimento do
epitope marcado permite a tais anticorpos ou polipeptideos ser prontamente
purificados pela purificagcdo por afinidade usando um anticorpo antimarcador

ou outro tipo da matriz de afinidade que se liga ao epitopo marcador. Varios
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polipeptideos marcadores e seus respectivos anticorpos sao bem-
conhecidos na técnica. Exemplos incluem marcadores poli-histidina (poli His)
ou poli-histidina-glicina (poli-his-gly); polipeptideo marcador de influenza HA
e seu anticorpo 12CA5 (Field et al., Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)); o
marcador de c-myc e os anticorpos 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 e 9E10 do
mesmo (Evan et al., Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985)); e
o marcador glicoproteina D do virus de Herpes Simplex (gD) e seu anticorpo
(Paborsky et al., Protein Engineering, 3 (6):547-553 (1990)). Outros polipep-
tideos marcadores inciuem o peptideo marcador (Hopp et al., Biotechnology,
6:1204-1210 (1988)); o peptideo do epitopo KT3 (Martin et al., Science,
255:192-194 (1992)); um peptideo do epitopo a-tubulina (Skinner et al., J.
Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991)); e o marcador peptidico da proteina
do gene T7 10 (Lutz-Freyermuth et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-
6397 (1990)).

Em uma modalidade alternativa, a molécula quimérica pode
compreender uma fusao de um polipeptideo com uma imunoglobulina ou
uma determinada regido de uma imunoglobulina. Para uma forma bivalente
da molécula quimérica (também referida como um "imunoadesina"), tal fusao
poderia ser a regiao Fc de uma molécula IgG. As fusdes de Ig preferencial-
mente incluem a substituicdo de uma forma soluvel (dominio transmembrana
deletado ou inativado) de um anticorpo ou polipeptideo precedente no lugar
de pelo menos uitia regiao variavei em uma molécuia de Ig. Em uma moda-
lidade particularmente preferencial, a fusdao de imunoglobulina inclui a regi-
oes de dobradiga, CH; e CH3s, ou dobradiga, CH4, CH; e CH3; da molécula de
IgG1. Para a producao de fusbGes de imunoglobulina vide também Patente
Norte-americana Numero 5.428.130 emitido em 27 de junho de 1995.

E. Preparacdo de Polipeptideos

A descrigao abaixo refere-se principalmente a produgao de poli-
peptideos pelo cultivo de células transformadas ou transfectadas com um
vetor contendo acido nucleico de tais anticorpos, polipeptideos e oligopepti-
deos. O termo "polipeptideos” pode incluir anticorpos, polipeptideos e oligo-

peptideos. E, naturalmente, contemplado que métodos alternativos, que sao
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bem-conhecidos na técnica, podem ser empregados para preparar tais anti-
corpos, polipeptideos e oligopeptideos. Por exemplo, a sequéncia de amino-
acidos apropriada, ou por¢cdes da mesma, pode ser produzida pela sintese
peptidica direta usando técnicas de fase soélida [ver, por exemplo, Stewart et
al., Solid-Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., San Francisco, CA
(1969); Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963)]. Sintese protei-

ca in vitro pode ser realizada usando técnicas manuais ou pela automagéo.

Sintese automatizada pode ser realizada, por exemplo, usando um Sinteti-
zador de Peptideo da Applied Biosystems (Foster City, CA) usando instru-
¢0es do fabricanie. Varias porgoes de tais anticorpos, polipeptideos ou oli-
gopeptideos podem ser quimicamente sintetizadas separadamente e combi-
nadas usando métodos quimicos ou enzimaticos para produzir o produto
desejado.
1. Isolamento de DNA de Codificacdo de um Polipeptideo

O DNA de codificagdo de um polipeptideo pode ser obtido a par-

tir de uma biblioteca de cDNA preparada a partir do tecido acreditado possuir

mRNA de tal anticorpo, polipeptideo ou oligopeptideo e expressa-lo a um
nivel detectavel. Consequentemente, o DNA de codificacdo de tais polipepti-
deos pode ser convenientemente obtido a partir de uma biblioteca de cDNA
preparada de tecido humano, uma biblioteca gendémica ou por procedimen-
tos sintéticos conhecidos (por exemplo, sintese de acido nucleico automati-
zada).

Bibliotecas podem ser selecionadas com sondas (tais como oli-
gonucleotideos depelo menos aproximadamente 20 a 80 bases) desenhadas
para identificar o gene de interesse ou a proteina codificada por ele. Selegao
da biblioteca de cDNA ou gendémica com a sonda selecionada pode ser con-
duzida usando procedimentos-padrao, tal como descrito em Sambrook et al.,

Molecular Cloning: a Laboratory Manual (New York: Cold Spring Harbor La-

boratory Press, 1989). Alternativamente, a metodologia de PCR pode ser

usada. [Sambrook et al., supra; Dieffenbach et al., PCR Primer: a Laboratory

Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995)].

Técnicas para selecdo de uma biblioteca de cDNA s3o bem-
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conhecidas na técnica. As sequéncias de oligonucleotideo selecionadas co-
mo sondas devem ser de tamanho suficiente e suficientemente inequivocas
que falsos positivos sejam minimizados. O oligonucleotideo é preferencial-
mente marcado tal que possa ser detectado na hibridizagao ao DNA na bi-
blioteca que € selecionada. Métodos de marcacao sdo bem-conhecidos na
técnica, e incluem uso de radiomarcadores como ATP marcado com 2P,
biotinilagdo ou marcacao enzimatica. Condigcdes de hibridizagao, incluindo
estringéncia moderada e alta estringéncia, sdo fornecidas em Sambrook et
al., supra.

As sequéncias identificadas em tais métodos de selegado de bi-
blioteca podem ser comparadas e alinhadas a outras sequéncias conhecidas
depositadas e disponiveis em bancos de dados publicos, tais como Gen-
Bank ou outros bancos de dados de sequéncia privados. A identidade de
sequéncia (no nivel de aminoacido ou nucleotidico) dentro de regides defini-
das da molécula ou através da sequéncia de tamanho total pode ser deter-
minada usando métodos conhecidos na técnica e como descrito aqui.

O &cido nucleico tendo a sequéncia de codificagao de proteina
pode ser obtido pela selegdo de bibliotecas de cDNA ou gendémicas selecio-
nadas usando a sequéncia de aminoacido deduzida descritas aqui pela pri-
meira vez, e, se necessario, usando procedimentos de extensdo com inicia-
dor convencionais como descrito em Sambrook et al., supra, para detectar
precursores e processadores intermediarios de mRNA que podem n&o ter
sido transcrito reversamente em cDNA.

2. Selecao e Transformacéao de Células Hospedeiras

Células hospedeiras sdo transfectadas ou transformadas com
vetores de expressao ou clonagem descritos aqui para a produgao de poli-
peptideo LY6 e cultivado em meios nutritivos convencionais modificados
como apropriado para induzir promotores, selecionar transformantes, ou
amplificar os genes de codificagao das sequéncias desejadas. As condigdes
de cultura, tais como meios, temperatura, pH e similares, podem ser selecio-
nadas pelo versado na técnica semexperimentagao indevida. Em geral, prin-

cipios, protocolos e as técnicas praticas para maximizar a produtividade de
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culturas celulares podem ser encontrados em Mammalian Cell Biotechno-
logy: A Practical Approach, M. Butler, ed. (IRL Press, 1991) e Sambrook et

al., supra.
Métodos de transfecgao celular eucaridtica e transformagéao ce-

lular procariética s&o conhecidos ao versado na técnica ordinariamente, por
exemplo, CaCl;, CaPO,4, mediado por lipossoma e eletroporagdo. Depen-
dendo da célula hospedeira usada, a transformacgao é realizada usando téc-
nicas-padréo apropriadas para tais células. O tratamento com calcio empre-
gando cloreto de calcio, como descrito em Sambrook et al., supra, ou eletro-
poragao € geraimente usada para procariontes. Infeccdo com Agrobacterium
tumefaciens é usada para transformacado de certas células vegetais, como
descrito por Shaw et al., Gene, 23:315 (1983) e WO 89/05859 publicado em
29 de junho de 1989. Para células de mamifero sem tais paredes celulares,
o meétodo de precipitagao por fosfato de calcio de Graham e van der Eb, Vi-
rology, 52:456-457 (1978) pode ser empregado. Aspectos gerais de sistema
de transfecgoes de célula hospedeira de mamifero foram descritos em Pa-
tente Norte-americana Numero 4.399.216. Transformagdes em levedura sao
tipicamente realizadas de acordo com os métodos de Van Solingen et al., J.
Bact., 130:946 (1977) e Hsiao et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76:3829

(1979). Entretanto, outros métodos para introdugcdo de DNA em células, tal

como pela microinje¢ao nuclear, eletroporacgao, fusdo protoplastica bacteria-
na coim cé&iuias intacias, ou poiications, por exempio, polibreno, poliornitina,
também podem ser usados. Para varias técnicas para transformagao de cé-
lulas de mamifero, vide Keown et al., Methods in Enzymology, 185:527-537
(1990) e Mansour et al., Nature, 336:348-352 (1988).

Células hospedeiras adequadas para clonagem ou expressao de

DNA nos vetores aqui incluem procariotas, levedura, ou células eucariotas
superiores. Procariontes adequados incluem mas nao sio limitados a eubac-
teria, tais como organismos Gram-negativos ou Gram-positivos, por exem-
plo, Enterobacteriaceae, tal como E. coli. Varias cepas de E. coli estdo publi-
camente disponiveis, tais como a cepa E. coli K12 MM294 (ATCC 31.446);
E. coli X1776 (ATCC 31.537); cepa de E. coli W3110 (ATCC 27.325) e K5
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772 (ATCC 53.635). Outras células hospedeiras procarioticas adequadas
incluem Enterobacteriaceae, tal como Escherichia, por exemplo, E. coli, En-
terobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por exemplo, Salmonella
typhimurium, Serratia, por exemplo, Serratia marcescans, e Shigella, bem
como Bacilli, tais como B. subtilis e B. licheniformis (por exemplo, B. licheni-
formis 41P descrito em DD 266.710 publicado em 12 de abril de 1989),
Pseudomonas, tais como P. aeruginosa, e Streptomyces. Estes exemplos
sao ilustrativos em vez de limitativos. A cepa W3110 € um hospedeiro parti-
cularmente preferencial ou hospedeiro parental porque € uma cepa hospe-
deira comum para fermentacdoes de produio de DNA recombinante. Prefe-
rencialmente, a célula hospedeira secreta quantidades minimas de enzimas
proteoliticas. Por exemplo, a cepa W3110 pode ser modificada para efetuar
uma mutagdo genetica nos genes que codificam proteinas endégenas no
hospedeiro, com exemplos de tais hospedeiros incluindo E. coli W3110 cepa
1A2, que tem o gendtipo completo tonA; cepa de E. coli W3110 9E4, que
tem o gendtipo completo tonA ptr3; cepa de E. coli W3110 27C7 (ATCC
55.244), que tem o gendtipo completo tonA ptr3 phoA E15 (argF-lac) 169
degP ompT kan'; cepa de E. coli W3110 37D6, que tem o gendétipo completo
tonA ptr3 phoA E15 (argF-lac) 169 degP ompT rbs7 ilvG kan”; cepa de E. coli
W3110 40B4, que é a cepa 37D6 com uma mutagao de delegao degP resis-
tente ndo a kanamicina; € uma cepa de E. coli que tem uma protease peri-
plasmatica mutante descritas em Paienie Norie-americana iNumero
4.946.783 emitida em 7 de agosto de 1990. Alternativamente, em métodos
de clonagem in vitro, por exemplo, PCR ou outras reagdes de polimerase de
acidos nucleicos, sdo adequados.

Anticorpo de tamanho total, os fragmentos de anticorpo, e a pro-
teina de fusdo de anticorpo podem ser produzidos em bactérias, especial-
mente quando a glicosilagao e fungao efetora de Fc ndo sdo necessarias, tal
como quando o anticorpo terapéutico € conjugado a um agente citotoxico
(por exemplo, uma toxina) e o imunoconjugado por si mesmo mostra a efica-
cia na destruigao de célula tumoral. Anticorpos de tamanho total tém a maior

meia-vida na circulagdo. A producdo em E. coli € mais rapida e com custo
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mais eficiente. Para a expressao de fragmentos de anticorpo e polipeptideos
em bactérias, ver, por exemplo, Patente U.S. 5.648.237 (Carter et. al.), Pa-
tente U.S. 5.789.199 (Joly et al.), e Patente U.S. 5.840.523 (Simmons et al.)
gue descrevem a regidao de iniciagao de traducao (TIR) e sequéncias de si-
nal para otimizar a expressdo e a secrec¢do, estas patentes incorporadas
aqui por referéncia. Apds expressdo, o anticorpo € isolado a partir de pasta
celular de E. coli em uma fracéo soluvel e pode ser purificada através de, por
exemplo, uma coluna de proteina A ou G dependendo do isotipo. Purificacao
final pode ser realizada similar ao processo de purificagao do anticorpo ex-
presso em células adequadas (por exemplo, céluias CHO).

Além de procariontes, micrébios eucaridticos, tais como fungos
flamentosos ou leveduras sao hospedeiros adequados para clonagem ou
expressao de vetores de codificagdo dos polipeptideos desejados. Saccha-
romyces cerevisiae € um microrganismo hospedeiro eucaridtico inferior co-
mumente usado. Outros incluem Schizosaccharomyces pombe (Beach and
Nurse, Nature, 290: 140 [1981]; EP 139.383 publicada em 2 de maio de
1985); hospedeiros Kluyveromyces (Patente Norte-americana Numero
4.943.529; Fleer et al., Bio/Technology, 9:968-975 (1991)) tal como, por e-
xemplo, K. lactis (MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourt et al., J. Bac-
teriol., 154 (2):737-742 [1983]), K. fragilis (ATCC 12.424), K. bulgaricus
(ATCC 16.045), K. wickeramii (ATCC 24.178), K. waltii (ATCC 56.500), K.

Po P R oY =

al., Bio/1echinology, 8:135

drosophilarum (ATCC 38.208;

(1990)), K. thermotolerans, e K. marxianus; yarrowia (EP 402.226); Pichia
pastoris (EP 183.070; Sreekrishna et al., J. Basic Microbiol. 28:265-278
[1988]); Candida; Trichoderma reesia (EP 244.234); Neurospora crassa (Ca-
se et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:5259-5263 [1979]); Schwanniomy-

ces, tais como Schwanniomyces occidentalis (EP 394.538 publicado em 31

de outubro de 1990); e fungos filamentosos tais como, por exemplo, Neuros-
pora, Penicillium, Tolypocladium (WO 91/00357 publicado em 10 de janeiro
de 1991), e hospedeiros Aspergillus, tais como A. nidulans (Ballance et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 112:284-289 [1983]; Tilburn et al., Gene,
26:205-221 [1983]; Yelton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1474
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[1984]) e A. Niger (Kelly and Hynes, EMBO J., 4:475-479 [1985]). Leveduras

metilotropicas sao adequadas aqui e incluem, mas ndo sio limitadas a, le-

vedura capaz de crescimento em metanol selecionado a partir dos géneros
compostos de Hansenula, Candida, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces, To-
rulopsis, € Rhodotorula. Uma lista de espécies especificas que sdo exempla-
res desta classe de leveduras pode ser considerada em C. Anthony, The
Biochemistry of Metilotrophs, 269 (1982). |

Células hospedeiras adequadas para expressédo da produgdo de

de polipeptideos glicosilados sao derivadas de organismos multicelulares.
Exemplios de céiuias de invertebrados incluem células de inseto, tais como
Drosophila S2 e Spodoptera Sf9, bem como células vegetais, tais como cul-
turas celulares de algodao, milho, batata, soja, petunia, tomate, e tabaco.
Numerosas cepas baculovirais e variantes e células hospedeiras de inseto
permissivas correspondentes a partir de hospedeiros, tais como Spodoptera
frugiperda (lagarta), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito),
Drosophila melanogaster (mosca de fruta), e Bombyx mori foram identifica-
das. Uma variedade de cepas virais para transfeccao estdo publicamente
disponiveis, por exemplo, a variante |-1 de Autographa californica NPV e a
cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV, e tais virus podem ser usados como 0 vi-
rus aqui de acordo com a presente invencgao, particularmente para a trans-
feccdo de células de Spodoptera frugiperda.

niretanio, o interesse foi ainda maior em células de vertebra-
dos, e a propagacgéao de cultura de células de vertebrados (cultura de tecido)
tornou-se um procedimento de rotina. Exemplos de linhagens celulares hos-
pedeira de mamiferos Uteis sdo linhagem CV1 de rim de macaco transfor-
mada por SV40 (COS 7, ATCC CRL 1651); linhagem de rim embrionario
humana (células 293 ou 293 subclonadas para crescimento em cultura em
suspensao, Graham et al.,, J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rim de
hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chinés/-
DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); célu-
las de sertoli de camundongo (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251
(1980)); células de rim de macaco (CV1 ATCC CCL 70); células de rim de
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macaco verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma
cervical humano (HELA, ATCC CCL 2); células de rim canina (MDCK, ATCC
CCL 34); células de figado de rato bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); célu-
las de pulmdo humano (W138, ATCC CCL 75); células de figado humano
(Hep G2, HB 8065); tumor mamario de camundongo (MMT 060562, ATCC
CCL51); células TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68
(1982)); células MRC 5; células FS4; e uma linhagem de hepatoma humano
(Hep G2).

Células hospedeiras sdo transformadas com vetores de ciona-
gem ou expressio descritos acima para produgdo de polipeptideo desejado
e cultivadas em meios nutritivos convencionais modificados como apropriado
para indugao de promotores, selegao de transformantes, ou amplificagao de
genes de codificagdo das sequéncias desejadas.

3. Selecao e Uso de um Vetor Replicavel

O acido nucleico (por exemplo, cDNA ou DNA gendémico) de co-
dificacdo do respectivo polipeptideo LY6 pode ser inserido em um vetor re-
plicavel para clonagem (amplificagdo do DNA) ou para a expressao. Varios
vetores estdo publicamente disponiveis. Vetor, por exemplo, pode estar na
forma de um plasmideo, cosmideo, particula viral, ou fago. A sequéncia de
acido nucleico apropriada pode ser inserida no vetor por varios procedimen-
tos. Em geral, o DNA ¢ inserido em um sitio(s) de restricao de endonuclease
usandc técnicas conhecidas de iimitagao apropriadas conhecidas na técnica.
Componentes de vetor geralmente incluem, mas nao sao limitados a, uma
ou mais de uma sequéncia sinal, uma origem de replicagdo, um ou mais
marcadores génicos, um elemento potencializador, um promotor, € uma se-
quéncia de terminagdo de transcrigado. A construgcdo de vetores adequados
contendo um ou mais destes componentes emprega técnicas de ligagao pa-
dréo que s&o conhecidas ao versado na técnica.

O polipeptideo desejado pode ser produzido recombinantemente
ndo so6 diretamente, mas também como um polipeptideo de fusdo com um
polipeptideo heterdlogo, que pode ser uma sequéncia sinal ou outro polipep-

tideo tendo um sitio de clivagem especifico no N-terminal da proteina ou po-
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lipeptideo maduros. Em geral, a sequéncia sinal pode ser um componente
do vetor, ou pode ser uma parte do DNA de codificacdo da sequéncia madu-
ra que é inserido no vetor. A sequéncia sinal pode ser uma sequéncia sinal
procariética selecionada, por exemplo, a partir dos lideres do grupo fosfatase
alcalina, penicilinase, Ipp, ou enterotoxina Il estavel ao calor. Para secregao
de levedura, a sequéncia sinal pode ser, por exemplo, o lider invertase de
levedura, lider de fator alfa (incluindo lideres de fator a Saccharomyces e
Kluyveromyces, o ultimo descrito em Patente Norte-americana Numero
5.010.182), ou lider de fosfatase acida, o lider de glicoamilase de C. albicans
(EP 362.179 publicada em 4 de abril de 1990), ou o sinal descrito em WO
90/13646 publicado em 15 de novembro de 1990. Na expressao de célula de
mamifero, sequéncias de sinal de mamifero podem ser usadas para direcio-
nar a secregdo da proteina, tal como sequéncias de sinal a partir de polipep-
tideos secretados das mesma ou espécie relacionada, bem como lideres
secretorios virais.

Ambos vetores de expressado e clonagem contém uma sequén-
cia de acido nucleico que permite ao vetor replicar-se em uma ou mais célu-
las hospedeiras selecionadas. Tais sequéncias sao bem-conhecidas por va-
rias bactérias, levedura, e virus. A origem de replicagdo do plasmideo p-
BR322 é adequada para a maioria das bactérias Gram-negativas, a origem
do plasmideo 2u € adequada para a levedura, e varias origens virais (SV40,
polioima, adenovirus, VSV ou BPV) sao uteis para vetores de clonagem em
células de mamiferos.

Vetores de expressao e clonagem conterao tipicamente um gene
de selegdo, também chamado um marcador selecionavel. Genes de selegéo
tipicos codificam proteinas que (a) conferem resisténcia a antibidticos ou
outras toxinas, por exemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato, ou tetraci-
clina, (b) complemento a deficiéncias auxotréficas, ou (c) fornece nutrientes
criticos nao-disponiveis a partir meios complexos, por exemplo, o gene de
codificagdo da racemase D-alanina de Bacilli.

Um exemplo de marcadores selecionaveis adequados para célu-

las de mamiferos séo aqueles que permitem a identificacdo de células com-
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petentes em iniciar a codificacdo de acido nucleico da proteina desejada, tal
como DHFR ou timidina quinase. Uma célula hospedeira apropriada quando
DHFR de tipo selvagem é empregada é a linhagem celular CHO deficiente
na atividade DHFR, preparada e propagada como descrito por Urlaub et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980). Um gene de selegdo adequado
para uso em levedura € o gene trp1 presente no plasmideo de levedura
YRp7 [Stinchcomb et al.,, Nature, 282:39 (1979); Kingsman et al., Gene,
7:141 (1979); Tschemper et al., Gene, 10:157 (1980)]. O gene trp1 fornece

um marcador de selegdo para uma cepa mutante da levedura sem capaci-
dade de crescer em triptofano, por exemplo, ATCC N. 44076 ou PEP4-1 [Jo-
nes, Genetics, 85:12 (1977)).

Expressdo e vetores de clonagem normalmente contém um
promotor operacionalmente ligado a sequéncia de acido nucleico de codifi-
cacao da sequéncia de aminoéacido desejada, a fim de direcionar a sintese
mRNA. Promotores reconhecidos por uma variedade de células hospedeiras
potenciais sdo bem-conhecidos. Promotores adequados para uso com hos-
pedeiros procaridticos incluem os sistemas promotores de B-lactamase e
lactose [Chang et al., Nature, 275:615 (1978); Goeddel et al., Nature,
281:544 (1979)], fosfatase alcalina, um sistema de promotor de triptofano
(trp) [Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36.776], e promotores

hibridos, tais como o promotor tac [deBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,

80:21-25 (1983)j. Promotores para uso em sistemas bacterianos também
conterdo um sequéncia Shine-Dalgarno (S.D.) operacionalmente ligada ao
DNA de codificagdo da sequéncia proteica desejada.

Exemplos de sequéncias promotoras adequadas para uso com
leveduras hospedeiras incluem os promotores para 3-fosfoglicerato quinase
[Hitzeman et al., J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)] ou outras enzimas glicoliti-
cas [Hess et al., J. Adv. Enzyme Regq., 7:149 (1968); Holland, Biochemistry,
17:4900 (1978)], tais como enolase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,

hexoquinase, piruvato decarboxilase, fosfofrutoquinase, glucose-6-fosfato
isomerase, 3-fosfoglicerato mutase, piruvato quinase, triosefosfato isomera-

se, fosfoglicose isomerase, e glicoquinase.



Y
o

15

20

25

30

105

Outros promotores de levedura, que sdo promotores induziveis
tendo vantagem adicional de transcrigdo controlada por condigbes de cultivo,
s3o as regidbes promotoras da alcool desidrogenase 2, isocitocromo C, fosfa-
tase acida, enzimas degradativas associadas com o metabolismo de nitro-
génio, metalotioneina, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, e enzimas res-
ponsaveis pela utilizagcdo de maltose e galactose. Vetores e promotores a-
dequados para uso na expressao de levedura sdo ainda descritos em EP
73.657.

A transcricado de DNA em células hospedeiras mamiferas € con-
trolada, por exemplo, por promoiores obtidos a partir dos genomas de virus,
tais como polioma virus, poxvirus (Patente Britanica 2.211.504 publicada em
5 de julho de 1989), adenovirus (tais como Adenovirus 2), papilomavirus
bovino, virus de sarcoma aviario, citomegalovirus, um retrovirus, virus de
hepatite-B e Virus Simian 40 (SV40), a partir de promotores mamiferos hete-
rologos, por exemplo, o promotor de actina ou um promotor de imunoglobuli-
na, e de promotores de choque do calor, contanto que tais promotores sejam
compativeis com os sistemas da célula hospedeira.

A transcricdo de um DNA de codificagao do polipeptideo deseja-
do pode ser aumentada inserindo uma sequéncia potencializadora no vetor.
Elementos potencializadores sado elementos de atuagdo cis do DNA, nor-
malmente aproximadamente de 10 a 300 bp, que atuam em um promotor
a aumentar sua transcrigdo. Muitas sequéncias potencializadoras sao
conhecidas agora para genes de mamiferos (globina, elastase, albumina, a-
fetoproteina, e insulina). Tipicamente, entretanto, cada um usara um poten-
cializador para um virus de célula eucarioética. Exemplos incluem potenciali-
zador SV40 no lado tardio da origem de replicagao (bp 100 a 270), o poten-
cializador do promotor precoce do cytomegalovirus, o potencializador de po-
lioma no lado tardio da origem de replicagao, e potencializador de adenovi-
rus. O potencializador pode ser unido ao vetor na posicado 5' ou 3' a sequén-
cia de codificagao das sequéncias de aminoacidos precedentes, mas € pre-
ferencialmente localizado em um sitio 5' do promotor.

Vetores de expressdo usados em ceélulas hospedeiras eucarioti-
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cas (levedura, fungos, inseto, planta, animal, humano, ou células nucleadas
de outros organismos multicelulares) também conterao sequéncias necessa-
rias para a terminagdo da transcricao e para estabilizagdo do mRNA. Tais
sequéncias estdo comumente disponiveis a partir de §' e, ocasionalmente 3',
regides nado-traduzidas de DNAs ou cDNAs eucariéticos ou virais. Estas re-
gides contém segmentos nucleotidicos transcritos como fragmentos poliade-
nilados na por¢do nao-traduzida do mRNA de codificagdo do respectivo anti-
corpo, polipeptideo ou oligopeptideo descrito nesta segao.

Ainda em outros métodos, vetores, e células hospedeiras ade-
quadas para a adaptacio & sintese do respectivo anticorpo, polipeptideo ou
oligopeptideo na cultura celular de vertebrado recombinante sao descritos
em Gething et al., Nature, 293:620-625 (1981); Mantei et al., Nature, 281:40-
46 (1979); EP 117.060; e EP 117.058.

4. Cultivo de Células Hospedeiras

As células hospedeiras usadas para produzir o polipeptideo LY6
podem ser cultivadas em uma variedade de meios. Os meios comercialmen-
te disponiveis, tais como Ham's F10 (Sigma), Meio Essencial Minimo
((MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma), e Dulbecco’s Modified Eagle's Medi-
um ((DMEM), Sigma) sdo adequados para cultivo de células hospedeiras.
Além disso, qualquer dos meios descritos em Ham et al., Meth. Enz. 58:44
(1979), Barnes et al., Anal. Biochem.102:255 (1980), Patentes U.S. Numeros
4.767.704; A.657.886; 4.927.762; 4.560.655; ou 5.122.469; WO 90/03430;

WO 87/00195; ou Patente U.S. Re. 30.985 podem ser usadas como meios
de cultura para células hospedeiras. Quaisquer destes meios podem ser su-
plementado quando necessario com hormonios e/ou outros fatores de cres-
cimento (tais como insulina, transferrina, ou fator de crescimento epidérmi-
co), sais (tais como cloreto de soédio, calcio, magnésio, e fosfato), tampoes
(tais como HEPES), nucleotideos (tais como adenosina e timidina), antibioti-
cos (tais como farmaco GENTAMICINAJ), elementos trago (definidos como
compostos inorganicos normalmente apresentam em concentragdes finais
na faixa de micromolar), e glicose ou uma fonte de energia equivalente.

Quaisquer outros suplementos necessarios também podem ser incluidos em
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concentragdes apropriadas que seriam conhecidas por aqueles versados na
técnica. As condi¢des de cultura, tais como temperatura, pH e similares, sao
aquelas anteriormente usadas com a célula hospedeira selecionada para
expressao, e serao evidentes para ao versado ordinariamente.

5. Deteccido da Amplificacdo/Expressao Génica

Amplificacdo genética e/ou expressao pode ser medida em uma
amostra diretamente, por exemplo, por Southern blotting, Northern blotting
convencionais para quantificar a transcricao de mRNA [Thomas, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)], Dot blotting (analise de DNA), ou hi-

bridizacdo in situ, usando uma sonda apropriadamente marcada, com base

nas sequéncias fornecidas aqui. Alternativamente, anticorpos podem ser
empregados que podem reconhecer duplexes especificos, incluindo duple-
xes de DNA, duplexes de RNA, e duplexes hibridos de DNA-RNA ou duple-
xes DNA-proteina. Os anticorpos por sua vez podem ser marcados € 0 en-
saio pode ser realizado onde o duplex é ligado a uma superficie, para que na
formagdo de duplexes na superficie, a presenca de anticorpo ligado ao du-
plex possa ser detectada.

Expressao génica, alternativamente, pode ser medida por méto-
dos imunoldégicos, tais como marcagdo imuno-histoquimica de células ou
secOes de tecido e ensaio de cultura celular ou fluidos corporais, para quan-
tificar diretamente a expressdo do produto génico. Anticorpos uteis para
marcagdo &/ou ensaio imuno-hisioquimico de amostras fluidas podem ser
monoclonais ou policlonais, e podem ser preparados em qualquer mamifero.
Convenientemente, os anticorpos adequados para o presente método po-
dem ser preparados contra um polipeptideo ou oligopeptideo de sequéncia
natural, ou contra a sequéncia exégena fusionada a DNA e de codificagcao
de um epitopo de anticorpo especifico de um polipeptideo ou oligopeptideo.

6. Purificacdo Proteica

Polipeptideos podem ser recuperados do meio de cultura ou li-
sados da célula hospedeira. Se ligada a8 membrana, pode ser liberada da
membrana usando uma solugao detergente adequada (por exemplo Triton-X

100) ou por clivagem enzimatica. Células empregadas na expressao da pre-
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cedente podem ser rompidas por varios meios fisicos ou quimicos, tais como
ciclo congelamento-descongelamento, sonicagdo, rompimento mecanica, ou
agentes de lise celular.

Pode ser desejavel para purificar a precedente a partir de protei-
nas ou polipeptideos de célula recombinante. Os seguintes procedimentos
sao exemplares de procedimentos de purificagdo adequados: por fraciona-
mento em uma coluna de troca idnica; precipitagdo de etanol; HPLC em fase
reversa; cromatografia em silica ou em uma resina de troca catidnica, tal
como DEAE; cromatofocalizagdo; SDS-PAGE; precipitagdo em sulfato de
amonio; ge! de filtragdo usando, por exempio, Sephadex G-75; colunas Se-
pharose em proteina A para remover contaminantes, tais como 1gG; e colu-
nas quelantes metalicas para ligar-se a formas marcadas de epitopo das
moléculas desejadas. Varios métodos de purificagdo proteica podem ser
empregados e tais métodos sdo conhecidos na técnica e descritos por e-
xemplo em Deutscher, Methods in Enzymology, 182 (1990); Escopes, Prote-
in Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, New York (1982). A

etapa(s) de purificagdo selecionada dependera, por exemplo, da natureza do
processo de produgdo usado e anticorpo, polipeptideo ou oligopeptideo par-
ticular produzidos pelos métodos reivindicados.

Usando técnicas recombinantes, o polipeptideo LY6 pode ser
produzido intracelularmente, no espaco periplasmatico, ou secretado direta-
mente no meio. Se tais moléculas forem produzidas intracelularmente, como
uma primeira etapa, os debris particulados, células hospedeiras ou fragmen-
tos lisados, sdo removidos, por exemplo, por centrifugacéo ou ultrafiltragao.
Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992) descrevem um procedimen-

to para isolar anticorpos que sdo secretados no espaco periplasmatico de E.

coli. Resumidamente, a pasta celular € descongelada na presenca de aceta-
to de sodio (pH 3,5), EDTA, e fenilmetilssulfonilfluoreto (PMSF) por aproxi-
madamente 30 minutos. Debris celulares podem ser removidos por centrifu-
gacao. Onde o anticorpo é secretado no meio, sobrenadantes de tais siste-
mas de expressao sao geralmente primeiro concentrados usando um filtro

de concentracdo de proteina comercialmente disponivel, por exemplo, uma



-
(@]

15

20

25

30

109

unidade de ultrafiltragcdo Amicon ou Millipore Pellicon. Um inibidor de protea-
se, tal como PMSF pode ser incluido em qualquer das etapas precedentes
para inibir a proteodlise e antibidticos podem ser incluidos para prevenir o
crescimento de contaminantes adventicios.

A purificagdo pode ocorrer usando, por exemplo, cromatografia
em hidroxilapatita, eletroforese em gel, didlise, e cromatografia por afinidade,
com a cromatografia por afinidade sendo a técnica de purificagdo preferenci-
al. A conveniéncia da proteina A como um ligante de afinidade depende da
espécie e do isotipo de qualquer dominio de Fc da imunoglobulina que este-
ja presente no anticorpo. A Proteina A pode ser usada para purificar anticor-
pos que sao baseados a cadeias pesadas humanas y1, y 2 ou y 4 (Lindmark
et al., J. Immunol. Meth. 62:1-13 (1983)). A Proteina G é recomendada para

todos os isotipos de camundongo e para y3 humana (Guss et al., EMBO J.
5:15671575 (1986)). A matriz & qual o ligante de afinidade € ligado € muitas
vezes agarose, mas outras matrizes estado disponiveis. Matrizes mecanica-
mente estaveis, tais como vidro de poro controlado ou poli(estirenodivinil)
benzeno considera velocidades de fluxo mais rapidas e tempos menores de
processamento mais curtos do que pode ser realizado com agarose. Onde o
anticorpo compreende um dominio Cu3, a resina Bakerbond ABX; (J. T. Ba-
ker, Phillipsburg, NJ) é util para purificagao. Outras técnicas de purificagao
proteica, tais como fracionamento em uma coluna de troca idnica, precipita-
¢éc em etanoi, HPLC em Fase Reversa, cromatografia em silica, cromato-
grafia em heparina SEPHAROSEJ cromatografia em uma resina de troca
catibnica ou anibdnica (tais como uma coluna de acido poliaspartico), croma-
tofocalizagdo, SDS-PAGE, e precipitacdo em sulfato de amdnio estdo tam-
bém disponiveis dependendo do anticorpo a ser recuperado.

ApOs qualquer etapa de purificagao preliminar, a mistura com-
preendendo o anticorpo de interesse e contaminantes pode ser submetida
cromatografia de interagdo hidrofébica em baixo pH usando um tampéao de
eluicdo em um pH entre aproximadamente 2,5 e 4,5, preferencialmente rea-
lizado em baixas concentragoes de sal (por exemplo, de aproximadamente O

a 0,25M de sal).
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H. Formulacées Farmacéuticas

As formulacgbes terapéuticas ("agente terapéutico”) usado con-

forme a presente invengdo podem ser preparadas para armazenamento pela
mistura de agente(s) terapéutico tendo o grau desejado da pureza com vei-
culos, excipientes ou estabilizadores farmaceuticamente aceitaveis opcionais
(Remington: The Science of Practice of Pharmacy, 20? edigdo, Gennaro, A.

et al., Ed., Philadelphia College of Pharmacy and Science (2000)), na forma

de formulagdes liofilizadas ou solugbes aquosas. Veiculos, excipientes ou
estabilizadores aceitaveis sao nao-téxicos a recipientes nas dosagens e
concentragdes empregadas, e incluem tampoes, tais como acetato, Tris, fos-
fato, citrato, e outros acidos organicos; antioxidantes incluindo acido ascorbi-
co e metionina; conservantes (tais como cloreto de aménio de octadecildime-
tilbenzil; cloreto de hexametdnio; cloreto de benzalcdnio, cloreto de benzetd-
nio; fenol, alcool butilico ou benzilico; alquilparabenos, tais como metil ou
propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; e m-cresol);
polipeptideos de baixo peso molecular (menos de aproximadamente 10 resi-
duos); proteinas, tais como albumina sérica, gelatina, ou imunoglobulinas;
polimeros hidrofilicos, tais como polivinilpirrolidona; aminoacidos, tais como
glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina ou lisina; monossacarideos,
dissacarideos e outros carboidratos incluindo glicose, manose, ou dextrinas;
agentes quelantes, tais como EDTA; modificadores de tonicidade, tais como
se € cloretoc de sodio; agucares, tais como sacarose, manitol, trehalo-
se ou sorbitol; tensoativos, tais como polissorbato; contra-ions formadores
de sal, tais como sodio; compiexos metalicos (por exemplo, complexos de
Zn-proteina); e/ou tensoativos nao-idnicos, tais como TWEEN7, PLURO-
NICS7 ou polietileno glicol (PEG). O anticorpo preferencialmente compreen-
de o anticorpo em uma concentragao entre 5 a 200 mg/mil, preferencialmente
entre 10 a 100 mg/ml.

As formulagbes aqui também podem conter mais de um compos-
to ativo segundo a necessidade de determinada indicagao sendo tratada,
preferencialmente aqueles com atividades complementares que nao afetam

adversamente um ao outro. Por exemplo, além do agente(s) terapéutico pre-
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cedente, pode ser desejavel incluir na formulagdo, um anticorpo adicional,
por exemplo, um segundo agente terapéutico, ou um anticorpo a qualquer
outro alvo, tal como um fator de crescimento que afeta o crescimento do gli-
oma. Alternativamente, ou adicionalmente, a composigdo pode compreender
ainda um agente quimioterapico, agente citotéxico, citoquina, agente inibidor
de crescimento, agente anti-hormonal, e/ou cardioprotetor. Tais moléculas
estdo adequadamente presentes em combinagdo em quantidades que sao
eficazes com o objetivo destinado.

Os ingredientes ativos também podem ser capturados em micro-
capsulas preparadas, por exempio, por técnicas de coacervagao ou por po-
limerizagdo interfacial, por exemplo, hidroximetilcelulose ou microcapsulas
de gelatina e microcapsulas de poli(metilmetacilato), respectivamente, em
sistemas de entrega de farmaco coloidais (por exemplo, lipossomas, micro-
esferas de albumina, microemulsdes, nanoparticulas € nanocapsulas) ou em

macroemulsoes. Tais técnicas sao descritass em Remington: The Science

and Practice of Pharmacy, supra.

Preparagdes de liberagdo sustentada podem ser preparadas.

Exemplos adequados de preparagdes de liberagao sustentada incluem ma-
trizes semipermeaveis de polimeros hidrofébicos sélidos contendo anticorpo,
matrizes as quais estdo na forma de artigos formados, por exemplo, fiimes,
ou microcapsulas. Exemplos do matrizes de liberagao sustentada incluem o
poliéster, hidrogéis (por exeimpio, poii(Z2-hidroxieti-metacrilato), ou po-
li(vinilalcool)), poliolactideos (Patente Norte-americana Numero 3.773.919),
copolimeros de acido L-glutamico e vy etil-L-glutamato, acetato de etilenovinil
nao-degradavel, copolimeros de acidos lactico~acidos glicédlico degradaveis,
tais como o LUPRON DEPOT7 (microesferas injetaveis compostas de copo-
limero de acido lactico-acido glicélico e acetato de leuprolida), e acido poli-D-
(-)-3-hidroxibutirico.

As formulacdes a serem usadas em administragio in vivo devem
ser estéreis. Isto € prontamente realizado pela filtragao atravées membranas
de filtragcao estéreis.

Métodos para Diagndstico e/ou Tratamento de Doenca Inflamatoéria Intestinal
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Para determinar a expressdo LY6 em tecido ou células gastroin-
testinais de um mamifero, tais como um mamifero experimentando IBD, va-
rios ensaios diagnosticos estao disponiveis. Em uma modalidade, a super-
expressao de polipeptideo LY6 pode ser analisada por RT-PCR, em hibridi-
zagao in situ, analise por microarranjo e/ou imuno-histoquimica (IHC). Se-
¢oes de tecido frescas, congeladas e/ou incluidas em parafina a partir de
uma bidpsia gastrointestinal (tal como do cdélon ou, mais especificamente, do
colon sigmoide) de um mamifero (tal como sem limitagdo um ser humano)
podem ser submetidas a RT-PCR, hibridiza¢ado in situ, analise por microar-
ranjo e/ou ensaio de IHC.

Alternativamente, ou adicionalmente, ensaios de FISH, tais co-
mo o INFORMY7 (vendido por Ventana, Arizona) ou PATHVISION7 (Vysis,
lllinois) podem ser realizados em tecido fixado com formalina, e incluido em
parafina e para determinar a extensao da expressao de LY6 (se houver) e/ou
regulagé@o para cima em uma amostra de tecido ou bidpsia.

Expressédo de LY6 pode ser avaliada usando um ensaio de diag-
nostico in vivo, por exemplo, pela administragédo de uma molécula (tal como
um anticorpo, oligopeptideo ou molécula organica) que se liga a molécula
para ser detectada e € marcada com um marcador detectavel (por exempilo,
um isotopo radioativo ou um marcador fluorescente) e rastreado externa-
mente no paciente para localizagdo do marcador.
Atualmente, dependends do €stagio da iBD, o tratamento envol-
ve um ou uma combinagao das seguintes terapias: cirurgia para remog¢ao do
tecido intestinal afetado, administragcédo de agentes terapéuticos, incluindo
sem limitagdo quimioterapia; modificacbes dietéticas, e administragao do
estilo de vida. Agentes terapéuticos ou agentes quimioterapicos Uteis no tra-
tamento de IBD sdo conhecidos na técnica e agentes terapéuticos e quimio-
terapicos representativos e sao descritos aqui.

Em particular, terapia de combinagao com palictaxel e derivados
modificados (vide, por exemplo, EP0600517) é contemplada. O anticorpo,
polipeptideo, oligopeptideo ou molécula organica precedente sera adminis-

trada com uma dose terapeuticamente eficaz do agente quimioterapico. Em
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outra modalidade, tal anticorpo, polipeptideo, oligopeptideo ou molécula or-
ganica € administrada em conjunto com a quimioterapia para aumentar a
atividade e eficacia do agente quimioterapico, por exemplo, paclitaxel. O
Physician's Desk Reference(PDR) revela dosagens destes agentes que fo-
ram usados no tratamento de varios canceres. O regime de dosagem e as
doses destes farmacos quimioterapicos supracitados que sdo terapeutica-
mente eficazes dependerdo do cancer particular sendo tratado, extensio da
doencga e outros fatores familiares ao médico versado na técnica e pode ser
determinada pelo médico.

Agentes terapéuticos ou agentes quimioterapicos sdo adminis-
trados a um paciente humano, de acordo com métodos conhecidos, tais co-
mo administragao intravenosa, por exemplo, como um bolus ou pela infusédo
continua durante o periodo de tempo, por vias intracraniana, intracerebros-
pinhal, intra-articular, intratecal, intravenosa, intra-arterial, subcutaneo, oral,
tépica, ou inalatéria.

A presente invengao fornece métodos que envolvem uma etapa
de diagndstico e uma etapa de tratamento terapéutico. Em uma modalidade,
a presente invencao fornece métodos de deteccdo de doenca inflamatéria
intestinal (IBD) em um individuo mamifero que incluem as etapas de (1) de-
teccao do nivel da expressdo de um acido nucleico ou um gene de codifica-
¢ao de um polipeptideo LY6 (a) em uma amostra de teste de tecido ou célu-
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ias obtidas ao individuo, € (b) em uma amostia de co
nivel da expressao do acido nucleico ou gene de LY6 na amostra de teste,
quando comparada com a amostra de controle, indica a presenga de uma
IBD no individuo do qual a amostra de teste foi obtida; e (2) administragao
ao individuo de uma quantidade eficaz de um agente terapéutico para IBD.
Em uma modalidade, o agente terapéutico para IBD é um antagonista de
outra molécula associada a IBD. A presente invencdo contempla varias mo-
léculas associadas a IBD que sao diferencialmente expressas em IBD. Em
uma modalidade, a molécula associada a IBD é uma molécula que é dife-
rencialmente expressa em uma IBD. Em outra modalidade, a molécula asso-

ciada a IBD esta superexpressa em uma IBD. Ainda em outra modalidade, a
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molécula associada a IBD superexpressa ¢ uma integrina. Em uma outra
modalidade, a molécula associada a IBD é integrina, beta 7 (ITGB2) (vide
WO 2006/026759, que esta incorporado aqui por referéncia em sua totalida-
de) o termo "agente terapéutico para IBD" como usado aqui refere-se a um
antagonista de uma molécula associada a IBD. Em uma modalidade, o a-
gente terapéutico para IBD é antagonista de um integrina. Em outra modali-
dade, o agente terapéutico para IBD é antagonista de ITGB7. Em ainda ou-
tra modalidade, o agente terapéutico paraDIl é antagonista do polipeptideo
conhecido como SEQ ID NO: 69 codificado pela sequéncia de acido nucleico
mostrada come SEQ ID NO: 68.

J. Artigos de Producao e Conjuntos

Para aplicagdes diagndsticas, o artigo de produgdo compreende
um recipiente € uma marca ou inser¢gao no pacote ou associado ao recipien-
te indicando um uso para detecgao e expressdo de LY6 (tal como, sem limi-
tacdo LY6, LYPD1, LYPD3, e/ou LYPD5) em um tecido gastrointestinal ou
célula de um mamifero. Em uma modalidade, o mamifero € ser humano. Em
uma modalidade, o tecido ou célula é tecido ou célula gastrointestinal. Em
uma modalidade, detecgdo inclui quantificagdo em relagdo a uma amostra
de controle. Em uma modalidade, recipiente, marca ou insercdo de pacote
indica que o tecido ou células gastrointestinais sdo do célon de um mamife-

ro. Em uma modalidade, recipiente, marca ou insercao no pacote indicando
LY8 aumentada em relagido 2 uma amostra de controle é
indicativa de IBD, incluindo sem limitagéao CD e/ou UC, no mamifero. Recipi-
entes adequados incluem, por exemplo, garrafas, frascos, seringas, etc. Os
recipientes podem ser formados de varios materiais, tais como vidro ou plas-
tico. Adicionalmente, o artigo de producao pode compreender ainda um se-
gundo recipiente compreendendo um tampao ou outro reagente (tal como
marcador c_letectével) util para realizar a detecgao. Pode incluir ainda outros
materiais desejaveis de um ponto de vista comercial e do usuario, incluir{do
outros tampdes, diluentes, filtros, e corantes.

Para isolagao e purificacao do polipeptideo LY®6, o conjunto pode

conter o reagente de ligacdo a LY6 ligado a contas (por exemplo, contas de
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sefarose). Os conjuntos que podem ser fornecidos contém tais moléculas da
deteccdo e quantificagdo do polipeptideo LY6 in vitro, por exemplo, em um
ELISA ou um Western blot. Como com o artigo de produgdo, o conjunto
compreende um recipiente e uma marca ou inser¢gao no pacote ou associado
ao recipiente. O recipiente mantém uma composigdo compreendendo pelo
menos um anticorpo, oligopeptideo ou molécula organica de ligagdo a LY6
usavel com a invengdo. Os recipientes adicionais podem ser incluidos con-
tendo, por exemplo, diluentes e tampdes, anticorpos controle. A marca ou
insergdo no pacote podem fornecer uma descricdo da composi¢gdo bem co-
mo instrugoes para o uso in vitro ou diagnodstico desejado.

K. Acidos Nucleicos de Senso e Antissenso que Codificacio de LY6

Moléculas que seriam esperadas ligar-se a acidos nucleicos co-
dificadores de um gene LY6 incluem oligonucleotideos de senso e antissen-
so, que compreendem uma sequéncia de acido nucleico de fita simples
(RNA ou DNA) capaz de ligagao as sequéncias de DNA ou mRNA de LY6
alvo. Oligonucleotideos senso ou antissenso, segundo a presente invengao,
compreendem um fragmento da regido de codificagdo do DNA de LY6 ou
seu complemento. A capacidade de derivar um oligonucleotideo antissenso
ou senso, baseado em uma sequéncia de cDNA de codificagdo uma dada
proteina € descrita em, por exemplo, Stein and Cohen (Cancer Res.
48:2659, 1988) e van der Krol et al. (BioTechniques 6:958, 1988).

Os oligonucleotideos senso e/ou antissenso hibridizaveis a um
gene de LY6 s&o uteis, por exemplo, para detecgao da presenga do DNA ou
mRNA de LY6 em uma amostra de tecido ou células gastrointestinais de
mamifero de acordo com a invengdo. Os compostos de senso ou antissenso
usados de acordo com esta invengao podem ser convenientemente e rotinei-
ramente feitos através de técnica bem-conhecida de sintese em fase solida.
Equipamento de tal sintese € vendido por varios vendedores incluindo, por
exemplo, Applied Biosystems (Foster City, Calif.). Quaisquer outros meios
para tais sinteses conhecida na técnica pode ser adicionalmente ou alterna-
tivamente empregados. E bem-conhecido usar técnicas similares para pre-

parar oligonucleotideos, tais como fosforotioatos e derivados alquilados. Os
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compostos da invengdo também podem ser misturados, encapsulados, con-
jugados ou de outra maneira associados a outras moléculas, estruturas mo-
leculares ou misturas de compostos, como por exemplo, lipossomas, molé-
culas direcionadas ao receptor, formulagdes orais, retais, topicas ou outras,
para auxiliar na ingestao, distribuicdo e/ou absorgdo. Patentes que ensinam
a preparagao de tais formulagdes que auxiliam na ingestao, distribuicdo e/ou
absorgdo incluem, mas nido sao limitadas a, Patentes U.S. Numeros
5.108.921; 5.354.844; 5.416.016; 5.459.127; 5.521.291; 5.543.158;
5.547.932; 5.583.020; 5.591.721; 4.426.330; 4.534.899; 5.013.556;
5.108.921; 5.213.804; 5.227.170; 5.264.221; 5.356.633; 5.395.619;
5.416.016; 65.417.978; 5.462.854; 5.469.854; 5.512.295; 5.527.528;
5.5634.259; 5.543.152; 5.556.948; 5.580.575; e 5.595.756, tal que cada uma
estd incorporada aqui por referéncia.

Oligonucleotideos senso ou reverso incluem sem limitagao inici-
adores e sondas uUteis em PCR, RT-PCR, métodos de hibridizacdo, hibridi-
zagao in situ, e similares.

Outros exemplos de oligonucleotideos senso ou reverso incluem
aqueles oligonucleotideos que sdo covalentemente ligados a porgdes orga-
nicas, tais como aquelas descritas em WO 90/10048, e outras porgdes que
aumentam a afinidade do oligonucleotideo de uma sequéncia de acido nu-
cleico-alvo, tal como poli-(L-lisina). Mais ainda, agentes intercalantes, tais
como elipticina, e agentes alquilantes ou complexos metalicos podem ser
ligados aos oligonucleotideos senso ou antissenso para modificar as especi-
ficidades de ligacao do oligonucleotideo senso ou antissenso a sequéncia
nucleotidica alvo.

Moléculas de RNA ou DNA de antissenso ou senso sao geral-
mente pelo menos aproximadamente 5 nucleotideos em tamanho, aiternati-
vamente pelo menos aproximadamente 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145,
150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 210, 220, 230, 240,
250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390,
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400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 510, 520, 530, 540,
550, 560, 570, 580, 590, 600, 610, 620, 630, 640, 650, 660, 670, 680, 690,
700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770, 780, 790, 800, 810, 820, 830, 840,
850, 860, 870, 880, 890, 900, 910, 920, 930, 940, 950, 960, 970, 980, 990,
ou 1000 nucleotideos em tamanho, em que neste contexto o termo aproxi-
madamente significa o tamanho da sequéncia nucleotidica referido mais ou
menos 10% daquele tamanho referido.

EXEMPLOS

Os seguintes exemplos ndo-limitantes sdo fornecidos com obje-
tivos ilustrativos e ndo sdo destinados para limitar o escopo da invengao.
Reagentes comercialmente disponiveis mencionados nos exemplos foram
usados de acordo com instrugdes do fabricante a menos que indicado de
outra maneira. A fonte daquelas linhagens celulares identificadas nos exem-
plos seguintes, e/ou em todas as partes do pedido de patente, por nimeros
de acesso ATCC é a American Type Culture Coliection, Manassas, VA.
Exemplo 1: Materiais e Métodos

Reagentes, células e camundongos: IFNy, TNFa, e IL13 foram
obtidos de Peprotech® (Rocky Hill, NJ). IFNa foi obtido de Hycult Biotechno-
logy® (The Netherlands). Para experimentos de ligagcdo cruzada, anticorpo
anti-KLH controle, antiLYBA (clone E13-161.7 ou D7) foram obtidos de
Pharmingen® (San Diego, Ca). AntiLY6C (clone HK1.4) foi obtido de Sou-
thern Biotech ® (Birmingham, AL).

Colite de transferéncia de CD45RB?"* crénica foi induzida como
descrito anteriormente em camundongos SCID em um contexto Balb/c (Po-
wrie, F. et al., (1994) Immunity 1:553-562). Camundongos IL10-/-(Kuhn, R. et
al., (1993) Cell 75:263-274) em uma procedéncia 129, que desenvolvem coli-
te espontanea, foram sacrificados entre 11 e 13 semanas de idade. Os co6-
lons foram instantaneamente congelados em OCT até o uso nos experimen-
tos como descrito. O célon proximal, célon médio, célon distal e reto foram
classificados usando uma escala de 0 a 5 (O = intestino normal, 5 = doenga
severa). Os escores foram somado para alcancar um escore de severidade

de colite total de cada animal.
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A linhagem celular de colonécito de camundongo adulto jovem
(YAMC) (fornecido por Robert Whitehead, Vanderbilt University Medical Cen-
ter, Nahville, TN) foi derivada do Immortomouse® um animal transgénico
contendo um antigeno T sensivel a temperatura (tsTag) sob controle de um
promotor dependente de interferon y, como previamente descrito (Whitehe-
ad, R.H. et al, (1993) Proc Natl Acad Sci USA 90:587-591). Células YAMC
proliferam sob condi¢gbes permissivas de 32°C na presencga de 5 unidades/ml
de IFN-y (Peprotech®, New Jersey), mas nio proliferam na remocao de IFN-y
em 37°C (condi¢gbes nao-permissivas).

Células YAMC foram cultivadas em RPMI contendo SFB 5%, L-
glutamina 2 mM, penicilina/estreptomicina, IFNy 5 U/ml e suplemento N-2
(Invitrogen®, Carlsbad, CA). Células foram cultivadas sob condigbées n&o-
permissivas por 24 horas antes dos experimentos, e na duragao dos experi-
mentos.

Células CMT93 foram obtidas de ATCC (ATCC Numero® CCL-
223, ATCC, Manassas, VA) cultivado em DMEM contendo 10% de SFB, L-
glutamina 2 mM, e penicilina/estreptomicina.

Microscopia de captura por laser e purificacdo de RNA: Segoes
10 a 12 ym foram aplicadas na membrane de ld&minas LCM (Moleculars Ma-
chines®, Glattbrugg, Switzerland). As laminas foram submetida a uma colo-
racdo por H&E abreviada (tempo total de aproximadamente cinco minutos)
antes das células das criptas epiteliais foram histologicamente identificadas
e dissecadas usando um microscopio MMI Cellcut® (Molecular Machines,
Glattbrugg, a Suica). RNA foi purificado das células dissecadas usando o
conjunto de purificagdo de RNA Arcturus® Picopure® e protocolos do fabri-
cante (Arcturus®, Sunnyvale, CA) e quantificado utilizando espectrofotometro
NanoDrop ND-1000® (NanoDrop Technologies® , Wilmington, DE).

Hibridizagdo de microarranjo e analise dos dados: a quantidade
e a qualidade de amostras de RNA total de entrada foram determinadas u-
sando espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop® Technologies, Montchanin,
DE) e Bioanalyzer 2100® (Agilent® Technologies, Palo Alto, CA), respectiva-

mente. O método para preparacao de cRNA marcado com corante e a hibri-
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dizagdo do arranjo foi fornecida por Agilent® Technologies (Palo Alto, CA).
Resumidamente, o RNA total da amostra foi convertido em cDNA dupla fita e
entao em cRNA marcado usando um conjunto Low RNA Input Fluorescent
Linear Amplification® (Agilent®, Nimero de Produto 5184-3523). O cRNA
marcado foi purificado usando o miniconjunto RNeasy® (Qiagen®, San Die-
go, CA) e logo quantificado utilizadno espectrofotometro ND-1 000® (Nano-
drop® Technologies). A incorporagdo do corante Cy foi determinada pela cor-
rida do cRNA marcado em um gel de TBE-uréia Novex® (Invitrogen®, Carls-
bad, CA) seguido pela varredura em gel em um scanner TYphoon® (GE He-
althCare®, Piscataway, NJ). Para determinar a quantidade de contagem fluo-
rescente do corante Cy, as imagens de gel foram analisadas usando o pro-
grama ImageQuant ® (GE HealthCare®). Aproximadamente contagens
500.000 cRNA marcado com corante Cy foram fragmentados e hibridizado
ao arranjo gendmico de camundongo total de Agilent como descrito no con-
junto de hibridizac&o in situ da Agilent (Agilent®, Nimero do Produto 5184-
3568). Amostras de LCM foram marcadas com corante de Cy5 e hibridiza-
das contra a referéncia a camundongo universal marcada com corante Cy3
(Stratagene®, La Jolla, CA). Seguinte a hibridizagdo, os arranjos foram lava-
dos, secos com acetonitrila e escaneados em um scanner de microarranjo
de DNA Agilent®. Os arquivos de imagem do arranjo foram analisados usan-
do programa da Agilent® Feature Extraction® 7.5 e analise de dados adicio-
nal foi realizada usando Resolver® (Merck ®, Seattle, WA).

O dado foi analisado usando programa Rosetta Resolver® (Ro-
setta Biosoftware®, Seattle, WA). Resumidamente, amostras saudaveis e
coliticas foram agrupadas separadamente e sondas que passaram por ano-
va bicaudal (p <0,05) foram selecionadas. Estas sondas foram analisadas
ainda para sondas que demonstraram uma mudanga de duas vezes ou mai-
or em amostras coliticas versus amostras saudaveis.

RT-PCR quantitativa em tempo real: RT-PCR foi realizada em
RNA extraido usando o conjunto Tagman® Gold® RT-PCR e reagentes (Ap-
plied Biosystems®, Foster City, CA). Todas as amostras foram corridas com

iniciadores gene-especificos usando sondas internas marcadas 5-FAM e 3'-
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TAMRA. A analise foi realizada comparada ao gene endégeno, SPF31, inici-
adores especificos pelo método 24 Ct como descrito (Livak, K.J., and T.D.
Schmittgen (2001) Methods 25:402-408). iniciadores e sondas foram dese-
nhados usando o programa Primer3® (Rozen, S., and H. Skaletsky (2000)
Methods Mol Biol 132:365-386) ou obtidos comercialmente de (Applied Bi-
osystems®). Iniciadores e sondas usadas para estes ensaios foram os se-
guintes, mostrados na diregao 5'-3"

LYGBA:

Sentido direto: CTT ACC CAT CTG CCC TCC TA (SEQ ID NO:39)
Antissenso: CCT CCA TTG GGA ACT GCT AC (SEQ ID NO:40)

Sonda: TCC TGT TGC CAG GAA GAC CTC TGC (SEQ ID NO:41)

LY6C:

Sentido direto: ACT TCC TGC CCA GCA GTT AC (SEQ ID NO:42)
Antissenso: GGC ACT GAC GGG TCT TTAGT (SEQ ID NO:43)

Sonda: CTG CCG CGC CTC TGA TGG (SEQ ID NO:44)

Marcacdo Imunofluorescente: tecidos congelados foram corta-
dos em segdes de 5 uym e marcados com antiLY6C biotinilado (Southern Bio-
tech®, Birmingham, AL) ou anti-SCA-1 a 2,5 ng/ml (R&D Systems®, Minnea-
polis, MN). As laminas foram lavadas e marcadas com Alexa Fluor® 488 con-
jugado a estreptavidina, usando montada Prolong Gold® com DAPI (Invitro-
gen®, Carlsbad, CA) e visualizado em microscopia confocal.

Ligagdo cruzada de Moléculas LY6: a capacidade de polipepti-
deo LY6 ligado cruzadamente para efetuar a produgao de quimiocina foi tes-
tada pela incubagdo de células YAMC com anticorpos ligados a placa an-
tiLY6C ou anti-KLH (controle) e medindo a produgdo das quimiocinas CX-
CL2, CXCL5, e CCL7. Porque a formacao de jangadas lipidicas na membra-
na celular € requerida para ligagao cruzada, a produgao de quimiocina foi
testada sob condi¢cdes de formacao de jangada normal (ndo-deplecao de
colesterol) e sob condi¢coes de deplecao de colesterol.

Para ligagao cruzada usando anticorpos ligados a placa, 100 pl
de anticorpo antiLY6C ou anti-KLH (controle) em concentragdo de 5 pg/mL

foi adicionado a uma placa 96 pocos, ou 2 mL foram adicionados a uma pla-
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ca de 60 mm? e permitido ligar a placa por 15 horas a 4 °C. Células YAMC,
cultivadas no em condigdes de deplegdo ou ndo-deplecao decolesterol (con-
forme Exemplo 5, aqui) foram incubadas com os anticorpos ligados a placa
por 15 horas a 32°C sob condi¢coes de nao-deplegdo de colesterol RNA foi
coletado e niveis de expressao de CXCL2, CXCL5, e CCL7 foram determi-
nados. O ensaio € ainda descrito e os resultados sdo mostrados no Exemplo
5, aqui.

Inibigado por siRNA: siRNA individual direcionado contra LY6C
murino foram obtidos de Dharmacon (Lafayette, CO). SiRNA foi transfectado
em células YAMC usando lipofectamina 2000 (Invitrogen) e protocolos-
padrao. 72 horas apos transfeccdo, as células foram coletadas para deter-
minar a eficiéncia da redugcdo da expressdo. Um siRNA foi escolhido para
experimentos de ligagdo cruzada com base na eficiéncia de redugao da ex-
pressao superior (95% de inibicdo por RT-PCR quantitativa).

Secrecdo de CXCL5: Sobrenadantes CXCL5 foram coletados no
ponto de tempo indicado de células estimuladas e concentragoes de citoqui-
na foram determinadas por ELISA usando um conjunto comercialmente dis-
ponivel de R&D Systems® e os protocolos de fabricante. O nivel da deteccao
foi 15 pg/mi de CXCL5.

Deplecdo de colesterol: células YAMC foram cultivadas por 72
horas em meio livre de soro a 37°C na presencga de lovastatina 4 pM e me-
valonato 250 yM (Sigma). Células foram plaqueadas e mantidas em lovasta-
tina e mevalonato em todas as partes do experimento.

Estatistica: o teste de t de Student foi usado para comparagao entre grupos
(* indica p <0,05).

Exemplo 2: padroes de expressao génica de IEC sao alterados durante coli-
te

Estudos indicaram que os padrdes de expressao génica de IEC
estdo significativamente alterados nos modelos de colite em camundongo,
bem como IBD humana (Fahigren, A., et al. (2004) Clin Exp Immunol
137:379-385; Brand, S. et al. (2006) Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol
290:G827-838; Ruiz, P.A. et al. (2005) Immunol J 174:2990-2999). Neste
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exemplo, os padrdoes de expressao génica avaliados em IEC de camundon-
gos saudaveis e coliticos foram examinados a fim de iluminar novos genes e
vias alteradas em IBD.

A identificagdo de genes envolvidos na imunopatologia de IBD
foi buscada pela avaliagdo de células epiteliais intestinais (IEC) a partir do
modelo de colite de camundongo e transferéncia de célula T CD45RB™ bem
como o modelo de camundongo IL10™, ambos dos quais resultam da desre-
gulagcdo Th1 e compartitham muitas caracteristicas da doenga de Crohn hu-
mana (Elson, C.O. et al. (2005) Immunol Rev 206:260-276; Bouma, G., and
W. Strober (2003) Nat Rev Immunol 3:521-533). Microdissecg¢ao de captura
por laser (LCM) foi usada para isolar as cripta de IEC dos célons de camun-
dongos saudaveis e coliticos nos dois modelos de IBD murino. RNA foi ex-
traido destas amostras e analisado por tecnologia de microarranjo como
descrito aqui no Exemplo 1. O perfil de expressdo génica de IEC de camun-
dongos coliticos no modelo de colite de transferéncia identificou 1770 son-
das com modificagdes de expressado > 2 vezes comparado aos camundon-
gos controle, enquanto o modelo IL10-/- identificou 1140 sondas. Sobrepon-
do ambos os modelos, houve 540 sondas com modificagdes na expresséao >
2 vezes, correspondente a aproximadamente 400 genes diferentes (dados
nao-mostrados).

Exemplo 3: Vias e Genes Afetados em IEC Durante Colite

Dos aproximadamente 400 genes afetados em ambos os mode-
los, os genes envolvidos na apresentagdo de antigeno, de sinalizacdo de
TLR e migracao celular foram superexpressos (Tabela 7). Na Tabela 7, os
numeros representam a média com desvio-padrao da modificagao de vezes
comparada ao RNA-padrao universal de camundongos coliticos contra ca-
mundongos saudaveis no modelo IL10-/- de colite ou no modelo CD45RB"
de colite, como indicado. Os resultados indicaram que alguns genes expres-
sos em IEC alteraram os padroes de expressdo em modelos de IBD murino.
Muitos destes genes, incluindo TLR2, CCL7, CXCL5 e ICAM-1 foram descri-
tos previamente como tendo expressao epitelial aumentada durante a colite
(Breider, M.A. et al. (1997) Vet Pathol 34:598-604; Uguccioni, M. et al. (1999)
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Am J Pathol 155:331-336; Z'Graggen, K. et al. (1997) Gastroenterology
113:808-816; Singh, J.C. et al. (2005) Am J Physiol Gastrointest Liver Physi-
ol 288:G514-524), sugerindo que o padrao de expressao génico obtido nes-
tes microarranjos sdo uma reflexdo exata da biologia de IEC na colite.

5 Tabela?

Modificagéo de vezes (valor de p)

Migracgao Celular Modelo I1L10 -/- Modelo CD45RBhi
CXCL1 +3,89 (<0,0001) +2,09 (<0,0001)
CXCL5 +21,82 (<0,0001) +23,34 (<0,0001)
CXCL13 +3,01 (<0,0001) +2,85 (<0,0001)
CCL6 -3,47 (<0,0001) -2,5 (<0,0001)

CCL7 +4,2 (<0,0001) +5,54 (<0,0001)
CCL11 -3,43 (<0,0001) -3,6 (<0,0001)

Sinalizagdo de TLR

TLR2 +2,15 (<0,0001) +2,68 (<0,0001)
Fos +3,64 (<0,0001) +2,03 (<0,0001)
LBP +2,34 (<0,0001) +2,57 (<0,0001)
NFKBIA +2,37 (<0,0001) +2,15 (<0,0001)

Apresentagao de Antigeno

H2-D1 +2,77 (<0,0001) +2,23 (<0,0001)
HLA-A +2,83 (<0,0001) +2,40 (<0,0001)
HLA-B +2,71 (<0,0001) +2,44 (<0,0001)
HLA-E +2,31 (<0,0001) +2,34 (<0,0001)
ICAM-1 +2,51 (<0,0001) +2,587 (<0,0001)
PSMB8 +8,10 (<0,0001) +3,09 (<0,0001)
PSMB9 +6,61 (<0,0001) +2,72 (<0,0001)
TAP1 +4,05 (<0,0001) +4,10 (<0,0001)
TAP2 +2,08 (<0,0001) +2,18 (<0,0001)

IEC pode funcionar como APC nao-profissional (Snoeck, V. et
10 al., (2005) Microbes infect 7:997-1004; e Shao, L et al., (2005) Immunol Rev

206:160-176), e o padrao de expressao génico obtido nestes microarranjos
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indica que estas fun¢gdes estdo aumentadas durante a colite pela regulacdo
para cima nos genes associados ao processamento de antigeno, tais como
LMP7 e TAP1, bem como genes de MHC de classe | e Il que serviriam para
aumentar a apresentacdo de antigenos na superficie da IEC.

Os dados do microarranjo apoiam o conceito que IEC colitica
atrae células imunes para célon através da expressao alterada de quimioci-
nas, e podem apresentar antigeno para células T infiltrantes pela regulagao
para cima da expressdao de genes associados com a apresentacdo de anti-
geno.

Exemplo 4: Expressdo de Membros da Familia LY6 é Fortemente Regulada
para Cima na Superficie de IEC Colitica

Membros da familia de moléculas LY6 de camundongo foram
superrepresentadas em nimero bem como grau de regulacao para cima em
ambos modelo de colite de transferéncia de camundongo e modelo de ca-
mundongo IL10-/- (Figuras 23A e 23B). Estes resultados foram confirmados
por RT-PCR quantitativa em tempo real do RNA de IEC agrupado e amplifi-
cado no modelo de colite de transferéncia (dado nao-mostrado). A expres-
sao dos membros da familia LY foi Gnica para o estado de doenga, portanto
nenhum camundongo saudavel expressou niveis apreciaveis de algum des-

tes membros da familia LY®6.
Enquanto a expressao de moléculas de LY6 murinos na superfi-

cie de células de origem hematopoiética &€ conhecida, a expressdao em IEC
ndo foi anteriormente descrita (Bamezai, A. (2004) Arch Immunol Ther Exp
(Warsz) 52:255-266; e Rock, K.L. et al. (1989) Immunol Rev 111:195-224). A
expressdao de LYBA e LY6C murino é detectavel em muitas células nao-
epiteliais presentes no coélon, tais como células T e granulécitos. Marcagao
imunofluorescente foi realizada para ambos LYBA e LY6C murino em colons
saudaveis e coliticos. Os niveis de LY6A e LY6C murino foram minimos ou
ausentes na superficie de IEC saudavel (Figura 24A e 24C, respectivamen-
te). A expressdo de ambas LYBA e LYBC murino foi detectavel na superficie
de IEC em todas as partes do colon de camundongos coliticos (Figura 24B e

24D, respectivamente). Nao houve evidéncia de polarizacdo de LYBA ou
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LYBC, e marcagdo esteve presente e mambas membranas apical e basola-
teral, fazendo moléculas de LY6 potencialmente acessiveis aos ligantes em
qualquer superficie. Estes resultados indicam que os resultados de analise
por microarranjo mostrando a regulagdo para cima de LY6A e LY6C murino
em modelos coliticos murinos nao foi devido ao influxo de células imunes
contaminantes.
Exemplo 4: Transcricdo de genes LY6 é estimulada por citoquinas inflamaté-
rias

A expressao de LY6 em células T é induzida e aumentada por
ambos os IFNs tipo | e tipo Il (Khodadoust, M.M., K.D. Khan, e A.L. Bothwell.
1999. Complex Regulation of Ly-6E Gene Transcription in the Cells by IFNs.
J Immunol 163:811-819). Além disso, a expressao de diversas citoquinas,
esta elevada no colon durante a colite ativa (Niessner, M., e B.A. Volk. 1995.
Citocina Th1/Th2 alterada nos perfis ha mucosa intestinal de paciente com
doenga inflamatéria intestinal como avaliado através da transcrigdo reversa
quantitativa-reagédo em cadeia polimerase (RT-POR) Altered Th1/Th2 Cyto-
kine in the profiles in the intestinal mucosa of patients with inflammatory bo-
wel disease as assessed by quantitative reversed transcribed polymerase
chain reaction (RT-PCR). Clin Exp Immunol 101:428-435).

Para determinar se citoquinas presentes durante a colite afetam
a transcricao de membros da familia LY6 em IEC, tratamos células YAMC,
um linhagem celular de IEC murino condicionalmente imortalizada, com IL-1
B, IFN o, TNF a, IFNy ou a combinagdo de TNF o e IFNy e analisamos a
transcrigdo de todos genes LY6 murinos identificados por RT-PCR quantita-
tivo em tempo real (Tabela 8). Resumidamente, os niveis de mRNA do
membro da familia LY6 indicado em IEC foi determinado por RT-PCR quanti-
tativa em tempo real apdés 15 horas de tratamento com a citoquina indicada.
O nudmero representa a modificagdo de vezes (determinado pelo método 2°
28C versus os meios ndo-tratados do controle. *, P <0,05 versus as medias
do controle ndo-tratado. 1, p <0,05 versus celulas tratadas IFNy. Os mem-
bros seguintes da familia LY6 foram testados, mas nao detectados nas a-
mostras, apesar do tratamento: LY6K, LYPD3, LYPD4, LYPDS5, LY6g5b,
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Ly6g6d, Ly6g6e, Slurp1. Os resultados indicam que IEC regula para cima
membros da familia LY6 em resposta a citoquinas inflamatérias.
Tabela 8

Médias | IL1B | TNFa | IFNa IFNy IFNy & TNFa
Ly6A 1,0 1,8* 2,2* 2,8* 33,1* 65,41
Ly6C 1,0 1,6* 1,2* 2,4* 65,6 63,6
Ly6D 1,0 2,7* 2,1* 1,5* 1,0 0,9
Ly6E 1,0 1,4* 1,5* 2,1 1,9* 2,9*%
Ly6F 1,0 2,5* 0,6* 7,1* 108,2* |169,7*t
Ly6H 1,0 1,0 1.1 1,2 3,7* 1,41
Lypd1 1,0 1,6* 2,1* 1,3* 1,3* 2,9*t
Lypd2 1,0 0,1* ND 0.4* 0,1* ND
Ly6g5c 1.1 1,3 0,8 0,9 1,3 1,1
Ly6g6c 1,0 0,7 0,7 0,6 0,6* 0,3*t
Slurp2/Lynx1 11,1 0,7 0,4 0,7 1,5 0.,4*

Enquanto muitos dos membros da familia LY6 ndo foram detec-
tados na presenga ou auséncia de citoquinas inflamatérias, detectamos uma
forte regulagao para cima na transcricao de LYBA, LY6C e LY6F murinos em
resposta a maioria das citoquinas testadas regulagdo para cima mais mode-
rada de LY6BE, LY6H e LYPD1 murinos em resposta a algumas citoquinas
testadas. Entretanto, IFNy foi de longe a citoquina mais potente na indugéo
de regulacao para cima de LY6. Além disso, TNF a aumentou os efeitos de
IFNy na expresséo de LY6A, LY6F, LYBE e LYPD1. Regulagao para cima
similar dos membros da familia LY6 foram vistos em outra linhagem IEC mu-
rino, CMT93 (dado n&o-mostrado).

Para examinar a expressao superficial de membros da familia
LY6 em resposta a citoquinas, células YAMC foram expostas as citoquinas
acima e analisadas por citometria de fluxo para expressao das LY6A e LYBC
murinos, para as quais os anticorpos comerciais estao disponiveis, como
descrito aqui no Exemplo 1. Altos niveis de LYBA murino foram expressos
em ceélulas YAMC até na auséncia de citoquinas adicionadas (Figura 25B,

médias). Expressadc de LYEC murino (Figura 25A, médias) foi consideravel-
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mente menor do que a expressio de LY6GA.

IL-1 B e TNF o induziram leves aumentos na expressao superfi-
cial de ambas LYBA e LY6C murinos, em concordancia com a expressao de
RNA (Figuras 25A e 25B). Um aumento mais moderado na expresséo foi
observado quando IFNa foi adicionado as células, enquanto IFNy induziu
aumentos dramaticos na expressdo superficial de ambas LYBA e LY6BC (Fi-
gura 25A e 25B). A expressdo proteica superficial refletiu estreitamente a
expressao de RNA. Citocinas Th2, tais como IL4, IL10 ou IL13 nao tiveram
efeito na expressao superficial de LYBA ou LY6C (dado ndo-mostrado).

A indugcdo de ambas LY6A (Figura 25D) e LY6C (Figura 25C)
por IFNy foi dose-dependente. As doses tao baixo como 6,25 unidades/ml de
IFNy resultaram em aumentos detectaveis em ambas moiéculas LY6 por ci-
tometria de fluxo. Além disso, o aumento da expressao superficial em ambas
LY6A (Figura 25F) e LY6C (Figura 25E) ficou evidente entre 2 e 4 horas a-
pos tratamento com IFNy, e manteve-se aumentada por pelo menos 24 ho-
ras apos tratamento com IFNy. Estes dados indicam que concentragdes rela-
tivamente baixas de IFNy sdo suficientes para aumentar a expressao super-
ficial de moléculas LY6 em horas.

Ha evidéncia que IL-22, que é secretado principalmente por cé-
lulas T ativadas, funciona através do complexo IL-22R, presente na IEC para
promover a producgao de citoquina e um fendtipo inflamatério (Brand, S.F. et
al. Am J Phisiol Gastrointest Liver Physiol 290:G827-838 (2006)). Além dis-
so, IL-22 esta envolvida no immunopatogénese da Doenca de Crohn. Para
examinar se IL-22 afeta a expressdo da molécula LY6 em IEC murino, célu-
las YAMC foram cultivadas na presenca de IL-22 e analisadas para expres-
sdo do LY6BC (Figura 25G) e LYBA ((Figura 25H). Ambas moléculas LY6 fo-
ram substancialmente aumentados na presenga de IL-22 a niveis compara-
veis a indugao providenciada apods tratamento com IFNy.

Para assegurar que a regulagdo para cima de moléculas LY6
n3o foi especifica para a linhagem celular YAMC, os niveis de RNA de LYBA
e LYBC murinos na linhagem celular de tumor epitelial colénico murino

CMT93 foram examinados. Os niveis de ambos LYBA murino e LYS6C murino
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foram regulados para cima no tratamento com IFNy (Figura 251). Embora os
niveis de regulacao para cima de moléculas LY6 fossem mais modestos em
células CMT93, a andlise por citometria de fluxo indicou que os niveis foram
bastantes altos até em células ndo-tratadas (dado ndo-mostrado), que é pro-
vavelmente um resultado do fenétipo tumoral de células CMT93.

Este dado suporta os dados obtidos por RT-PCR quantitativa em
tempo real na confirmagao de que IEC regula para cima os membros da fa-
milia LY6 em resposta a citoquinas inflamatoérias.

Exemplo &: estimulagdo de LY6 de IEC associada com a formacgao de jan-
gada lipidica

Como proteina ancoradas por GPl, os membros da familia de
LY6 ndo possuem um dominio intracelular unico associado a tradicional si-
nalizagao para fora. Particularmente estdo presentes nos microdominios da
jangada lipidica (Bohusilav, J. et al. Eur J Immunol 23:825-831 (1993)). En-
tretanto, foi sugerido que ligagdo cruzada de membros da familia LY6 na
superficie das células resulte em redistribuicdo de outras moléculas de su-
perficie celular bem como reorganizagdo de estruturas de jangada lipidica,
sugerindo um mecanismo pelo qual as moléculas LY6 podem afetar a trans-
ducao de sinal e fungdes celulares a jusante (Simons, K. et al., Nat Rev Mol
Cell Biol 1:31-39 (2000)).

Alguns ligantes da proteina LY6 foram identificados até agora, e
nenhum ligante para LY6A ou LY6C é atualmente conhecido (Paret, C. et al.,
(2005) Int J Cancer 115:724-733; Apostolopoulos, J. et al., (2000) /mmunity
12:223-232; e Classon, B.J. (2001) Trends Immunol 22:126-127). Colesterol
€ requerido para manter a integridade de jangada lipidica. (Simons, K., et al.
J Clin Invest 110:597-603 (2002)), e a deplecao de colesterol € muitas vezes
usada para inibir a biossintese de jangada lipidica in vitro (von Tresckow, B.
et al. J Immunol 172:4324-4331 (2004)).

Para analisar se a reorganizagdo de jangada lipidica ocorre em
IEC em resposta a ligagao cruzada a LY6, células YAMC foram cultivadas
em condi¢gbes de deplegao de colesterol (condigcdes sob as quais as janga-

das lipidicas sdo depletadas das células) e condicdes de ndo-deplecdo de
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colesterol (condigdes permissivas para formagado de jangada lipidicas). Em
condigoes de deplecido de colesterol, as células YAMC foram cultivadas na
auséncia de soro e na presenca de lovastatina 4 yM e mevalonato 0,25 mM
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO) por 72 horas a 37 °C. As mesmas con-
dicdes de cultura foram usadas para células YAMC sob condigdes de nao-
deplecao de colesterol, exceto que nem lovastatina nem mevalonato foram
adicionados ao meio de crescimento. As células entao foram suspensas e
LY6C foi ligada cruzadamente como descrito acima no Exemplo 1. RNA foi
coletado e os niveis de expressdo de CXCL2, CXCL5, e CCL7 foram deter-
minados.

Os resuitados destes estudos indicaram que a deplecdo de jan-
gada lipidica resulta em uma inibigdo da produgao quimiocina mediada por
LY6C. As figuras 26A a 26C mostram que células YAMC com colesterol de-
pletado(barras escuras) produziram menos quimiocina do que células que
nao foram depletadas de colesterol (barras abertas). A deplegao de coleste-
rol afetou a producdo de quimiocina nos grupos controle anti-KLH estimula-
dos, independente da estimulagdo por LYBC, entretanto a resposta foi mini-
ma € nao em uma diregcdo consistente. Para examinar se a deplegao de co-
lesterol globalmente afetou a viabilidade celular, medimos a morte celular,
por exclusao de 7AAD, e decidimos que a deplecao de colesterol ndo afetou
significantemente a viabilidade das células YAMC (viabilidade de 92% ver-
sus 86% nas ceélulas depletadas de colesterol, dado ndo-mostrado). A ex-
pressao superficial ambas LYBA (Figura 26D) e LY6C (Figura 26E) foram
ambas significativamente menores nas células YAMC depletadas de coleste-
rol, sugerindo que os niveis de colesterol da membrana plasmatica e integri-
dade de jangada lipidica afetem os niveis da expressao de LY6 na superficie
das células. Este dado sugere que a integridade da jangada lipidica, influen-
ciada pela biossintese de colesterol, leva considera a expressao de molécu-
las LY6 na superficie, e esta potencialmente envolvida na indugcdo mediada
por LYBC de quimiocinas. Dessa forma, o aumento da produg¢ao de quimio-
cina mediada pela interagcdo dos polipeptideos LYBC na membrana celular

requer a presenca de jangadas lipidicas na superficie celular.
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Exemplo 6: Ligacdo cruzada a LY6C resulta na expressao superficial aumen-
tada de moléculas LY6

Foi relatado que ligagdo cruzada a LY6C na superficie de células
T resulta na queda de LY6C (Jaakkola, I. et al. (2003) J Immunol 170:1283-
1290). Entretanto, diferentemente de células T, quando LY6C murino foi li-
gada cruzadamente na superficie de IEC, nenhuma queda de LY6A ou de
LY6C ocorreu (Figura 27A e 27B, respectivamente). Ao contrario, a auséncia
de IFNy, os niveis de expressao superficial de ambas LYBA e LY6C foram
aumentados em |IEC com ligagdo cruzada a LYGC, mas ndo LY6A. Quando
IEC foram pré-incubadas com IFNy, a maior parte deste efeito foi abolido
(Figura 27C), entretanto, uma leve regulagao para cima de LY6A foi ainda
detectada (Figura 27a).

Estes dados indicam uma alga de retroalimentagao positiva pela
qual a estimulagdo por LYBC em IEC resulta na expressao superficial au-
mentada de moléculas LY6.

Exemplo 7: Estimulagdo de LY6A resulta na secregido aumentada de quimio-

cinas
As fung¢des de moléculas LY6 nao foram totalmente elucidadas.

Para examinar o papel de moléculas LY6 na imunopatologia da colite, esti-
mulagdo de moléculas LY6 foi estudada por afetar na transcrigcdo e na se-
crecio de quimiocinas em IEC.

Para analisar a producdo de quimiocinas de IEC em resposta a
ligagdo cruzada de moléculas LY6 murinos, células YAMC, pré-tratadas com
IFNy ou nédo-tratadas, foram cultivadas em placas recobertas com anticorpo
controle anti-KLH, antiLYBA ou antiLY6BC. Vinte e quatro horas depois, mR-
NA destas células foi obtido e analisado por RT-PCR quantitativa da expres-
sdo de CCL2, CCL4, CCLS5, CCL7, CCL8, CCL25, CXCL1, CXCL2, CXCLS5,
CXCL10, CXCL12 e CX3CL1, que sao quimiocinas que foram envolvidos na
colite (Tabela 9) (Papadakis, K.A. (2004) Curr Allergy Asthma Rep 4:83-89;
Banks, C. et al., (2003) J Pathol 199:28-35; e Papadakis, K.A., and S.R. Tar-
gan (2000) Inflamm Bowe/ Dis 6:303-313). O ensaio foi realizado sob condi-

coes de crescimento ndo-permissivas (37°C na auséncia de IFNy) para ex-
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cluir a possibilidade da proliferagdo aumentada de IEC em resposta a esti-

mulagao por IFNy.

Tabela 9
Pré- .
tratamento > Medias IFN

Ligagao Anti- An- An- Anti- An-

Cruzada > KLH tiLYBA |[tiLYBC KLH tiLYBA |AntiLY6C

CCL2 1,01 -1,38 8,81 3,53 2,83 16,12
(0,14) |(0,13) (0,72) (0,21) |(0,21) [(0,56)

CCL4 1,31 1,83 3,15 5,35 3,65 16,12
(1,14) {(0,49) |(1,17) (0,48) [(0,69) {(0,56)

CCL5 1,00 1,09 3,31 2,73 2,76 10,13
(0,10) |(0,02) |[(0,15) (0,13) ((0,23) |(0,27)

CCL7 1,00 1,06 3,37 2,82 1,39 5,81
(0,11) {(0,08) [(0,15) (0,44) [(0,33) ((0,51)

CCLs8 1,03 2,05 12,78 74,22 74,44 110,44
(0,30) [(0,37) |[(3,14) (8,94) [(9,81) |(3,36)

CCL25 1,01 1,06 1,16 1,38 1,32 1,46
(0,16) |(0,11) |(0,00) (0,36) [(0,15) |(0,19)

CXCL1 1,00 -3,17 11,58 -1,13 -1,64 13,36
(0,07) {(0,11) [(0,12) (0,10) {(0,17) ((0,35)

CXCL2 1,33 ND 21,81 14,30 10,95 113,20
(1,10) (3,13) (3,30) [(3,05) ((16,23)

CXCL5 1,08 ND 118,45 1,70 ND 150,99
(0,53) (65,14) (1,15) (55,50)

CXCL10 1,00 1,02 5,11 5,68 5,22 12,22
(0,05) |(0,06) {(0,19) (0,31) [(0,22) (0,51)

CXCL12 1,01 1,12 -1,99 -1,11 -1,23 -3,02
(0,14) ((0,05) [((0,14) (0,05) [(0,21) [(0,06)

CX3CL1 1,00 -1,18 1,92 2,21 1,87 3,22
(0,08) |(0,15) |[(0,07) (0,11) {(0,16) (0,42)

As células pré-tratadas com IFNy mostraram regulagdo para ci-
ma de muitos destes genes de quimiocina (vide médias, grupo Anti-KLH ver-
sus IFNy, grupo Anti-KLH da Tabela 9). Entretanto, com a excegao de uma
regulacdo para cima de CCL8 e um regulacao para baixo de CXCL1, an-
tiLYBA estimulou células YAMC mostrou similares padroes de expressao

génica conforme células YAMC estimuiadas por anti-KLH. Entrelanto, céiu-
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las YAMC estimuladas com antiLYBC mostraram a expressao aumentada de
todas as quimiocinas analisadas exceto CCL25, que permaneceu essenci-
almente inalterada, e CXCL12, que foi regulada para baixo em resposta a
estimulagdo de LY6C. Enquanto a expressao génica aumentada de quimio-
cinas induzida pela ligagao cruzada a LY6C nao foi dependente de IFNy,
células pré-tratadas com IFNy mostraram a expressdo aumentada de quimi-
ocinas versus células que ndo foram pré-tratadas com IFNy.

Para analisar a cinética da indugado de quimiocina induzida por
estimulagdo de LY6C murino, placas de 96 pogos foram recobertas com an-
ticorpo anti-KLH ou antiLY6A ou anticorpos monoclonais antiLY6C. Células
YAMC, pré-tratadas ou nao com IFNy, foram adicionadas por 24, 48 ou 72
horas. No ponto de tempo indicado, o RNA foi coletado para analise por RT-
PCR quantitativa e sobrenadantes foram coletados para ELISA.

Em 24 horas, um pico de transcrigdo de ambos CXCL5 e CCL7
foi detectado em células com ligagdo cruzada LY6C, mas nao LY6A (Figura
28A). Expressao aumentada de CXCL5 e CCL7 diminuiram ao longo do
tempo mas foram ainda detectaveis apds 72 horas em cultura. Apesar de
IFNy n&o ser requerido para aumentar a transcrigao de quimiocina, IFNy atu-
ou sinergisticamente com a estimulagéo de LY6C na indugdo da transcrigéo
de ambos CXCL5 e CCL7 em pontos de tempo mais precoces.

Em paralelo com a expressido génica, sobrenadantes de LYG6C,
mas ndo LYGA, células com ligagado cruzada continham concentragées signi-
ficativamente maiores de CXCL5 em 48 horas (Figura 28B). O efeito foi do-
se-dependente, e detectavel tao pouco como 1 ug/mi de antiLY6C revestido.
Como na transcrigéo, a secregdo de CXCL5 foi aumentada quando as célu-
las foram pré-tratadas com IFNy, mas IFNy ndo foi necessario para o efeito.
A secrecao aumentada de CXCL5 foi observada em ambos os pontos de
tempo 24 e 72 horas também.

Para assegurar que LYGC esteve envolvida na regulagao para
cima observada de quimiocinas, usamos siRNA para reduzir a expressao de
LY6C. O transcrito de LY6C foi inibido em 95% na auséncia de IFNy e apro-
ximadamente 90% na presenca de IFNy por RT-PCR quantitativa em tempo



10

15

20

25

30

133

real que corresponde a niveis significativamente menores de LY6C na super-
ficie das células YAMC (dado nao-mostrado). Células com niveis reduzidos
de LY6C na superficie mostraram uma resposta diminuida a ligagdo cruzada
a LY6C com relagao a transcrigdo do quimiocinas (Figura 28C). A secregéao
de CXCL5 foi marcadamente inibida pela redugdo da expressao de LY6C
também (dado ndo-mostrado).

Estes resultados indicam que ligagdo cruzada de LY6C, mas nao
LY6A, na superficie de IEC resulta na secre¢do aumentada de quimiocinas.
Exemplo 8: IEC in vivo mostram uma expressao génica de quimiocina similar
a células estimuladas por LY6C

Os dados acima estabelecem um modelo pelo qual IEC estimu-
ladas através de LY6C murino regula para cima significativamente a expres-
sdo de genes de quimiocina.

A analise dos dados de microarranjo de IEC microdissecadas
por captura em laser em modelos murinos de colite, a expressido dos mes-
mos 12 genes de quimiocina em camundongos saudaveis e coliticos nos
dois modelos murinos da colite foi examinada para determinar se as quimio-
cinas estimuladas pela ligagdo cruzada a LY6C in vitro correlacionam-se
com as quimiocinas secretadas por IEC in vivo (Figuras 29A e 29B). Embora
o padrao de expressao nao seja idéntico ao regulagao para cima de quimio-
cinas resultante da estimulagao por LYBC, expressido de CXCL5, que foi o
gene de quimiocina mais altamente regulada para cima em estudos in vitro,
foi também a maior quimiocina regulada para cima em modelos murinos da
colite. Foi visto regulagdo para cima significante na expressdo de CXCLA1,
CXCL10, CCL5 e CCL7 em ambos os modelos de colite. Além disso, foi vis-
to regulagdo para cima de CCL4 e CCL8 no modelo de colite de transferén-
cia ou modelo IL10-/-, respectivamente.

Interessantemente, a unica quimiocina que foi regulado para
baixo como um resultado de estimulagdo de LY6C murino in vitro, CXCL12
foi também a Unica destas quimiocinas reguladas para baixo in vivo.
Exemplo 9: Expressao de genes LY6 humanos em células de colon

A expressdo de LYGBH, LYPD1, LYPD3, e LYPDS humanas em
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uma linhagem celular do coélon humana, células Colo 205 (uma linhagem
celular derivada de carcinoma do célon humano, ATCC® numero de acesso
CCL-222°%), foi examinado. Células Colo 205 humanas foram tratadas com
as citoquinas IFN-r, LPS, TNF o, IFN-r + TNF «, IFN-r + LPS, ou LPS + TNF
o. (todos em 100 ng/ml, exceto LPS a 1 ug/ml) por 18 horas (LYPD3) ou 24
horas (LYBH ou LYPD5). RNA foi coletado e purificado e a expressao do
membro da familia LY6 indicado foi determinado por RT-PCR quantitativa
usando de reagentes da Applied Biosystems® de acordo com instrugdes do
fabricante. Iniciadores e sondas usadas para a analise RT-PCR foram os
seguintes:

LYPD1:
Sentido direto: CAT GAT CCT CCG AAT CTG GT (SEQ ID NO:59)

Antissenso: AGC ACA GAA CAG AGG GGC TA  (SEQ ID NO:60)
Sonda: ATA CGG CCA ATG TCA CACA (SEQ ID NO:61)
LYPD3:

Sentido direto: ACT TCC TGT TCC CAC CAC TG (SEQ ID NO:62)
Antissenso: AGA GGA CAA GCG GAG AGA CA (SEQID NO:63)
Sonda: TTC TGG CAG GGG TGT TCT AG (SEQ ID NO:64)
LY6H:

Sentido direto: AGC AGC AGC AGG AAG GAT (SEQ ID NO:65)
Antissenso: AAA AGT GCC GCT TAA CGA AG (SEQ ID NO:66)
Sonda: CAA GAT GTG TGC TTC CTC CTG CGA (SEQ ID NO:67)

Iniciadores e sondas para LYPD5 foram adquiridas de Applied
Biosysems® (nimero de catalogo HS00289062_m1).

Os resultados plotados nas Figuras 30A a 30C indicam aumen-
tos de vezes na expressao destes genes LY6 humanos em relagcdo ao con-
trole de B-actina humana. Aumentos significantes na expressdo de LYG6H,
LYPD3, e LYPD5 humanas foram observados seguintes ao tratamento com
as citoquinas indicadas.

Exemplo 10: Expressdo de genes LY6 humanos em tecido de bidpsia do

colon
Para investigar ainda a fonte do LYPD1 aumentado e expressao
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de LYPDS5 no colon de pacientes com CD e UC, foi combinado em uma coor-
te de bidpsias de pacientes com UC, CD e controles. Analise por microarran-
jo para expressdo de LYPD1 usando RNA extraido de bidpsias de colon
mostraram expressao estatisticamente aumentada tecido de célon inflamado
de pacientes com CD (Figura 31A). Nas biopsias de UC e CD tomadas de
colon, a expressao de LYPDS5 estatisticamente aumentada foi observada em
pacientes com UC e CD inflamados (Figura 31B). Isto ndo foi observado nas
bidépsias do controle nao-inflamadas.

A expressdo de LY6H humano nas biopsias de ileo terminal de
tecido com IBD inflamado foi analisada em relag&o ao bidpsias de ileo termi-
nal controle (ndo-IBD) usando analise por RT-PCR (Tagman®). A expressao
de LY6H humana foi pelo menos 1,5 vezes maior nas biépsias de IBD infla-
madas em relagao ao controle.

A expressido de LYPD3 humana em bidpsias de colon de UC
inflamadas foi regulada para cima e pelo menos de 2 vezes maior nas bidp-
sias de IBD inflamadas em relagdo ao controle.

Os resultados destes exemplos demonstraram a expressao de
moléculas LY6 na superficie de IEC, e ainda indicaram que a expressao &
unica para IEC no contexto da inflamacgao. Além disso, os niveis de expres-
s3o superficiais de LYBA e LY6C foram altos em IEC de camundongos coliti-
cos, e quase universais em todas as partes do célon. Como moléculas am-
bas especificas para o estado doente, expressos em toda parte durante a
doenca, a detecgdo do gene LY6 humano ou expressao génica ou polipepti-
dica, particularmente LY6H, LYPD1, LYPD3, e LYPD5 humanas, como mé-
todo util para detecgéo de IBD, incluindo UC e/ou CD em humanos. Adicio-
nalmente, o método de deteccdo da expressdao de LY6 humana é util para
diagnosticar IBD, UC e/ou CD em um ser humano e monitorar a resposta a
agentes terapéuticos para IBD.

Nos Exemplos descritos aqui, a significagao funcional da ex-
pressido de LY6 em IEC foi demonstrada. Células YAMC foram fortemente
positivas para LYBA, e expressaram niveis menores de LY6C. Entretanto,

sob estimulo com diversas citoquinas presentes no célon durante a colite,
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incluindo IL-1 B, TNF a, IFN «, e em particular |[L-22 e IFNy, os niveis de ex-
pressdo de ambas as moléculas LY6 foram grandemente aumentadas. Célu-
las YAMC pré-tratadas com IFNy a expressao reguladas para cima de molé-
culas LY6, foram um modelo in vitro Gtil para analisar a significagao funcional
da expressao de LY®6.

A natureza condicionalmente imortalizada das células YAMC
vem do promotor de MHC Il dirigida pela expressdo do grande antigeno T de
SV40; baixos niveis (2,5 a 5 U/ml) de IFNy sdo usados para dirigir a prolife-
ragao destas células (Whitehead, R.H. et al. (1993) Proc Natl Acad Sci USA
90:587-591; Whitehead, R.H., e J.L. Joseph. (1994) Epithelial Cell Biol
3:119-125). Células YAMC sao muitas vezes usadas como um modelo in
vitro para tratamentos com citoquina de IEC murino (Mei, J.M. et al. (2000)
Faseb J 14:1188-1201; Yan, F., and D.B. Polk (2002) J Biol Chem
277:50959-50965). O grande antigeno T de SV40 que estas células contém
sdo sensiveis a temperatura, e € ndo-funcional a 37°C. Todos os experimen-
tos realizados aqui envolveram tratamento com IFNy sob estas condigdes
nao-permissivas. Além disso, células YAMC foram privadas de soro (e priva-
das de IFNy) a 37°C por 24 horas antes dos experimentos. Sob tais condi-
¢coes, efeitos indicando a expressao residual de antigeno T, tais como proli-
feragdo de células, ndo foram observados. Por conseguinte, efeitos de tra-
tamento com IFNy foram devidos a efeitos inerentes de IFNy em vez de efei-
tos que se originam pelo direcionamento da expressdo do antigeno T. Além
disso, a regulagdo para cima dos membros da familia LY6 foi detectada em
uma segunda linhagem celular murino, CMT93, confirmando que este efeito
é largamente aplicavel a IEC.

Além disso, IFNy ndo foi a Unica entre as citoquinas para indu-
¢ao de moléculas LY6 como regulagido para cima modesta da expressao de
LY6 foi notada apds tratamento com TNF a, IL-1 B e IL-22. A regulagao para
cima de moléculas LY6 em IEC na resposta a IL-22 ¢ interessante a luz de
dados recentes que demonstrando um papel potencial de IL-22 na Doenga
de Crohn (Wolk, K., et al. J Immunol 178:5973-5981 (2007)). Embora a ho-

mologia entre moléculas LY6 de camundongo e humanas muitas vezes seja
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complicada, ha evidéncia para sugerir que a regulagdo para cima de molécu-
las LY6 n&o seja restrita a camundongos. Estudos prévios em ratos sugeri-
ram regulagdo para cima de moléculas LY6 no intestino delgado em modelos
de colite, e foi sugerido que tal expressdo esteja envolvida em inflamagao,
interagdes de célula/célula bem como sinalizagdo nas IEC de rato (Bakshe-
ev, L. et al. J Gastroenterol 41:1041-1052 (2006)).

Os dados descritos acima indicam que ha uma possibilidade que
a integridade de jangada lipidica esteja envolvida na transdugdo de sinal
mediada por LY6C em IEC. Isto implica que a alteragdo das jangadas lipidi-
cas poderia servir atenuar a jusante da estimulagdo de LY6C ambas por re-
gulacado para baixo da expressado LY6C e alteragdo dos componentes estru-
turais da sinalizagao de LY6C. Recentemente, foi determinado que a deple-
cao de colesterol de IEC com estatinas inibe a expressdao génica pro-
inflamatoria através de modulagdo de NF-x B (Lee, J. et al, Int Immuno-
pharmacol 7:241-248 (2007)). Além disso, as estatinas foram terapeutica-
mente eficazes em modelos murinos da colite (Naito, Y., et al. Int J Mol Med
17:997-1004 (2006)). O mecanismo de motilidade das jangada lipidica e blo-
queio de NF-x B permanece indeterminado, mas os nossos dados sugerem
que ativagao através de LY6C possa ser uma hipotese para explicar o me-
canismo de ag&o.

Neste estudo, identifica-se moléculas LY6 como um potencial
regulador a montante na expressdo de genes de quimiocina. A ligacao cru-
zada do receptor LY6C com anticorpos monoclonais resultou em regulagao
para cima dramatica de quase todas as quimiocinas analisadas, incluindo
CXCL5. Confirma-se ainda que a secregdo de CXCL5 é grandemente au-
mentada em ligagdo cruzada a LY6C de IEC. E interessante que embora
ambas LY6A e LY6C estejam ancoradas a superficie celular por uma porgao
GPI, e apesar dos niveis maiores da expressdo de LY6A do que LY6C na
superficie de IEC, que os efeitos a jusante na secrecao de quimiocina sejam
vistos com ligagdo cruzada a LY6C e nao consistentemente com ligacao
cruzada a LY6A.

Exemplo 11: Identificagdo de um ligante para LYPD5
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Neste estudo, uma pesquisa por ligantes de LYPD5 foi realizada
por técnicas bem-conhecidas aqueles versados na técnica, ou seja pela ex-
pressédo por clonagem de aproximadamente 14.000 genes humanos sob o
promotor CMV em células COS. Grupos de 100 genes foram transfectados
nas células COS cultivadas em 140 pogos em placas 12 pogos. Seguinte a
transfecgéo, as células foram marcadas com proteina LYPD5-Fc (vide a Fi-
gura 32). Pogos com marcacao positiva foram identificados e clones indivi-
duais foram transfectados em células COS. Um unico pogo expressando
uma unica proteina, GLG-1 (ESL-1) foi identificado como um ligante para
LYPDS5. GLG-1 é caracterizado por um dominio extracelular longo (ECD), um
dominio transmembrana e um dominio citoplasmatico. Uma série de estudos
de coimunoprecipitagdo foi conduzida usando técnicas conhecidas por aque-
les versados na técnica para avaliar a capacidade de varias regides da ECD
de GLG-1 para ligar-se a LYPDS. Foi encontrado que variantes ou fragmen-
tos do ECD de GLG-1 (vide Figuras 33 a 35) foram capazes de servir como
um ligante para LYPDS. A figura 33B mostra os resultados dos estudos de
coimunoprecipitagao usando Fragmentos 1, 2, 3, ou 4 como representado na
Figura 33A e demonstra que qualquer um dos fragmentos é suficiente para
ligagdo a LYPDS5.

Além disso, um dominio de ECD de GLG-1 foi considerado ser
suficiente por si mesmo para ligagdo a LYPD5. Como mostrado na Figura
33, GLG-1 é composto de multiplos dominios GLG-1 e dominios GLG-1 uni-
cos podem ligar-se a LYPDS. A figura 34B mostra os resultados de uma co-
imunoprecipitagado demonstrando Fragmentos 1, 2, 3, e 4, bem como domi-
nios unicos GLG-1 115, 150, 215, 538, 609, 670, 729, e 858 (como mostrado
na Figura 34A) foram capazes de ligar-se a LYPD5.

Através de outro estudo de coimunoprecipitagdo, a ligagao foi
mostrada ser especifica com base nos fragmentos de LYPDS5 (vide Figura
35A) em que foi verificado LYPDS nao ligar-se ao controle negativo BAP, um
controle negativo FN14 foi verificado nao ligar-se ao fragmento 2 de GLG-1,
o0 dominio humano GLG-1 115 se liga a LYPD5, o dominio 115 ndo é sempre

expresso em niveis detectaveis mas ainda reduz LYPDS5, e a fracdo do
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fragmento 1 de GLG-1 humano que nio tem do dominio 115 (residuos 26 a
114) nao se liga a LYPD5 (Figura 35B).

O ™" nas Figuras 34A e 35A indica um potencial sitio de fucosi-
lagao.

Embora a inveng@o precedente tenha sido descrita em algum
detalhe por meio de ilustragcdo e exemplos com objetivos de clarear o enten-
dimento, as descricdes e exemplos ndo devem ser interpretados como limi-
tante ao escopo da invengao. As revelagoes de todas as literaturas de paten-
tes e cientificas citadas aqui sdo expressamente incorporadas em sua totali-

dade por referéncia.

Listagem de Sequéncia

<110> Diehl, Lauri;

Flanagan, Kenneth;

Mo, Lian;

Genentech Inc.,
<120> METODOS PARA DETECGAO DE DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL
<130> 39766-0296.PCT
<140> Ainda ndo atribuido
<1l41> Com a presente
<150> US 60/891,196
<151> 2007-02-22
<150> US 60/987,752
<151> 2007-11-13
<150> US 61/024,170
<151> 2008-01-28
<160> 69
<170> FastSEQ for Windows Versdo 4.0
<210> 1
<211> 957
<212> DNA
<213> Homo Sapiens

<400> 1
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cgcgtctgceg
gaccgaaggg
ccgggatgcect
cccggagcat
tgtgctcgge
gccattgcecac
ccgatcccag
acttcgttaa
taaaggtcga
acagccccectg
ctgggccctg
gctgccctcet
gctgtggcect
tctgagtccc
ggatgagggt
gaagggcgtc
<210> 2
<211> 140
<212> PRT
<213> Homo
<400> 2
Met Leu Pro
1

Leu

Leu cys

Leu Thr Thr

35

Asp Thr val

50
Lys Asp His
65
His

Lys Arg

gctgegttcce
cacagctccc
tgcgccccag
gctgcctgca
gcccgctcat
cccaaagcag
cagcagcagyg
gcgacacttt
cgtggactgce
ggccctggcece
atgtctcctc
ccccagectg
gtggctctca
aggcagctgg
ggggggggac

ttctgcggag

Sapiens

Ala Ala

Ser Ala
20
Ser

Asn

Cys Ala

Ser Val
70

Phe Phe

Met

Pro

Ser

Ser

Asn

Ser

ccgaaagacyg
cgcgeccgege
aggacccgcg
gccatgaagg
ggcctgtggt
tgccagccgt
aaggatcact
ttctcagact
tgcgagaagg
ggggggctcc
cttcccacgg
gcgtggctgg
ctccteecce
acatctccag
ccccaggtcec

aaataaagtc

Lys Gly

Ala His

Leu

Gly

140

aggctgcgcec
acgccgccceg
ccccaagccce
gcctcggect
gccaggactg
ccgacacggt
cggtgaacaa
atctgatggg
atttgtgcaa
tgctcagcect
ggcttctgag
ggctgggggc
gacgtgaagc
gaaaccaggc

cggaggggaa

acttttgagt

Gly Leu
10

Leu Trp

25

His Cys
40
Val Arg
55
Lys Met

Asp Tyr

Thr

Ile

Cys

Leu

Pro Lys

Thxr Asp

Ala Ser
75

Met Gly

cggattccgg
agcccggagt
ccgegecgcec
ggcgctgcectg
caccctgacc
gtgtgccagt
gatgtgtgcc
gtttattaac
tggggcggcea

ggggcctgcc

cttgctcecce
agccttggec
ctcecctgtct
catctgggca
gtgaagcaac

cctgagaaaa

Ala Leu

Cys Gln
30
Gln Cys
45
Pro Ser
60
Ser

Cys

Phe Ile

Leu

Asp

Gln

Ser

Asp

Asn

tcecgcaggga
gcggacaccc
cccaggccca
gccgtcecctgce
accaactcca
gtccgaatca
tcctectgtg
tctgggatct
ggggcagggc
ctcctctggg
tgagcctgtg
cagctccgtg
ctccgccecage
ggaggcctgg
agcccagcectg

aaaaaaa

Ala Val
15
Cys Thr

Pro Ser

Ser Arg

Phe Vval
80

Ser Gly

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

957
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Ile Leu Lys Val Asp Val Asp Cys Cys

Ala Ala

85

100

115

Leu Ser
130
<210> 3
<211l> 2683
<212> DNA
<213> Homo
<400> 3
agggcggtgt
ggcaagtgag
agctggttct
ctacggagcc
agcctceccgg
ggacccagtc
gctgecttcce
ccggcaggtc
cagaaaacta
gggagaagag
cccgccaccce
gaaaaggcga
caactccgga
ccgggagcecc
tacgaccgtc
tgcagccggg
ccgggactcce
gcttccaggc

cgactgctcc

gaaagaagtg

Leu Gly Pro Ala Leu

Sapiens

caatgcaccc
acagttaagg
tgacagaagg
tgcgggcgtg
ggecgcecaggce
gctggggtac
tatgtgcgaa
cccacggcac
ccagttctct
gaagacagga
ccaccccaac
gacttttgtg
ggcgcggtge
gagcgcggge
gtctccgcgg
gcagcctccg
gggagaatgt
tttgcgctge
tcccececgagt

atggagcaaa

120

135

tccagcggtyg
cagtgtcccce
ccttcgegga
gaactttgcc
tccegeggece
cgaccagtcc
gggccagceceyg
ctgctgcgcee
ccecgcecccec
agggggtggg
tcggcagccyg
ggtgctecccg
tcggcecggg
gatgcaggct
cagcagcgcg
ctgctgtecge
gggtcctagg
aaatccagtg
tcattgtgaa

gtgccgggat

141

90
Glu Lys

105

Gly Ala Gly His Ser Pro Trp Ala Leu

Leu Trp Ala Gly

cgcgcaggcg
accacacccc
ggaagaggdgyg
aggcgcacgyg
cgcagcggga
tggaaggcgce
ggcacgcagt
ctcectegecg
ggcgcecectt
gatgtgaagc
tcacgtgatg
atcgccagta
agcgcgagcyg
ccgcgagcegyg
ggccccagca
ctcctctgat
catcgcggca
ctaccagtgt
ttgcacggtg

catgtaccgce

Asp Leu Cys

110

95

Asn Gly

Ala Gly Gly Leu Leu

125
Pro

140

ggagaaggga
cacccagatt
gcacagctgc
gaacgcgcgce
cagcctcagt
agaggacgtg
cctcagaccc
ctceccecceccaac
tcccaggaac
gaccgtccca
cctggagtgg
gttccttcag
ggaggagcag
cacctgcggc
gcctcecggcag
gcgcttgecc
actttttgceg
gaagaattcc
aacgttcaag

aagtcctgtg

gggcggeccg
ggccacgccg
acaggacacc
ccttcectgte
tgtgtgggct
gagtggggag
tagtccgcac
ctcccecatcet
gtgcggaggce
gccttccceg
gaggtgggga
tctcageccgce
agacccgcag
tcctcectaage
ccacagccgce
tcteccggec
gattgttctt
agctgaacaa
acatgtgtca

catcatcagc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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ggcctgtctc
agtttgcatc
aagttctgcc
cctcttctcg
cagccctecgce
ctgggtaggg
ggtaaagcat
aggtggagtg
gtcagtcctt
tccatccctg
tggagggcca
aaccattctc
gactcaatga
tcttctcagt
caaagcgggce
cgtgctgcag
aggacaccgt
aggggaggag
ccgcagccat
tcagcecctgg
aacacagtaa
aggaaatggt
agaatttaac
gctttagaca
ggtgtttgtt
<210> 4

<211> 1959
<212> DNA
<213> Homo
<400> 4

gatgcctgga

agtagttcct

atcgecctcetyg
agctgctgca
tcggccctea
gcacactgct
ccccaacccc
agcgggagtc
tctgaataaa
aaagttcacc
agaagtcact
atgggggcat
gttcccactc
tgcagcagaa
ctgggactta
tctccttgea
gctgteggtg
cgacaggcgg
gtacaggagc
gatcatgtac
gatcctccga
gcagacacga
atgaataaaa
accaattttt
actgtttcaa
gtgtatttat

tgcgtatcca

Sapiens

ccgggtacca
acacccctcet
ggccagggcet
gaagctgaag
ccacctccct
cgtgttctcect
ttcagcctga
cccatgtcetg
gaggtgggca
agtttgagac
aaggctccct
ttggctggtt
gactggggct
gaggactggc
gtggagtgceg
cagcacagca
gggttgatga
gcccggaagt
atctggttgg
gcaggaggga
ccataaaata
cagtgttgga
acccggggga
accagttgat

gaaagcagtt

142

gtccttctgce
ttgtaacggg
ccgcaccacce
gagatgccac
gagtgagttt
tttgttcctg
ctgaattttc
tgtaaccgga
tctgecctttt
tgcagagtga
cgcttgacat
tcgcgectga
cggcctcgcet
gccgggacgce
catgtacgcg
cctgcacgaa
ccgagctgag
aggacctcgt
gcatccagca
gagacagaga
tttagcccct
cttgacagct
gttggctgtg
gtctgttaat

catgttatcc

tccccaggga
ccaaggccca
atcctgttcce
cccctcctge
cttctgggtyg
tgcaaataat
agtatgtact
gtcaaggcca
gtaaagcctc
gagtgacgtt
tcaaacttca
gttgggctct
ctgaaaagtg
gaagagcaac
caggcgctte
cacccgccga
gtagaaaaac
ccagtcgtgce
tacggccaat
aaagaaaaac
ctgttctgtg
tcttttgcca
ttaaagaaag
tttaaaaaaa

ata

aactgaactc
agaaaagggyg
tcaaattagc
attgttcttc
tcecttttatt
gaaagagctc
tgaaggaagg
ggctggcaga
cagtgtccat
ttcttagggc
tgctcctgaa
agtgactcga
cttaagaaaa
gggcgctgca
tcgtggttgg
aactgctgeg
gtctccgaga
ttgggtttgg
gtcacaacaa
acagcatgag
cttactggcc
caagcaagag
accattaaat

tgttttcatt

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2683

gtgggaggtg gggagaaaag gcgagacttt tgtgggtgct cccgatcgece 60

tcagtctcag ccgccaactc cggaggcgcg gtgcteggecce cgggagecgeg 120
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agcgggagga
gcggcacctg
agcagcctcg
tgatgcgctt
ggcaactttt
gtgtgaagaa
ggtgaacgtt
ccgcaagtcec
ctgctcccca
cgggccaagg
caccatcctg
ccaccccctce
gtttcttctg
cctgtgcaaa
tttcagtatg
cggagtcaag
ttttgtaaag
gtgagagtga
acattcaaac
ctgagttggg
cgctctgaaa
acgcgaagag
cgcgcaggceg
cgaacacccg
tgaggtagaa
tcgtccagtc
agcatacggc
gagaaaagaa
ccctectgtte
agcttctttt
tgtgttaaag

<210> 5

gcagagaccc
cggctectcet
gcagccacag
gccctctcece
tgcggattgt
ttccagctga
caagacatgt
tgtgcatcat
gggaaactga
cccaagaaaa
ttcctcaaat
ctgcattgtt
ggtgtccttt
taatgaaaga
tacttgaagg
gccaggctgg
cctccagtgt
cgttttctta
ttcatgctcc
ctctagtgac
agtgcttaag
caacgggcgc
cttctcgtgg
ccgaaactgce
aaacgtctcc
gtgcttgggt
caatgtcaca
aaacacagca
tgtgcttact
gccacaagca

aaagaccatt

gcagccggga
aagctacgac
ccgctgcage
ggccccggga
tcttgcttcecc
acaacgactg
gtcagaaaga
cagcggcctg
actcagtttg
ggggaagttc
tagccctctt
cttccagccc
tattctgggt
gctcggtaaa
aaggaggtgg
cagagtcagt
ccattccatc
gggctggagg
tgaaaaccat
tcgagactca
aaaatcttct
tgcacaaagc
ttggecgtgcet
tgcgaggaca
gagaagggga
ttggccgcag
acaatcagcc
tgagaacaca
ggccaggaaa
agagagaatt

aaatgcttta

143

gcccgagcgce
cgtcgtctcc
cggggcagcec
ctccgggaga
aggctttgcg
ctcctceccecceccee
agtgatggag
tctcatcgcece
catcagctgc
tgcctcggcecce
ctcggcacac
tcgececcecccaa
agggagcggg
gcattctgaa
agtgaaagtt

ccttagaagt

cctgatgggg

gccagttcce
tctctgcagce
atgactggga
cagttctcct
gggcgctgtc
gcagcgacag
ccgtgtacag
ggaggatcat
ccatgatcct
ctgggcagac
gtaaatgaat
tggtaccaat
taacactgtt

gacagtgta

gggcgatgca
gcggcagecag
tccgctgetg
atgtgggtcc
ctgcaaatcc
gagttcattg
caaagtgccg
tctgcegggt
tgcaacaccc
ctcaggccag
tgctgaagct
ccccccacct
agtccgtgtt
taaattcagc
cacccccatg
cactgaggtg
gcatagtttg
actcaaggct
agaattggct
cttagactgg
tgcagaggac
ggtggtggag
gcggcagcac
gagcgggttg
gtacgcccgg
ccgaatctgg
acgagcagga
aaaaccataa
ttttcagtgt

tcaaacccgg

ggctccgcega
cgcgggccce
tcgecctecte
taggcatcgc
agtgctacca
tgaattgcac
ggatcatgta
accagtcctt
ctctttgtaa
ggctccgcac
gaaggagatg
ccctgagtga
ctcttttgtt
ctgactgaat
tctgtgtaac
ggcatctgcc
agactgcaga
ccctcgettg
ggtttcgcgce
ggctcggect
tggcgccggyg
tgcgcatgta
agcacctgca
atgaccgagc
aagtaggacc
ttgggcatcc
gggagagaca
aatatttagc

tggacttgac

gggagttggc

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1959
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Thr

Cys

25

Glu

Glu

Ser

Ser

Leu

105

Leu

Phe

144

Phe

10

Tyr

Phe

val

Ser

Pro

90

Cys

Arg

Ser

Cys

Gln

Ile

Met

Ala

75

Gly

Asn

Pro

Ala

Gly

Cys

val

Glu

60

Ala

Lys

Gly

Gly

His

140

Leu

Glu

Asn

45

Gln

Cys

Leu

Pro

Leu

125

Cys

Phe

Glu

30

Cys

Ser

Leu

Asn

Arg

110

Arg

Leu

15

Phe

Thr

Ala

Ile

Ser

95

Pro

Thr

Leu

Gln

val

Gly

Ala

80

val

Lys

Thr

<211> 141
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 5
Met Trp Val Leu Gly Ile Ala Ala
1 5
Pro Gly Phe Ala Leu Gln Ile Gln
20 ’
L.eu Asn Asn Asp Cys Ser Ser Pro
35 40
Asn Val Gln Asp Met Cys Gln Lys
50 55
Ile Met Tyr Arg Lys Ser Cys Ala
65 70
Ser Ala Gly Tyr Gln Ser Phe Cys
85
Cys Ile Ser Cys Cys Asn Thr Pro
100
Lys Arg Gly Ser Ser Ala Ser Ala
115 120
Ile Leu Phe Leu Lys Leu Ala Leu
130 135
<210> 6
<211> 1745
<212> DNA
<213> Homo Sapiens
<400> 6
aaggctgggg ttgcctgggg cgaggttact
tcggaggcegg cacatccagg ggggacgcca
aggaaagcag gtgcccaggce catgatctgg
cgcggaggag cgcaggccct ggagtgctac
tccccgaaca agatgaagac agtgaagtgc

catcctgggce

agggagcagg

actgcaggct

agctgcgtge

gcgecgggceyg

tcaggtaaga
acggagccat
ggctgctgct
agaaagcaga

tggacgtctg

gggcccgagce
ggaccccgcce
gctgctgett
tgacggatgc

caccgaggcc

60

120

180

240

300
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15

20

25

30

gtgggggcgg
ggactccccg
ctgcagcaat
gacccggcag
ggcectgagcec
agcgatcatg
actgtgtcct
acaggcccag
ctccgcaaca
gagcccacga
cccacatcca
gaacacgagg
gaccgcagca
ggctgtgtgg
ctactgtgag
ccctettete
ccaacattcc
taccgttgta
tctcatcctt
ctgtcacggg
cctggacttt
cctactcccce
ctcctcgagg
gcctcaataa
aaaaa
<210> 7
<211> 346
<212> PRT
<213> Homo

<400> 7

tggagaccat
gcaagaatga
gcgctcagga
gtaatgagag
gggaggcgtg
tctacaaggg
tgcctgtcecg
ggttcacgct
agacctactt
ctgtggcctc
ccaccaaacc
cctccecggga
attcagggca
ctcccacagc
cttctccacc
atcacttcct
ccagtatccc
tatattctgce
gtctcteccge
gaaggtgaga
ggagcgtggg
gcatctttgg
gcagggaccyg

agatttaatt

Sapiens

ccacggacaa
ccgcggcectg
tcgctgcaac
tgcatacccyg
ccagggtaca
ctgcttcgac
gggctgtgtc
cagtggctcc
ctccectega
aaccacatct
catgccagcg
tgaggagccc
gtatcctgca
tggattggca
tggaaatttc
gttcccacca
cagcttctge
caggggtgtt
ttgtcctcectt
gagaggatgc
gtgggtggga
ggaatcggtt
tgccttatgt

actttgaaaa

145

ttctegetgg
gatcttcacg
gccaagctca
cccaacggcg
tcgeccgeccgg
ggcaacgtca
caggatgaat
tgttgccagg
atcccacccc
gtcaccactt
ccaaccagtc
aggttgactg
aaaggggggc
gcccttcectgt
cctctcacct
ctggactggg
tgcgctggtt
ctagcttttt
gtgatgttag
taagcttcct
caatggctcc
ccccatatgt
ctgtgtgtga

aaaaaaaaaa

cagtgcgggg
ggcttctggce
acctcacctc
tggagtgcta
tcgtgagctg
ccttgacggc
tctgcactcg
ggtccecgetg
ttgtccggct
ctacctcggce
agactccgag
gaggcgccgc
cccagcagcc
tggccgtggce
acttctctgg
ctggceccagce
tgcggetttg
gaggacagct
gacagagtga
actcactttc
ccactctaag
ctteccttact
tcagtttctg

aaaaaaaaaa

ttgcggtteg

gttcatccag

gcgggcegetce

cagctgtgtg

ctacaacgcc

agctaatgtg
ggatggagta
taactctgac
gccccctcca
cccagtgaga
acagggagta
tggccaccag
ccataataaa
tgctggtgtce
ccctgggtac
ccctgttttt
ggaaataaaa
cctgtatcct
gagaagtcag
tcctagccag
cactgcctcec
agactgtgag
gcacataaat

aaaaaaaaaa

Met Asp Pro Ala Arg Lys Ala Gly Ala Gln Ala Met Ile Trp Thr Ala

1

5

10

15

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1745
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15

20

25

30

Gly

Cys

Met

val

65

Gly

His

Cys

Asn

Gly

145

Cys

val

cys

Phe

Leu

225

Leu

Thr

Trp
Tyr
Lys
50
Gly
Cys
Gly
Asn
Glu
130
Leu
Tyxr
Thr
val
Thr
210
Arg

Pro

Ser

Leu Leu

20
Ser Cys
35

Thr Val

Ala Val

Gly Ser

Leu Leu

100

Ala Lys

115

Ser Ala

Ser Arg

Asn Ala

Leu Thr

180

Gln Asp

195

Leu Ser

Asn Lys

Pro Pro

Thr Ser

260

Leu

val

Lys

Glu

Gly

85

Ala

Leu

Tyr

Glu

Ser

165

Ala

Glu

Gly

Thr

Glu

245

Ala

Leu

Gln

Cys

Thr

70

Leu

Phe

Asn

Pro

Ala

150

Asp

Ala

Phe

Ser

Tyr

230

Pro

Pro

Leu

Lys

Ala

55

Ile

Pro

Ile

Leu

Pro

135

Cys

His

Asn

Cys

Cys

215

Phe

Thr

val

Leu

Ala

40

Pro

His

Gly

Gln

Thr

120

Asn

Gln

val

Val

Thr

200

Cys

Ser

Thr

Arg

Arg

25

Asp

Gly

Gly

Lys

Leu

105

Ser

Gly

Gly

Tyr

Thr

185

Arg

Gln

Pro

val

Pro

265

146

Gly

Asp

val

Gln

Asn

90

Gln

Arg

val

Thr

Lys

170

val

Asp

Gly

Arg

Ala

250

Thr

Gly

Gly

Asp

Phe

75

Asp

Gln

Ala

Glu

Ser

155

Gly

Ser

Gly

Ser

Ile

235

Ser

Ser

Ala

Cys

Val

60

Ser

Arg

Cys

Leu

Cys

140

Pro

Cys

Leu

vVal

Arg

220

Pro

Thr

Thr

Gln

Ser

45

Cys

Leu

Gly

Ala

Asp

125

TyTr

Pro

Phe

Pro

Thr

205

Cys

Pro

Thr

Thr

Ala

30

Pro

Thr

Ala

Leu

Gln

110

Pro

Ser

val

Asp

val

190

Gly

Asn

Leu

Ser

Lys

270

Leu

Asn

Glu

Val

Asp

95

Asp

Ala

Cys

val

Gly

175

Arg

Pro

Ser

val

val

255

Pro

Glu

Lys

Ala

Arg

80

Leu

Arg

Gly

val

Ser

160

Asn

Gly

Gly

Asp

Arg

240

Thr

Met



10

15

20

25

30

Pro

Ala Pro

Thr

275

Ser

290
Asp
305

Pro

Leu

<210> 8
<211> 2490
<212> DNA
<213> Homo
<400> 8

gatccgcettt
cgaagcaggyg
cccaagccct
ccatgaagct
acaccgggta
cgggccagac
gcacaactga
aagcacccga
aggatgactg
gcttccaggyg
cctgccaceg
tccagggctc
ccagtgcttc
tcctecctgcet
cacacacctc

aagtaagaat

acctggccaa

Arg Asp

Arg Ser

His Asn

Leu Ala

Glu

Asn

Ser Gln Thr

Glu Pro

Ser Gly

Pro
280
Arg Leu
295

Gln Tyr

310

Lys
325
Val

340

Sapiens

gcgcatccca
cgaggcgcag
gcagtgctac
gcccagecatc
tcgcgecgeceg
gcaatcgaac
caaatgcaac
cccgecgacg
cgctatcggce
caatggcaga
gccctectge
ctgctgtgag
agccaccacc
ggtggggctc
attcttgctg
tgcactcctg

cagtactgga

Gly Cys

Ala Ala

Val Ala

Gly Vval

gtgattcttg
agggcgttgce
agctttgage
tcctgtcectce
gtgaccctgg
gcggacgcegce
gcccacctca
ctcagcggcg
aggtcccgac
atgacagttg
accaccgagg
gggtacctct
cctcececcgag
tcagcataga
cttcagcccc
tcectetgge

agaaactgga

147

Arg Gln Gly

val Glu His

285

Thr Gly Gly Ala Ala Gly

Pro Ala Lys
315
Pro Thr Ala
330

Leu Leu

345

ggttccgegt
ggactcatgc
acacctactt
atgagtgctt
tgcggaaggg
tgccgccaga
tgactcatga
ccgagtgcta
gagtccagtg
gcaatttctc
gcaccaccag
gcaacaggaa
cactacaggt
ccgecccectcec
tatcacatag
cttccatctc

cacagtcacc

300

Gly Gly Pro

Gly Leu Ala

gtagtttcgg
cccagtcgge
tggccccettt
tgaggctatc
ctgctggacc
ctactcggtg
cgccctecece
cgcctgtatc
tcaccaggac
agtccctgtg
cccctggaca
atccatgacc
cctggcectg
aggatgctgg
ctcactggaa
tcccgeecctt

agcatccccg

Glu Ala

His Gln

Gln Gln
320
Ala

Leu

335

aaggagacat
agtgcggggt
gacctcaggg

ctgtctetgg

gggcctectg

gtgcgcgget
aacctgagcc
ggggtccacc
cagaccgcct
tacatcagaa
gccatcgacc
cagcccttca
ctcctcccag
ggacagggct
aatgatgtta

gtgccceccaca

gggagggcaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



10

15

20

25

30

aacagccatg
ccagccaggc
gcagctctag
taagcagtat
atcccagctc
gagctaagct
gagttactta
tcagcctgceca
ataaggtgga
gtgaggattc
gggctacttg
ttgagcttgt
ctaagcaacc
ggcaaagttc
gaattcaccc
gaagcgcatt
aggagtgcag
gatgggatcc
ttgccacttg
tattgtctga
atattactgg
aataggatta
tgagaacaca
ctgctggtgce
tgtgtataag
<210> 9
<211> 2118
<212> DNA
<213> Homo
<400> 9

gattcttggg

ggcgttgcgg

tcgtgccecyg
accaggcacc
gagggagcta
gccctaacag
caccattcag
gcatgggttce
agccaggctc
gagactgtgg
ggtgaaaata
aacgagatga
tcataagccc
gtatctagtg
ccacctccta
agcgaggtga
ttgagcaaaa
ctaggtagag
gacactttca
tttagcatgt
atctttceccag
atgtttgtgt
gaggtggggc
gtgcccttat
gccagcaggt
attgattgca

cCaaaaaaaa

Sapiens

atgaagagca
ccataacacg
tacaatgatg
ttagtaggcc
cctgcagaga
aaatcccagc
tgéagctaag
gtgagttact
aactctataa
acatttagta
taagtcacag
agtatggatt
aacacatgag
aattctccaa
tcctaaagga
gagacagcct
tgagtgcagg
tctctgtgca
caactcagtg
ctccccaaaa
ctttgggagg
aaaagaggcc
gcctataagce
gacttcccag

aaaaaaaaaa

148

attctgatca
gcttcctgtg
tctttattag
aggctctgga
ccatgagcga
tccagcattc
ctgcatgggt
tgagctctct
catgacaaga
cttgggacac
gtcaacaaac
cagggaccag
tgccgattaa
gctataaaga
tcaatagtag
ggacaaaggt
acactttcat
catgcttgac
agagaagcaa
ttcatctttt
tggtgagatc
ctggagagct
aagaaagtgg

actccagagc

cagctgttac
ctctcectee
tgtcatcatg
gctaagctgce
gttacttaag
agcctacaga
tcaaatccca
gtgccaatat
actacttcac
agcagtggcec
tgagaggcaa
attcccagcce
cttcacagaa
tcagggaaga
ctggcaaaaa
ctgagggagg
aactgcatga
catgttecttt
aaaagtaagt
gaaacctaat
atgagggtgg
gccttgeccece
gttctcacca

tatgagacat

tcactgagca
agagcctgtc
agaagcccaa
atgggttcaa
ccaggctctg
gaccatgggt
gctccaccat
tttctcacct
agtagttgca
cagtgtaaat
aagcacttgg
ccacgaactg
aaacacacaa
cttcectggag
gaagcaggag
aaggagcaca
acttcataga
cacatgcttt
tgcatcctgce
taccaaagtg
agcccccatg
ttccaccaca
gccatcgaat

aaatttctgt

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2490

ttccgegegt agtttecggaa ggagacatcg aagcagggcg aggcgcagag 60

actcatgccce cagtcggcag tgcggggtcc caagccctgce agtgctacag 120
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20
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ctttgagcac
ctgtcctcat
gaccctggtg
ggacgcgctg
ccacctcatg
cagcggcgcec
gtcccgacga
gacagttggc
caccgagggc
gtacctctgc
tccccgagca
agcatagacc
tcagccecta
cctctggect
aaactggaca
gaagagcaat
ataacacggc
caatgatgtc
agtaggccag
tgcagagacc
atcccagctc
gagctaagct
gagttacttg
ctctataaca
atttagtact
agtcacaggt
tatggattca
cacatgagtg
ttctccaagce
ctaaaggatc
gacagcctgg

actgcatgaa

acctactttg
gagtgctttg
cggaagggct
ccgccagact
actcatgacg
gagtgctacg
gtccagtgtc
aatttctcag
accaccagcc
aacaggaaat
ctacaggtcc
gcccctecag
tcacatagct
tccatctcete
cagtcaccag
tctgatcaca
ttcctgtget
tttattagtg
gctctggagce
atgagcgagt
cagcattcag
gcatgggttc
agctctctgt
tgacaagaac
tgggacacag
caacaaactg
gggaccagat
ccgattaact
tataaagatc
aatagtagct
acaaaggtct

cttcatagag

gcccctttga
aggctatcct
gctggaccgg
actcggtggt
ccctecccaa
cctgtatcgg
accaggacca
tccctgtgta
cctggacagc
ccatgaccca
tggccctget
gatgctgggg
cactggaaaa
ctgcccttgt
catcccaggg
gctgttactc
ctcctteccag
tcatcatgag
taagctgcat
tacttaagcc
cctacagaga
aaatcccagc
gccaatattt
tacttcacag
cagtggccca
agaggtaaaa
tcccageccce
tcacagaaaa
agggaagact
ggcaaaaaga
gagggaggaa

atgggatcct

149

cctcagggcece
gtctctggac
gcctcctgeg
gcgcggctgce
cctgagccaa
ggtccaccag
gaccgcctgce
catcagaacc
catcgacctc
gcccttcacc
ccteccagtce
acagggctca
tgatgttaaa
gccccacaac
gagggcaaaa
actgagcacc
agcctgtcge
aagcccaata
gggttcacat
aggctctgga
ccatgggtga
tccaccattc
tctcacctat
tagttgcagt
gtataaatgg
gcacttggtt
acgaactgct
acacacaagg
tcctggagga
agcaggagga
ggaacacaag

ttagcatgtt

atgaagctgc

accgggtatc

ggccagacgc

acaactgaca

gcacccgacc

gatgactgcg
ttccagggca
tgccaccggc

cagggctcct

agtgcttcag
ctcctgetgg
cacacctcat
gtaagaattg
ctggccaaca
cagccatgtc
agccaggcac
agctctaggg
agcagtatgc
cccagctcca
gctaagctgce
gttacttaag
agcctgcaga
aaggtggagg
gaggattcaa
gctacttgtc
gagcttgtgt
aagcaacccc
caaagttcag
attcaccctt
agcacatttt
gagtgcagga

ctctgtgcac

ccagcatctc
gcgcgceggt
aatcgaaccc
aatgcaacgc
cgccgacgct
ctatcggcag
gtggcagaat
cctcctgcac
gctgtgaggg
ccaccacccc
tggggctctc
tcttgctgcet
cactcctgtc
gtactggaag
gtgccctgat
caggcacccc
gggagctata
cctaacagtt
ccattcagcc
atgggttcaa
ccaggctctg
gactgtgggt
tgaaaataaa
cgagatgaac
ataagcccta
atctagtgag
acctcctaaa
cgaggtgaaa
gagcaaaatc
aggtagagga
cactttcata

atgcttgacc

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
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150

atgttctttc acatgctttt tgccacttga tctttccagc aactcagtga gagaagcaaa 2100

aaagtaagtt gcatcctg

<210> 10

<211>

<212>

<213>

<400>

208

PRT

10

Met Lys Leu Pro

1

Leu

Gly

Ala

Cys

65

Ala

Gly

Cys

val

Ser

145

Gln

Gln

val

Ser

Cys

Leu

50

Asn

Pro

val

His

Gly

130

Cys

Gly

Pro

Leu

Leu

Trp

35

Pro

Ala

Asp

His

Gln

115

Asn

Thr

Ser

Phe

Ala

Asp

20

Thr

Pro

His

Pro

Gln

100

Asp

Phe

Thr

Cys

Thr

180

Leu

Homo Sapiens

Ser

Thr

Gly

Asp

Leu

Pro

85

Asp

Gln

Ser

Glu

Cys

165

Ser

Leu

Ile

Gly

Pro

Tyr

Met

70

Thr

Asp

Thr

vVal

Gly

150

Glu

Ala

Leu

Serxr

Tyr

Pro

Serxr

55

Thr

Leu

Cys

Ala

Pro

135

Thr

Gly

Ser

Pro

Cys

Arg

Ala

40

Val

His

Ser

Ala

Cys

120

val

Thr

Tyr

Ala

vVal

Pro

Ala

25

Gly

Val

Asp

Gly

Ile

105

Phe

Tyr

Ser

Leu

Thr

185

Leu

His

10

Pro

Gln

Arg

Ala

Ala

20

Gly

Gln

Ile

Pro

Cys

170

Thr

Leu

Glu

val

Thr

Gly

Leu

75

Glu

Arg

Gly

Arg

Trp

155

Asn

Pro

Leu

Cys

Thr

Gln

Cys

60

Pro

Cys

Ser

Asn

Thr

140

Thr

Arg

Pro

val

Phe

Leu

Ser

45

Thr

Asn

Tyr

Arg

Gly

125

Cys

Ala

Lys

Arg

Gly

Glu

val

30

Asn

Thr

Leu

Ala

Arg

110

Arg

His

Ile

Ser

Ala

190

Leu

Ala

15

Arg

Ala

Asp

Ser

Cys

95

Val

Met

Arg

Asp

Met

175

Leu

Ser

Ile

Lys

Asp

Lys

Gln

80

Ile

Gln

Thr

Pro

Leu

160

Thr

G1ln

Ala

2118
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195

<210> 11

<211> 806
<212> DNA
<213> Homo
<400> 11

gcccaccccec
ccagacgaca
agggccagcce
tgtggtctgc
ggggaatctg
ccaggtcagc
gctgcacaac
ggccctgagce
gccecctcatg
acgggggtgce
tgggcatgga
ccccacagag
cccggatttce
ggagataaat
<210> 12

<211> 128
<212> PRT
<213> Homo
<400> 12

Met Arg Thr

1

Pro Ala Leu

Lys His Ser
35

Asn Thr Val

Sapiens

gcccagcccyg
tcagagatga
cttaccctgce
ccggccaget
gtgaagaagyg
agcggcacca
gctgcaccca
ctcctggecg
cctttectte
caggagcccc
atgctgatga
gatgcagccc
acactccttc

gatttaaacc

Sapiens

Ala
5

Thr

20

vVal

Glu

Leu Leu

Leu Arg

Val Cys

Pro Leu

200

tgcctataag
ggacagcatt
gctgccacgt
ctcgcttctg
actgtgcgga
gctccaccca
ccecgcaccge
tcatcttagc
cctttectcectg
aggctgaggyg
cttggagcag
ccagctgcat
tgttttgttg

agaaaa

Leu Leu

Cys His

Pro Ala

40

Arg Gly

151

gccttggcaa
gctgctcctt
gtgcaccagc
caagaccacg
gtcgtgcaca
gtgctgccag
cctcgcceccac
ccccagcectg
gggattccac
cttcccoccgaa
gccccacaga
ggaaggtgga

cegtttattt

Ala Ala Leu
10

val Cys Thr
25
Ser Ser Arg

Asn Leu VvVal

205

tgcaggggcc
gcagcecctgg
tccagcaact
aacacagtgg
cccagctaca
gaggacctgt
agtgccctca
tgaccttccc
acctctcttc
agtctgggac
ccccacagag
ggacagaagc

ttgtactcaa

Ala Val

Ser Ser

30
Phe Cys
45

Lys Lys

Ala

Ser

Lys

Asp

cgcactgctce
ctgtggctac
gcaagcattc
agcctctgag
ccctgcaagg
gcaatgagaa
gcectggggcet
cccagggaag
cccagccgca
caggtccagg
gatgaagcca
cctgtggatc

atctctacat

Thr Gly
15
Asn Cys

Thr Thr

Cys Ala

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

806
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50
Glu Ser
65
Thr Ser

His Asn

Leu Gly

Cys Thr Pro

Ser Thr

Ala Ala

Leu Ala

Ser Tyr

55

Thr

70

Gln

85

Pro

100

Leu

115

<210>
<211> 1145
<212> DNA
<213> Homo
<400> 13

gctccggceca
acctgcgtcce
gccatcctct
gagcgagcca
ctgaagccga
ggcattggga
cccatcccag
tttctgtgca
gccgggcetgce
ccctgtcecceccce
gtatgggagc
accccctgca
acttctgggg
ggagtcttac
agaccgtgtc
gcacgtggcg

cctcagtccc

ggggttgggg

Sapiens

gccgeggtce
gcccggcegag
ccagaatgaa
gctcgctgat
ccatctgctc
atctcgtgac
aaggcgtcaa
atttcagtgc
tgctgagcct
cgatccccca
ccctgactcc
cctccacctg
tggatgatgt
ggtccaacat
agtagggatg
gcttctgggg
tgtagccccce

tttctgccac

Cys Cys

Thr Arg

Ser Leu

Gln

Thr

Leu

120

agagcgcgcg
caggacaggc
gatcttcttg
gtgcttctce
cgaccaggac
atttggccac
tgttggtgtg
ggccgatgge
gctgccggcece
gctcaggaag
tcacgtgcct
ccccagcecece
gaccttcctt
cagaccaagt
tgtgcctggce
gccatgtttg
tgccctggca

ttccgggtcet

1562

Leu Gln Gly
75

Glu Asp Leu

90

Ala Leu Ala

105

Ala Val Ile

aggttcgggg

tgctttggtt
ccagtgctgc
tgcttgaacc
aactactgcg
agcctgagca
gcttccatgg
gggctgcggg
ctgctgcggt
gaaagcccag
gatctgtgcc
tgcctctgece
gggggactgc
cccatggaca
tgtgtacgtg
gggagggagyg
cagctgcatg

aggccctgcce

60
Gln Val Ser

Cys Asn Glu

His Ser Ala
110
Ala

Leu Pro

125

agctccgcecca
tgtgacctcce
tggctgccct
agaagagcaa
tgactgtgtc
agacctgttc
gcatcagctg
caagcgtcac
ttggcccectg
ccctttetgg
cttggtccca
caagtgggcc
ggaagggacg
tgctgacagg
ggtgtgcagt
tgtgccagca
cacttcaagg

caaatccagc

Ser Gly
80
Lys Leu
95
Leu Ser

Ser Leu

ggctgctggt
aggcaggacg
tctgggtgtg
tctgtactgce
tgctagtgcc
cccggectge
ctgccagagce
cctgctgggt
accgcccaga
atcccacagt
ggtcaggccc
agctgccctc
agggttccct
gtccccaggg
gcacgtgaga
gcctggagag
gcagcctttyg

cagtcctgce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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163

ccagcccacc cccacattgg agccectcctg ctgetttggt gecctcaaata aatacagatg 1140

tccec

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

14

131

PRT

Homo Sapiens

14

Met Lys Ile Phe Leu

1

Arg Ala Ser Ser Leu

20

Leu Tyr Cys Leu Lys

35

Val Thr val Sexr Ala

50

His Ser Leu Ser Lys

65

Val Asn Val Gly Val

85

Leu Cys Asn Phe Ser

100

Leu Leu Gly Ala Gly

115

Phe Gly Pro

130

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

15

550

DNA

Homo Sapiens

15

Pro

Met

Pro

Ser

Thr

70

Ala

Ala

Leu

val

Cys

Thr

Ala

55

Cys

Ser

Ala

Leu

Leu

Phe

Ile

40

Gly

Ser

Met

Asp

Leu

120

Leu

Ser

25

Cys

Ile

Pro

Gly

Gly

105

Ser

Ala

10

Cys

Ser

Gly

Ala

Ile

20

Gly

Leu

Ala

Leu

Asp

Asn

Cys

75

Ser

Leu

Leu

Leu

Asn

Gln

Leu

60

Pro

cys

Arg

Pro

Leu

Gln

Asp

45

val

Ile

cys

Ala

Ala

125

Gly

Lys

30

Asn

Thr

Pro

Gln

Ser

110

Leu

val

15

Ser

Tyr

Phe

Glu

Ser

95

val

Leu

Glu

Asn

Cys

Gly

Gly

80

Phe

Thr

Arg

1145

ccagtctgtc gccacctcac ttggtgtctg ctgtcccoccecge caggcaagcc tggggtgaga 60

gcacagagga gtgggccggg accatgcggg ggacgcggct ggcgctcecctg gecgcectggtge 120
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tggctgcctg
gagtgtcgga
cactctactc
gtgccagcaa
gctgcaatac
gggccctcac
ggccctatge
aaaaaaaaaa
<210> 16
<211> 125
<212> PRT
Homo

<213>

<400> 16

Met Arg Gly

1
Gly Glu
Gly Val Ser
35
Met Cys Lys
50

Gly Asp Ser
65
val

Asp Asp

Glu Leu Cys

Gly Ala Leu
115
<210> 17
<211> 3901

<212> DNA

Leu

cggagagctg
ctgtgtcacc
ccgggagata
gtgtaagccc
tgagctgtgc
gctcctcecca

ggcccagecc

Sapiens

Thr Arg

Ala Pro
20
Asp Cys

Thr Thr

Thr Val

70

Gly Ile
85
Asn Val
100

Thxr Leu

Leu

Ala

Val

Leu

gcgceggcecce
atcgccacct
gtgtacccct
tcggatgtgg
aatgtagacyg
ctcttgagcce

cgaatgcctt

Ala Leu

Leu Arg

Thr Iie
40
Ser

Tyr

55

Leu

Cys

Ala

Arg

154

tgcgctgecta
gcaccaccaa
tccaggggga
atggcatcgg
gggcgcecge
tccgactgta

gaagaagtgc

Ala Leu
10

Tyr Val

25

Thr Cys

Glu Ile

cgtctgtccg
cgaaaccatg
ctccacggtg
ccagaccctg
tctgaacagc
gagtccccgce

ccecctgeacce

val Leu

Cys Pro

30

Thr Thr
45
val Tyr

60

Ala

Glu

Asn

Pro

gagcccacag
tgcaagacca
accaagtcct
cccgtgtect
ctccactgcg
ccacccccat

aggaaaaaaa

Ala Cys
15
Pro Thr

Glu Thr

Phe Gln

Thr

Gly

Asp

Leu

Lys Ser Cys Ala Ser

75

Gln Thr Leu Pro Val

90

Gly Ala Pro Ala Leu

105

Pro Leu Leu Ser Leu

120

Lys Cys Lys Pro Ser

80

Ser Cys Cys Asn Thr

95
Ser Leu His

Asn Cys

110
Arg Leu

125

180

240

300

360

420

480

540

550
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<213> Homo
<400> 17

aagatggcgg
ctgctgctat
cagggtcccg
ggtcagcagc
caacagcaac
cggcggggag
gaggacgtga
tgcctgcagg
tggaattata
tgcaaatcta
atggtttcct
attaccaaga
gactgcaaaa
gcacattcac
gaaagagaac
gagctgtcat
cgggagcgtt
aaccataaat
aagctgattg
ttgaagaaat
tacttgttaa
cagggggaga
atcatcctaa
cggaccctac
tgccagcagg
gatcgagctt
tctggagacc
gaagactgtg
gaccctgtcce

tggaatgaga

Sapiens

cgtgtggacg
tcgeggecgyg
gggccaactt
tgcceccaget
agcagcttca
gagcgggggc
cccgcegtgtyg
atgtgaggga
agctgaacct
ctataacaga
gcttagtgga
tgacggccat
atgacatcaa
aaggtgaggt
ccaagattca
cggatgactt
tttgtgaaaa
ttgaagaatc
cccaggatta
accggtgcaa
tgtgcctgga
tgctggatta
gctgtcgggy
actgtctgat
cgcttcaaac
tgaatgaagc
caatgatctt
aacaccgtct
tgtaccgcaa

ccagtgaatt

tgtacggagyg
ggccgagaaa
tgtgtccttce
gcttcagtca
gccgceccgcecag
tggtgggggc
ccctaagcac
gcctgaaaat
aactacagat
gattaaagaa
tcaccgaggce
catttttagt
cattctgaaa
ggtatcatgc
agtttctgaa
tcacttagac
tacacaagct
catgagtgaa
taaagtcagt
tgtggaaaac
gtcagctgta
ccgacgcatg
ggagattgaa
gaaagtagtt
actgattcag
ttgtgaatct
gtcgtgcecctg
cttagagctg
gtgccaggga

tatgcctcag

155

atgttccget
ctcceceggec
gtagggcagg
tcgcagcttce
ccgectttee
tggaagctgg
acctggagca
gaaatttctt
cccaaatttg
tgtgctgatg
aacatcactg
gattaccgtt
tgtggcagta
ttggagaaag
ctctgcaaga
cggcatttat
ggtgagggca
aagtgtcgag
tattcattgg
cttccgcgat
cacagagggc
ttgatggaag
caccattgtt
cgaggggaga
gagactgacc
gtaatccaga
atggaacatt
cagtatttca

gacgcttctc

ggagctgtgt

tgtcggcgge
atggcgtcca
ccggaggcgyg
agcagcaaca
cggcgggtgg
cggaggaaga
acaacctggc
cagactgcaa
aatctgtggc
aaccggttgg
agtatcagtg
taatctgtgg
ttcggettgg
gcctggtgaa
aagccattct
attttgcttg
gagtgtataa
aagcacttac
ccaaatcctg
cgcgtgaagce
gacaagtcag
acttttctct
ccggattaca
aggggaacct
ctggtgcaga
cagcctgcaa
tatacacaga
tctcccggga
gtctttgcca

tctcttgttt

gctgcatctg
cagccagggc
cggceeggeg
gcagcagcag
gccteceggece
gtcctgcagg
ggtgctcgag
tcatttgttg
cagagaggtt
aaaaggttac
tcaccagtac
cttcatggat
agaaaaggat
agaagcagaa
ccgggtggcet
ccgagatgat
gtgcctcttt
aacccgccaa
taaaagtgac
caggctctcc
cagtgagtgc
gagccctgag
tcgaaaaggg
tggaatgaac
ttaccgcatt
acatataaga
gaagatggta
ttggaagctg
cacccacggt

atacagacac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800
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gcctaccgca
aggatcctac
ctgattgatc
cttcaggacc
gagttagaat
attcagaact
tgtctgatac
cacttccagc
aaggaggacg
ctgagcacga
aagtgccgca
ccagatctat
ggcaacgctc
caccaaaaag
ctcatgaggg
atgttgcagt
atgataacca
aaagcctgta
gattcagaat
ctgtcttcag
cgcctggatc
gaagcagcag
aagatcaaaa
gacatctttg
gcagccatca
aagcgggtga
agttacgcag
acgtctccat
ctgattggcc
tagagccacc
tgtatagcat

attagcagat

ctgaggaaca
accagcgtgce
tgggaaaatg
atctggatga
cagaggatat
tctgccacga
agaacaaaca
tggtgcagat
tgttgaagct
ccgtgcgcaa
ggcagctccg
acgaagcctg
agattatcga
tatttaagct
tctgcaagca
gcttgaagca
agcgccagat
aagctgacat
tagaaggaca
actgtgaaga
ctcagctcca
cccaagagca
cagaattgtg
ttgacccggt
cccctggeeg
ggttacagcc
caaaggtggc
ctaagaacta
tgatgtgtgg
ttgaccacca
ccccactcac

gtccactgeg

gggaaggagyg
catggatgtc
gtgcagtgag
cttggtggtg
tcaaatagaa
tgtggcagat
ccagaaggac
gaaggatttt
ttgcccaaac
tgacactctg
tgtggaggag
caagagtgac
atgtctgaaa
gcaggagaca
gatgataaag
aaataaaaac
cacccagaac
tcctaaattce
agtcatctct
ccagatccga
gctgcactgce
gacaggtcag
taaaaaggaa
acttcatact
cgggcgtcaa
cgagtgcaaa
cccagcagat
cattctctct
acggatcacc
aaggaactac
ctcgctcttce

ttgtcccatc

156

ctctcacggg
aagctggatc
aaaacagaga
gagtgtagag
gccttgcectga
aaccagatag
atgaacgaga
cggttttett
ataaaaaaga
caggaagcca
ctggagatga
atcaaaaact
gaaaacaaga
gagatgatgg
aggttctgtc
agtgaattga
acagattacc
tgtcacggta
tgcctgaagc
atcattatcc
tcagacgaga
gtggaggagt
gtgctaaaca
gcttgtgccecce
atgtcctgtc
aagcgcctca
ggcttctctg
gtgatcagtg
aagcgagtga
ctatccagtg
tcagaagtga

cagcctccac

agtgccgagc
ctgccctcca
ctggacagga
atatagttgg
tgagagcctg
actctgggga
agtgtgccat
acaagtttaa
aggtggacgt
aggagcacag
cggaggacat
tctgttcege
agcagctaag
acccagagct
cggaagcaga
tggatcccaa
gcttaaaccc
tcctgactaa
tgagatatgc
aggagtccgc
tctccagtct
gcctcaaggt
tgctgaagga
tggacattaa
tcatggaagc
atgaccggat
atcttgccat
ggagcatctg
cacgagagct
cccagtttgt
caccaacccc

tcgtgtecat

tgaagtccaa
ggataagtgc
gctggagtgc
caacctcact
tgagcccata
cctgatggag
cggagttacc
aatggcctgce
ggtgatctge
ggtgtccctyg
ccgcttggag
tgtgcaatat
cacccgctgce
agactacacc
ttctaaaacc
atgcaaacag
catgttaaga
ggccaaggat
tgaccagcgce
cctggactac
atgtgctgaa
caacctgctce
aagcaaagca
acaccactgce
actggaggat
tgagatgtgg
gcaagtaatg
tatattgttc
caaggacagyg
acagccctct
gtgttagagc

ggtgtcctcce

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720
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tcctcecctcac cgtgcagecag cagcagctgg tcgetggggt tactgecttt gtttggcaaa
cttgggttta cctgcctgta gacaagtctc tctcatacca acagaacttc cggtacttcc

agaaccaact cacctgacct gcaactcaaa ggctttttta agaaaaccac caaaaaaaaa

a

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

18

1179

PRT

18

Met Ala Ala

1

Leu

His

Phe

Gln

65

Gln

Pro

Ala

His

Arg

145

Asn

Arg

His

Gly

val

50

Leu

Gln

Pro

Glu

Thr

130

Glu

Tyr

Glu

Leu

val

35

Gly

Leu

Gln

Ala

Glu

115

Trp

Pro

Lys

val

Cys

Leu

20

His

Gln

Gln

Gln

Arg

100

Glu

Ser

Glu

Leu

Cys

Homo Sapiens

Gly

Leu

Ser

Ala

Ser

Leu

85

Arg

Ser

Asn

Asn

Asn

165

Lys

Arg

Leu

Gln

Gly

Ser

70

Gln

Gly

Cys

Asn

Glu

150

Leu

Ser

val

Phe

Gly

Gly

55

Gln

Pro

Gly

Arg

Leu

135

Ile

Thr

Thr

Arg

Ala

Gln

40

Gly

Leu

Pro

Ala

Glu

120

Ala

Ser

Thr

Ile

Arg

Ala

25

Gly

Gly

Gln

Gln

Gly

105

Asp

val

Ser

Asp

Thr

157

Met

10

Gly

Pro

Pro

Gln

Pro

90

Ala

val

Leu

Asp

Pro

170

Glu

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

75

Pro

Gly

Thr

Glu

Cys

155

Lys

Ile

Arg

Glu

Ala

Gly

60

Gln

Phe

Gly

Arg

Cys

140

Asn

Phe

Lys

Leu

Lys

Asn

45

Gln

Gln

Pro

Gly

val

125

Leu

His

Glu

Glu

Ser

Leu

30

Phe

Gln

Gln

Ala

Trp

110

Cys

Gln

Leu

Ser

Cys

Ala

15

Pro

val

Leu

Gln

Gly

95

Lys

Pro

Asp

Leu

val

175

Ala

Ala

Gly

Serxr

Pro

Gln

80

Gly

Leu

Lys

val

Trp
160

Ala

Asp

3780

3840

3900

3901
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Glu

Gly

Ala

225

Cys

Glu

Gly

Glu

Asp

305

Glu

Cys

Glu

Ser

Cys

385

Leu

Ser

Asp

Pro

Asn

210

Ile

Lys

Lys

Leu

Leu

290

Phe

Arg

Leu

Ala

Tyxr

370

Asn

Leu

Glu

Phe

vVal

195

Ile

Ile

Asn

Asp

val

275

Cys

His

Phe

Phe

Leu

355

Ser

val

Met

Cys

Ser

180

Gly

Thr

Phe

Asp

Ala

260

Lys

Lys

Leu

Cys

Asn

340

Thr

Leu

Glu

Cys

Gln

420

Leu

Lys

Glu

Ser

Ile

245

His

Glu

Lys

Asp

Glu

325

His

Thr

Ala

Asn

Leu

405

Gly

Ser

Gly

Tyr

Asp

230

Asn

Ser

Ala

Ala

Arg

310

Asn

Lys

Arg

Lys

Leu

390

Glu

Glu

Pro

Tyr

Gln

215

Tyr

Ile

Gln

Glu

Ile

295

His

Thx

Phe

Gln

Ser

375

Pro

Ser

Met

Glu

Met

200

Cys

Arg

Leu

Gly

Glu

280

Leu

Leu

Gln

Glu

Lys

360

Cys

Arg

Ala

Leu

Ile

185

Val

His

Leu

Lys

Glu

265

Arg

Arg

Tyr

Ala

Glu

345

Leu

Lys

Ser

val

Asp

425

Ile

168

Ser

Gln

Ile

Cys

250

val

Glu

val

Phe

Gly

330

Ser

Ile

Ser

Arg

His

410

Tyx

Leu

Cys

Tyr

Cys

235

Gly

Val

Pro

Ala

Ala

315

Glu

Met

Ala

Asp

Glu

395

Arg

Arg

Ser

Leu

Ile

220

Gly

Ser

Ser

Lys

Glu

300

Cys

Gly

Ser

Gln

Leu

380

Ala

Gly

Arg

Cys

val

205

Thr

Phe

Ile

Cys

Ile

285

Leu

Arg

Arg

Glu

Asp

365

Lys

Arg

Arg

Met

Arg

190

Asp

Lys

Met

Arg

Leu

270

Gln

Ser

Asp

vVal

Lys

350

Tyr

Lys

Leu

Gln

Leu

430

Gly

His Arg

Met Thr

Asp Asp

240
Leu Gly
255

Glu Lys

Val Ser

Ser Asp

Asp Arg

320
Tyr Lys
335

Cys Arg

Lys Val

Tyr Arg

Ser Tyr

400
Val Ser
415

Met Glu

Glu Ile
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Glu

Leu

465

Gln

Tyxr

Thr

Leu

Arg

545

Pro

Thr

Phe

Arg

Arg

625

Ile

Leu

Asp

Glu

His

450

Met

Gln

Arg

Ala

Met

530

Leu

val

His

Ser

Leu

610

Ala

Asp

Glu

Ile

Ala

435

His

Lys

Ala

Ile

Cys

515

Glu

Leu

Leu

Gly

Cys

595

Ser

Met

Leu

Cys

val

675

Leu

Cys

val

Leu

Asp

500

Lys

His

Glu

Tyr

Trp

580

Leu

Arg

Asp

Gly

Leu

660

Gly

Leu

Ser

val

Gln

485

Arg

His

Leu

Leu

Arg

565

Asn

Tyr

Glu

val

Lys

645

Gln

Asn

Met

Gly

Arg

470

Thr

Ala

Ile

Tyr

Gln

550

Lys

Glu

Arg

Cys

Lys

630

Trp

Asp

Leu

Arg

Leu

455

Gly

Leu

Leu

Arg

Thr

535

Tyr

Cys

Thr

His

Arg

615

Leu

Cys

His

Thr

Ala

440

His

Glu

Ile

Asn

Ser

520

Glu

Phe

Gln

Ser

Ala

600

Ala

Asp

Ser

Leu

Glu

680

Cys

Arg

Lys

Gln

Glu

505

Gly

Lys

Ile

Gly

Glu

585

Tyxr

Glu

Pro

Glu

Asp

665

Leu

Glu

159

Lys

Gly

Glu

490

Ala

Asp

Met

Ser

Asp

570

Phe

Arg

val

Ala

Lys

650

Asp

Glu

Pro

Gly

Asn

475

Thr

Cys

Pro

val

Arg

555

Ala

Met

Thr

Gln

Leu

635

Thr

Leu

Ser

Ile

Arg

460

Leu

Asp

Glu

Met

Glu

540

Asp

Ser

Pro

Glu

Arg

620

Gln

Glu

vVal

Glu

Ile

445

Thr

Gly

Pro

Ser

Ile

525

Asp

Trp

Arg

Gln

Glu

605

Ile

Asp

Thr

val

Asp

685

Gln

Leu

Met

Gly

val

510

Leu

Cys

Lys

Leu

Gly

590

Gln

Leu

Lys

Gly

Glu

670

Ile

Asn

His

Asn

Ala

495

Ile

Ser

Glu

Leu

Cys

575

Ala

Gly

His

Cys

Gln

655

Cys

Gln

Phe

Cys

Cys

480

Asp

Gln

Cys

His

Asp

560

His

val

Arg

Gln

Leu

640

Glu

Arg

Ile

Cys
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His

705

Leu

Gly

Tyxr

Asn

Arg

785

Cys

Arg

Phe

Lys

Lys

865

Met

Ser

Met

Asn

Asp

690

Asp

Ile

val

Lys

Ile

770

Asn

Arg

Leu

Cys

Glu

850

Leu

Arg

Lys

Asp

Thr

930

Ile

val

Gln

Thr

Phe

755

Lys

Asp

Arg

Glu

Ser

835

Asn

Gln

val

Thr

Pro

915

Asp

Pro

Ala

Asn

His

740

Lys

Lys

Thr

Gln

Pro

820

Ala

Lys

Glu

Cys

Met

900

Lys

Tyr

Lys

Asp

Lys

725

Phe

Met

Lys

Leu

Leu

805

Asp

vVal

Lys

Thr

Lys

885

Leu

Cys

Arg

Phe

Asn

710

His

Gln

Ala

val

Gln

790

Arg

Leu

Gln

Gln

Glu

870

Gln

Gln

Lys

Leu

Cys

695

Gln

Gln

Leu

Cys

Asp

775

Glu

val

TYyr

Tyr

Leu

855

Met

Met

Cys

Gln

Asn

935

His

Ile

Lys

Val

Lys

760

val

Ala

Glu

Glu

Gly

840

Ser

Met

Ile

Leu

Met

920

Pro

Gly

Asp

Asp

Gln

745

Glu

Val

Lys

Glu

Ala

825

Asn

Thr

Asp

Lys

Lys

905

Ile

Met

Ile

160

Ser

Met

730

Met

Asp

Ile

Glu

Leu

810

Cys

Ala

Arg

Pro

Arg

890

Gln

Thr

Leu

Leu

Gly

715

Asn

Lys

val

Cys

His

795

Glu

Lys

Gln

Cys

Glu

875

Phe

Asn

Lys

Arg

Thr

700

Asp

Glu

Asp

Leu

Leu

780

Arg

Met

Ser

Ile

His

860

Leu

Cys

Lys

Arg

Lys

940

Lys

Leu

Lys

Phe

Lys

765

Ser

vVal

Thr

Asp

Ile

845

Gln

Asp

Pro

Asn

Gln

925

Ala

Ala

Met

Cys

Arg

750

Leu

Thr

Ser

Glu

Ile

830

Glu

Lys

Tyr

Glu

Ser

910

Ile

Cys

Lys

Glu

Ala

735

Phe

Cys

Thr

Leu

Asp

815

Lys

cys

Val

Thr

Ala

895

Glu

Thr

Lys

Asp

Cys

720

Ile

Ser

Pro

val

Lys

800

Ile

Asn

Leu

Phe

Leu

880

Asp

Leu

Gln

Ala

Asp



10

15

20

25

30

945
Ser Glu Leu

Asp Gln Arg

Gln Glu Ser

995
Cys Ser Asp
1010
Glu Gln Thr
1025

Ile Lys Thr

Ser Lys Ala

Leu Asp Ile Lys His His Cys Ala Ala Ile Thr Pro Gly Arg Gly

1075

Glu Gly
965
Leu Ser
980
Ala Leu

Glu Ile

Gly Gln

Glu Leu
1045
Asp Ile

1060

950

Gln Val Ile Ser

Ser Asp Cys Glu
985

Asp Tyr Arg Leu

1000

Ser Ser Leu Cys

1015

vVal Glu Glu Cys

1030

Cys Lys Lys Glu

Phe val Asp Pro

1065

1080

161

Cys

970

Asp

Asp

Ala

Leu

Val

1050

val

955
Leu Lys Leu Arg
Gln Ile Arg Ile
9390
Pro Gln Leu Gln
1005
Glu Glu Ala Ala
1020
Lys Val Asn Leu
1035

Leu Asn Met Leu

Leu His Thr Ala

960
Tyr Ala
975
Ile Ile

Leu His

Ala Gln

Leu Lys
1040
Lys Glu
1055

Cys Ala

1070

1085

Gln Met Ser Cys Leu Met Glu Ala Leu Glu Asp Lys Axrg Val

10380
Gln Pro Glu
1105
Tyr Ala Ala

Gln Val Met

Gly Ser Ile
1155
Thr Lys

1170
<210> 19
<211> 3779

<212> DNA

Cys Lys Lys Arg Leu Asn Asp Arg Ile Glu

Lys Val Ala Pro Ala Asp Gly Phe Ser Asp

1125

Thr Ser

1140

Cys Ile Leu Phe

Arg Val Thr Arg Glu

1095

1110

Pro Ser

1145

1160

1175

1130

Lys Asn Tyr Ile Leu Ser

Leu Ile Gly Leu Met Cys

1100

Met

1115

Leu

vVal

Arg

Arg Leu

Trp Ser
1120
Ala Met

1135

Ile Ser

1150

1165

Leu Lys Asp Arg

Gly Arg Ile
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<213> Homo
<400> 19

gcgtcgagct
cttgtcggeg
ccagggcgtce
ggccggaggc
tcagcagcaa
cccggegggt
ggcggaggaa
caacaacctg
ttcagactgc
tgaatctgtg
tgaaccggtt
tgagtatcag
tttaatctgt
tattcggctt
aggcctggtg
gaaagccatt
atattttgct
cagagtgtat
agaagcactt
ggccaaatcc
atcgcgtgaa
gcgacaagtc
agacttttct
ttccggatta
gaaggggaac
ccctggtgea
gacagcctgc
tttatacaca
catctcccgg

tcgtctttgce

Sapiens

cgccgceggac
gcgctgcatce
cacagccagg
ggceggeeegyg
cagcagcagc
gggcctccegg
gagtcctgca
gcggtgctceg
aatcatttgt
gccagagagg
ggaaaaggtt
tgtcaccagt
ggcttcatgg
ggagaaaagg
aaagaagcag
ctccgggtgg
tgccgagatg
aagtgcctct
acaacccgcc
tgtaaaagtg
gccaggctcet
agcagtgagt
ctgagccctg
catcgaaaag
cttggaatga
gattaccgca
aaacatataa
gagaagatgg
gattggaagc

cacacccacg

tcaagatggc
tgctgctgct
gccagggtcec
cgggtcagca
agcaacagca
cceggegggyg
gggaggacgt
agtgcctgceca
tgtggaatta
tttgcaaatc
acatggtttc
acattaccaa
atgactgcaa
atgcacattc
aagaaagaga
ctgagctgtc
atcgggagcg
ttaaccataa
aaaagctgat
acttgaagaa
cctacttgtt
gccaggggga
agatcatcct
ggcggaccct
actgccagca
ttgatcgagc
gatctggaga
tagaagactg
tggaccctgt

gttggaatga

162

ggcgtgtgga
attcgcggcec
cggggccaac
gctgccccag
acagcagcct
aggagcggygyg
gacccgcgtg
ggatgtgagg
taagctgaac
tactataaca
ctgcttggtg
gatgacggcc
aaatgacatc
acaaggtgag
acccaagatt
atcggatgac
tttttgtgaa
atttgaagaa
tgcccaggat
ataccggtgce
aatgtgcctg
gatgctggat
aagctgtcgg
acactgtctg
ggcgcttcaa
tttgaatgaa
cccaatgatc
tgaacaccgt
cctgtaccge

gaccagtgaa

cgtgtacgga

ggggccgaga

tttgtgtcct

ctgcctcagt

cagccgccge

gctggtgggg

tgccctaagce

gagcctgaaa
ctaactacag
gagattaaag
gatcaccgag
atcattttta
aacattctga
gtggtatcat
caagtttctg
tttcacttag
aatacacaag
tccatgagtg
tataaagtca
aatgtggaaa
gagtcagctg
taccgacgca
ggggagattg
atgaaagtag
acactgattc
gcttgtgaat
ttgtcgtgcece
ctcttagagc
aagtgccagg

tttatgccte

ggatgttccg
aactccccgg
tcgtagggca
catcgcagct
agccgcecettt
gctggaagct
acacctggag
atgaaatttc
atcccaaatt
aatgtgctga
gcaacatcac
gtgattaccg
aatgtggcag
gcttggagaa
aactctgcaa
accggecattt
ctggtgaggg
aaaagtgtcg
gttattcatt
accttcegeg
tacacagagg
tgttgatgga
aacaccattg
ttcgagggga
aggagactga
ctgtaatcca
tgatggaaca
tgcagtattt
gagacgcttc

agggagctgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800
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gttctcttgt
ggagtgccga
tcctgeecte
gactggacag
agatatagtt
gatgagagcc
agactctggg
gaagtgtgcc
ttacaagttt
gaaggtggac
caaggagcac
gacggaggac
cttctgttec
gaagcagcta
ggacccagag
tccggaagca
gatggatccc

ccgcttaaac
tatcctgact

gctgagatat

ccaggagtcc

gatctccagt

gtgcctcaag

catgctgaag

cctggacatt

tctcatggaa

caatgaccgg

tgatcttgcc

tgggagcatc

gacacgagag
agtgtggtct

cttcccagac

ttatacagac
gctgaagtcc
caggataagt
gagctggagt
ggcaacctca
tgtgagccca
gacctgatgg
atcggagtta
aaaatggcct
gtggtgatct
agggtgtccc
atccgcttgg
gctgtgcaat
agcacccgct
ctagactaca
gattctaaaa
aaatgcaaac
cccatgttaa
aaggccaagg
gctgaccagc
gccctggact
ctatgtgctg
gtcaacctgce
gaaagcaaag
aaacaccact
gcactggagg
attgagatgt
atgcaagtaa
tgtatattgt
ctcaaggaca
caggatgtga

aagctccttt

acgcctaccg
aaaggatcct
gcctgattga
gccttcagga
ctgagttaga
taattcagaa
agtgtctgat
cccacttcca
gcaaggagga
gcctgagcac
tgaagtgccg
agccagatct
atggcaacgc
gccaccaaaa
ccctcatgag
ccatgttgca
agatgataac
gaaaagcctg
atgattcaga
gcctgtcttce
accgcctgga
aagaagcagc
tcaagatcaa
cagacatctt
gcgcagccat
ataagcgggt
ggagttacgc
tgacgtctcc
tcctgattgg
ggctacaata
caggcagtcc

gtgcctctac

163

cactgaggaa
acaccagcgt
tctgggaaaa
ccatctggat
atcagaggat
cttctgccac
acagaacaaa
gctggtgcag
cgtgttgaag
gaccgtgcgce
caggcagctc
atacgaagcc
tcagattatc
agtatttaag
ggtctgcaag
gtgcttgaag
caagcgccag
taaagctgac
attagaagga
agactgtgaa
tcctcecagetce
agcccaagag
aacagaattg
tgttgacccg
cacccctgge
gaggttacag
agcaaaggtg
atctaagaac
cctgatgtgt
caggtcagag
agcctgacct

gtggagaggg

cagggaagga
gccatggatg
tggtgcagtg
gacttggtgg
attcaaatag
gatgtggcag
caccagaagg
atgaaggatt
ctttgcccaa
aatgacactc
cgtgtggagg
tgcaagagtg
gaatgtctga
ctgcaggaga
cagatgataa
caaaataaaa
atcacccaga
attcctaaat
caagtcatct
gaccagatcc
cagctgcact
cagacaggtc
tgtaaaaagg
gtacttcata
cgcgggegtce
cccgagtgcea
gccccagcag
tacattctct
ggacggatca
acaatggctt
ttctgcacac

tgtggaaagt

ggctctcacg
tcaagctgga
agaaaacaga
tggagtgtag
aagccttgcet
ataaccagat
acatgaacga
ttcggtttte
acataaaaaa
tgcaggaagc
agctggagat
acatcaaaaa
aagaaaacaa
cagagatgat
agaggttctg
acagtgaatt
acacagatta
tctgtcacgg
cttgcctgaa
gaatcattat
gctcagacga
aggtggagga
aagtgctaaa
ctgcttgtgce
aaatgtcctg
aaaagcgcct
atggcttctc
ctgtgatcag
ccaagcgagt
ataaaggttt
tccagacaaa

tatcacatta

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720
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aaagatggag gatttaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaagaaaaaa aaaaaaaaa 3779
<210> 20
<211> 1203

<212> PRT
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<213>

<400>

20

Met Ala Ala

1

Leu

Gln

Phe

Gln

65

Gln

Pro

Ala

His

Arg

145

Asn

Arg

Glu

His

Gly

Val

50

Leu

Gln

Pro

Glu

Thr

130

Glu

Tyr

Glu

Pro

Leu

val

35

Gly

Pro

Gln

Ala

Glu

115

Trp

Pro

Lys

val

val

195

Cys

Leu

20

His

Gln

Gln

Gln

Arg

100

Glu

Ser

Glu

Leu

Cys

180

Gly

Homo Sapiens

Gly

Leu

Ser

Ala

Ser

Pro

85

Arg

Ser

Asn

Asn

Asn

165

Lys

Lys

Arg

Leu

Gln

Gly

Ser

70

Gln

Gly

Cys

Asn

Glu

150

Leu

Ser

Gly

val

Phe

Gly

Gly

55

Gln

Pro

Gly

Arg

Leu

135

Ile

Thr

Thr

Tyr

Arg

Ala

Gln

40

Gly

Leu

Pro

Ala

Glu

120

Ala

Ser

Thr

Ile

Met

200

Arg

Ala

25

Gly

Gly

Gln

Gln

Gly

105

Asp

val

Ser

Asp

Thr

185

val

Met

10

Gly

Pro

Pro

Gln

Pro

90

Ala

val

Leu

Asp

Pro

170

Glu

Ser

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

75

Pro

Gly

Thr

Glu

Cys

155

Lys

Ile

Cys

Arg

Glu

Ala

Gly

60

Gln

Phe

Gly

Arg

Cys

140

Asn

Phe

Lys

Leu

Leu

Lys

Asn

45

Gln

Gln

Pro

Gly

val

125

Leu

His

Glu

Glu

vVal

205

Ser

Leu

30

Phe

Gln

Gln

Ala

Trp

110

Cys

Gln

Leu

Ser

Cys
190

Asp

Ala

15

Pro

val

Leu

Gln

Gly

95

Lys

Pro

Asp

Leu

vVal

175

Ala

His

Ala

Gly

Ser

Pro

Gln

80

Gly

Leu

Lys

val

Trp

160

Ala

Asp

Arg
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Gly

Ala

225

Cys

Glu

Gly

Glu

Asp

305

Glu

Cys

Glu

Ser

Cys

385

Leu

Ser

Asp

Glu

Asn

210

Ile

Lys

Lys

Leu

Leu

290

Phe

Arg

Leu

Ala

Tyr

370

Asn

Leu

Glu

Phe

His

450

Ile

Ile

Asn

Asp

val

275

cys

His

Phe

Phe

Leu

355

Ser

val

Met

Cys

Ser

435

His

Thr

Phe

Asp

Ala

260

Lys

Lys

Leu

Cys

Asn

340

Thr

Leu

Glu

Cys

Gln

420

Leu

Cys

Glu

Ser

Ile

245

His

Glu

Lys

Asp

Glu

325

His

Thr

Ala

Asn

Leu

405

Gly

Ser

Ser

Tyr

Asp

230

Asn

Ser

Ala

Ala

Arg

310

Asn

Lys

Arg

Lys

Leu

390

Glu

Glu

Pro

Gly

Gln

215

Tyr

Ile

Gln

Glu

Ile

295

His

Thr

Phe

Gln

Ser

375

Pro

Ser

Met

Glu

Leu

455

Cys

Arg

Leu

Gly

Glu

280

Leu

Leu

Gln

Glu

Lys

360

Cys

Arg

Ala

Leu

Ile

440

His

His

Leu

Lys

Glu

265

Arg

Arg

Tyr

Ala

Glu

345

Leu

Lys

Ser

val

Asp

425

Ile

Arg

165

Gln

Ile

Cys

250

val

Glu

val

Phe

Gly

330

Ser

Ile

Ser

Arg

His

410

Tyr

Leu

Lys

Tyr

Cys

235

Gly

val

Pro

Ala

Ala

315

Glu

Met

Ala

Asp

Glu

395

Arg

Arg

Ser

Gly

Ile

220

Gly

Ser

Ser

Lys

Glu

300

Cys

Gly

Ser

Gln

Leu

380

Ala

Gly

Arg

Cys

Arg

460

Thr

Phe

Ile

Cys

Ile

285

Leu

Arg

Arg

Glu

Asp

365

Lys

Arg

Arg

Met

Arg

445

Thr

Lys

Met

Arg

Leu

270

Gln

Ser

Asp

Val

Lys

350

Tyr

Lys

Leu

Gln

Leu

430

Gly

Leu

Met Thr

Asp Asp

240
Leu Gly
255

Glu Lys
Val Ser
Ser Asp
Asp Arg
320
Tyr Lys
335
Cys Arg
Lys Val
Tyr Arg
Ser Tyr
400
val Ser
415
Met Glu

Glu Ile

His Cys
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Leu

465

Gln

Tyr

Thr

Leu

Arg

545

Pro

Thr

Phe

Arg

Arg

625

Ile

Leu

Asp

Glu

His

705

Met

Gln

Arg

Ala

Met

530

Leu

Val

His

Ser

Leu

610

Ala

Asp

Glu

Ile

Ala

690

Asp

Lys

Ala

Ile

Cys

515

Glu

Leu

Leu

Gly

Cys

595

Ser

Met

Leu

Cys

val

675

Leu

val

val

Leu

Asp

500

Lys

His

Glu

Tyr

Trp

580

Leu

Arg

Asp

Gly

Leu

660

Gly

Leu

Ala

Val

Gln

485

Arg

His

Leu

Leu

Arg

565

Asn

Tyr

Glu

val

Lys

645

Gln

Asn

Met

Asp

Arg

470

Thr

Ala

Ile

Tyr

Gln

550

Lys

Glu

Arg

Cys

Lys

630

Trp

Asp

Leu

Arg

Asn

710

Gly

Leu

Leu

Arg

Thxr

535

Tyr

Ccys

Thr

His

Arg

615

Leu

Cys

His

Thr

Ala

695

Gln

Glu

Ile

Asn

Ser

520

Glu

Phe

Gln

Ser

Ala

600

Ala

Asp

Ser

Leu

Glu

680

Cys

Ile

Lys

Gln

Glu

505

Gly

Lys

Ile

Gly

Glu

585

Tyr

Glu

Pro

Glu

Asp

665

Leu

Glu

Asp

166

Gly

Glu

490

Ala

Asp

Met

Ser

Asp

570

Phe

Arg

val

Ala

Lys

650

Asp

Glu

Pro

Ser

Asn

475

Thr

Cys

Pro

val

Arg

555

Ala

Met

Thr

Gln

Leu

635

Thr

Leu

Ser

Ile

Gly

715

Leu

Asp

Glu

Met

Glu

540

Asp

Ser

Pro

Glu

Arg

620

Gln

Glu

Val

Glu

Ile

700

Asp

Gly
Pro
Ser
Ile
525
Asp
Trp
Arg
Gln
Glu
605
Ile
Asp
Thr
val
Asp
685

Gln

Leu

Met Asn

Gly Ala

495
val Ile
510

Leu Ser

Cys Glu

Lys Leu

Leu Cys

575

Gly Ala

590

Gln Gly

Leu His

Lys Cys

Gly Gln

655

Glu Cys

€70

Ile Gln

Asn Phe

Met Glu

Cys

480

Asp

Gln

Cys

His

Asp

560

His

val

Arg

Gln

Leu

640

Glu

Arg

Ile

Cys

Cys

720
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Leu

Gly

Tyr

Asn

Arg

785

Cys

Arg

Phe

Lys

Lys

865

Met

Ser

Met

Asn

Asp

945

Ser

Ile

val

Lys

Ile

770

Asn

Arg

Leu

Cys

Glu

850

Leu

Arg

Lys

Asp

Thr

930

Ile

Glu

Gln

Thr

Phe

755

Lys

Asp

Arg

Glu

Ser

835

Asn

Gln

val

Thr

Pro

915

Asp

Pro

Leu

Asn

His

740

Lys

Lys

Thr

Gln

Pro

820

Ala

Lys

Glu

Cys

Met

900

Lys

Tyr

Lys

Glu

Lys

725

Phe

Met

Lys

Leu

Leu

805

Asp

val

Lys

Thr

Lys

885

Leu

Cys

Arg

Phe

Gly

965

His

Gln

Ala

vVal

Gln

790

Arg

Leu

Gln

Gln

Glu

870

Gln

Gln

Lys

Leu

Cys

950

Gln

Gln

Leu

Cys

Asp

775

Glu

val

Tyxr

Tyr

Leu

855

Met

Met

Cys

Gln

Asn

935

His

val

Lys

val

Lys

760

val

Ala

Glu

Glu

Gly

840

Ser

Met

Ile

Leu

Met

920

Pro

Gly

Ile

Asp

Gln

745

Glu

val

Lys

Glu

Ala

825

Asn

Thr

Asp

Lys

Lys

905

Ile

Met

Ile

Ser

167

Met

730

Met

Asp

Ile

Glu

Leu

810

Cys

Ala

Arg

Pro

Arg

890

G1ln

Thr

Leu

Leu

Cys

970

Asn

Lys

val

Cys

His

795

Glu

Lys

Gln

Cys

Glu

875

Phe

Asn

Lys

Arg

Thr

955

Leu

Glu

Asp

Leu

Leu

780

Arg

Met

Ser

Ile

His

860

Leu

Cys

Lys

Arg

Lys

940

Lys

Lys

Lys

Phe

Lys

765

Ser

Val

Thr

Asp

Ile

845

Gln

Asp

Pro

Asn

Gln

925

Ala

Ala

Leu

Cys

Arg

750

Leu

Thr

Ser

Glu

Ile

830

Glu

Lys

TYyr

Glu

Ser

910

Ile

Cys

Lys

Arg

Ala

735

Phe

Cys

Thr

Leu

Asp

815

Lys

Cys

val

Thr

Ala

895

Glu

Thx

Lys

Asp

Ty

975

Ile

Ser

Pro

val

Lys

800

Ile

Asn

Leu

Phe

Leu

880

Asp

Leu

Gln

Ala

Asp

960

Ala
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Asp Gln Arg

Gln Glu Ser
995
Cys Ser Asp
1010
Glu Gln Thr
1025

Ile Lys Thr

Ser Lys Ala

Leu
1075

Gln
1090

Gln

1105

Tyr Ala Ala Lys Val Ala Pro

Gln Val Met Thr Ser Pro Ser

Gly Ser Ile Cys Ile Leu Phe

1155

Thr Lys Arg Val Thr Arg Glu

1170

Glu Thr Met Ala Tyr Lys Gly Leu Val Trp Ser Gln Asp Val Thr

1185

Ser Pro Ala

<210> 21

<211> 2288

Leu

980

Ala

Glu

Gly

Glu

Asp Ile Phe Val Asp Pro Val Leu

1060

1140

Ser Ser Asp Cys Glu
985

Leu Asp Tyr Arg Leu

1000
Ile Ser Ser Leu Cys
1015

Gln Val Glu Glu Cys

1030

Leu Cys Lys Lys Glu

1045

1065

Asp Ile Lys His His Cys Ala Ala Ile Thr

1080

Met Ser Cys Leu Met Glu Ala Leu Glu Asp

1095

Pro Glu Cys Lys Lys Arg Leu Asn Asp Arg

1110

1125

1145

1160

1175

1190

168

Asp Gln Ile Arg Ile
990

Asp Pro Gln Leu Gln

1005
Ala Glu Glu Ala Ala
1020
Leu Lys Val Asn Leu
1035
Val Leu Asn Met Leu
1050

His Thr Ala

Ile Ile

Leu His

Ala Gln

Leu Lys
1040
Lys Glu

1055

Cys Ala

1070

Pro Gly Arg
1085

Lys Arg Val

1100

Ile Glu Met

1115

1130

Gly Arg

Arg Leu

Trp Ser

1120

Ala Asp Gly Phe Ser Asp Leu Ala Met

1135

Lys Asn Tyr Ile Leu Ser Val Ile Ser

1150

Leu Ile Gly Leu Met Cys Gly Arg

1165

Leu Lys Asp Arg Leu Gln Tyr Arg

1180

1195

Ile

Ser

Gly

1200
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<212> DNA
<213> Homo
<400> 21

caaaaacttc
aaacaagaag
gatgatggac
gttctgtccg
tgaattgatg
agattaccgc
tcacggtatc
cctgaagctg
cattatccag
agacgagatc
ggaggagtgc
gctaaacatg
ttgtgcecctg
gtcctgtcte
gcgcctcaat
cttctctgat
gatcagtggg
gcgagtgaca
atccagtgcc
agaagtgaca
gccteccactce
gctggggtta
cataccaaca
ttttttaaga
gcatctcctc
caaagacagg
tcatctctca
gggcagccgt

tccagtttcc

Sapiens

tgttccgcectg
cagctaagca
ccagagctag
gaagcagatt
gatcccaaat
ttaaacccca
ctgactaagyg
agatatgctg
gagtccgccc
tccagtctat
ctcaaggtca
ctgaaggaaa
gacattaaac
atggaagcac
gaccggattg
cttgccatge
agcatctgta
cgagagctca
cagtttgtac
ccaaccccegt
gtgtccatgg
ctgcctttgt
gaacttccgg
aaaccaccaa
caggcttgat
acttggaggg
gaagcgcecctt
tcccececaggcet

accctaatca

tgcaatatgg
cccgcectgeca
actacaccct
ctaaaaccat
gcaaacagat
tgttaagaaa
ccaaggatga
accagcgcect
tggactaccg
gtgctgaaga
acctgctcaa
gcaaagcaga
accactgcgce
tggaggataa
agatgtggag
aagtaatgac
tattgttcct
aggacaggta
agccctcttg
gttagagcat
tgtecctecte
ttggcagact
tacttccaga
aaaaaaaaat
ttgggcaatg
gaagcacacc
ggggcctege
gtgtggggtce

gccactgctg

169

caacgctcag
ccaaaaagta
catgagggtc
gttgcagtgce
gataaccaag
agcctgtaaa
ttcagaatta
gtcttcagac
cctggatcct
agcagcagcc
gatcaaaaca
catctttgtt
agccatcacc
gcgggtgagg
ttacgcagca
gtctccatct
gattggcctg
gagccacctt
tatagcatcc
tagcagatgt
ctcctcaccg
tggtttacct
accaactcac
ttttttaaag
gggttatgtc
acccagtgtg
cagggccgtg
ctgctttctt

gtcacagccc

attatcgaat

tttaagctgce

tgtaagcaga

ttgaagcaaa

cgccagatca

gctgacattc

gaaggacaag
tgtgaagacc
cagctccagc
caagagcaga
gaattgtgta
gacccggtac
cctggccgcg
ttacagcccg
aaggtggccc
aagaactaca
atgtgtggac
gaccaccaaa
ccactcacct
ccactgcgtt
tgcagcagca
gcctgtagtce
ctgacctgca
aaaaaaatgt
tttcatatga
ccatgactga
gtcttcaccg
ctgctgagac

cacagccatyg

gtctgaaaga
aggagacaga
tgataaagag
ataaaaacag
cccagaacac
ctaaattctg
tcatctcttg
agatccgaat
tgcactgctc
caggtcaggt
aaaaggaagt
ttcatactgc
ggcgtcaaat
agtgcaaaaa
cagcagatgg
ttctctetgt
ggatcaccaa
ggaactacct
cgctcttctc
gtcccatcca
gcagctggtc
aagtctctct
actcaaaggc
atatagtaac
ctgtgtaaaa
ggtgtctcgt
aggcgtgggt
agtgacgctt

ggtatttctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740
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170

tggtctcctce gcttcattga agcaaagcat gagccttcct
gggaagggac cggaagtttg tgaagttgaa cagtccatcc
tcctgagtcc cggggcagca ggatcccagg aaccttcctce
cagccgtgtc tggaccggcc ctgctgagge tacagtcact
caggaggcag gactgtggcg ggaggggtcc ttgaagatgg
ggaagtggga gccagaggtt tgactcactt tgctttattt
agagacaatg gcttataaag gtttagtgtg gtctcaggat
acctttctgc acactccaga caaacttccc agacaagctc
agggtgtgga aagttatcac attaaaagat ggaggattaa
aaaaaaaa
<210> 22
<211> 309
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 22
Met Met Asp Pro Glu Leu Asp Tyr Thr Leu Met
1 5 10
Met Ile Lys Arg Phe Cys Pro Glu Ala Asp Ser
20 25
Cys Leu Lys Gln Asn Lys Asn Ser Glu Leu Met
35 40
Gln Met Ile Thr Lys Arg Gln Ile Thr Gln Asn
50 55
Asn Pro Met Leu Arg Lys Ala Cys Lys Ala Asp
65 70 75
His Gly Ile Leu Thr Lys Ala Lys Asp Asp Ser
85 920
Val Ile Ser Cys Leu Lys Leu Arg Tyr Ala Asp
100 105
Asp Cys Glu Asp Gln Ile Arg Ile Ile Ile Gln
115 120
Tyr Arg Leu Asp Pro Gln Leu Gln Leu His Cys

agacaagggc
atctgcactg
ctccagggca
ctggaagctc
gtgtggggag
ttcaggctac
gtgacaggca
ctttgtgcct

aaaaaaaaaa

Arg Val

Lys Thr
30
Asp Pro
45
Thr Asp
60
Ile

Pro

Glu Leu

Gln Arg

Cys

Met

Lys

Tyr

Lys

Glu

Leu

agctggggag
agaggctgga
gcacaggact
tgcgcttcat
cagtgggtca
aatacaggtc
gtccagcctyg
ctacgtggag

aaaaaaaaaa

Lys Gln
15
Leu Gln

Cys Lys

Arg Leu

Phe Cys
80
Gly Gln
95

Ser Ser

110

Glu Ser
125

Ser Asp

Ala

Glu

Leu Asp

Ile Ser

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2288
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Ser

145

Glu

Lys

val

Cys

Glu

225

Arg

Pro

Ser

Phe

Glu

305

<210>

<211>

<212>

<213>

130

Leu

Glu

Lys

Asp

Ala

210

Ala

Leu

Ala

Lys

Leu

290

Leu

23

Homo

Cys

Cys

Glu

Pro

195

Ala

Leu

Asn

Asp

Asn

275

Ile

Lys

2486

DNA

Ala

Leu

val

180

vVal

Ile

Glu

Asp

Gly

260

Tyr

Gly

Asp

Glu

Lys

165

Leu

Leu

Thr

Asp

Arg

245

Phe

Ile

Leu

Arg

Sapiens

Glu

150

val

Asn

His

Pro

Lys

230

Ile

Ser

Leu

Met

135

Ala

Asn

Met

Thr

Gly

215

Arg

Glu

Asp

Ser

Cys

295

Ala

Leu

Leu

Ala

200

Arg

val

Met

Leu

val

280

Gly

Ala

Leu

Lys

185

Cys

Gly

Arg

Trp

Ala

265

Ile

Arg

171

Gln

Lys

170

Glu

Ala

Arg

Leu

Ser

250

Met

Ser

Ile

Glu

155

Ile

Ser

Leu

Gln

Gln

235

Tyr

Gln

Gly

Thr

140
Gln Thr

Lys Thr

Lys Ala

Asp Ile
205
Met Ser
220

Glu

Pro

Ala Ala

Val Met

Ser Ile
285
Lys Arg

300

Gly

Glu

Asp

190

Lys

Cys

Cys

Lys

Thr

270

Cys

Val

<400> 23
aatttagcca
gagaatcact

cagcectgggt

catttcaagc

gctgtggtgg
tgaaccggga
gacagagcaa

tggaagattt

cacatacctg
gatggagttt
gactctgtct

ggttccctaa

taatcccagce
gcagtgagcc
ccaaaaaaaa

ctttgagcct

tacttgagag
gagatggtgce
aaaaaaaaaa

agctctttca

Gln Vval
160
Leu Cys
175
Ile Phe

His His

Leu Met

Lys Lys
240
vVal Ala
255

Pro

Ser

Ile Leu

Thr Arg

actgaggcag
cactgtactc
aaaaaaaaga

ttaaagtaat

60

120

180

240
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aataaaagta
ctcagcagtce
gcaaagaagg
ctcttgetgce
acaaataagt
tggctccctc
gagtgacatc
tctgaaagaa
ggagacagag
gataaagagg
taaaaacagt
ccagaacaca
attcagtggc
agggaggagt
gggagagtca
agaaggaatc

gagtgtgcca
ttggaagacc

ttctcaaaag

ccttagagta

agaagtactc

atgtttattg

tttaggaagg

ctgctttcta
attcctaaat

caagtcatct

gaccagatcc

cagctgcact
tcagagaagt
ctggtgaatt
actgaattca

gaacaagggt

gaactctaca
ctgtgaagga
tccaaggcca
aaggcgactt
ctccagaaca
atgcagacgg
aaaaacttct
aacaagaagc
atgatggacc
ttctgtcecgg
gaattgatgg
ggtaagatct
tgtagagtga
ctgagtgtaa
ggggagagag
aggccggcag
ggagaatgta
tcgtaagtta
tgtctgttat
ttggagtctg
gttaacaagt
aatagataaa
tggatatcta
ctctagatta
tctgtcacgg
cttgcctgaa
gaatcattat
gctcagacga
ttccactgga
gaaggccatc
acttggcatt

gttctttcat

tttatataat
ctaaataagg
tgcagctatt
tgctatctag
tatgacatct
aggacatccg
gttcecgectgt
agctaagcac
cagagctaga
aagcagattc
atcccaaatg
tggcttggcet
cctgctcaaa
gcagggcctt
gaggccacaa
tccttggaaa
cgggtaatct
atggtcacag
ggggaaggtt
cacaaaaccce
catattgctg
tccatggttg
aaaatgtgtg
ccgcttaaac
tatcctgact
gctgagatat
ccaggagtcc
ggtgggattt
gaaaagttgt
ttctaggctc
agtcctgaca

tatagctctc

172

ggttttgact
tgtttcaggg
tggtgacaga
aagccagggt
ccagcctaaa
cttggagcca
gcaatatggc
ccgctgccac
ctacaccctc
taaaaccatg
caaacagatg
ctcctggecc
ctcccagggce
cctcctttga
gaaccagaaa
gaaaaatcta
gattcggaac
tgagttggat
gctgatgtcc
cgcagagtag
attaaaaaca
tagtcatgat
aatcaggtgg
cccatgttaa
aaggccaagg
gctgaccagc
gccctggact
gcgtgcaaaa
ttactttctc
tccatggtct
ctctaaagcg

tgtaaatttg

ttccaaagtg
tagacttggc
attgaaagta
cactagacaa
ccaagctcac
gatctatacyg
aacgctcaga
caaaaagtat
atgagggtct
ttgcagtgcet
ataaccaagc
cgtggagtat
tttgttgcct
ggagcatcca
actgccctaa
gaaattcaat
agaaacattt
attgtatttc
ccttgatttt
aaagattcct
gtgtagtgag
cattgacata
aatgttttgt
gaaaagcctyg
atgattcaga
gcctgtctte
accgcctgga
ctggttacgce
tceccecttcage
gcattcctgt
ttgttccata

ttcttccctt

attttcacat
attgtgtttct
aagcctgatt
gatgcagtca
ctttccatge
aagcctgcaa
ttatcgaatg
ttaagctgca
gcaagcagat
tgaagcaaaa
gccagatcac
ctgaaaagga
gggaatttta
gaaaaatgga
aagaacgttc
aaaacttcat
cacctctgag
tttttcagtg
tctgaggact
gaggacctcc
agctcagtaa
atatgctccc
cacatgctca
taaagctgac
attagaagga
agactgtgaa
tcctcagctce
acagagctgc
cgtgaatgat
tctttgtaac
tttctctgtt

cttcttattc

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160
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tggatggtaa
tcacgcctgt
gttcaagacc
gccaggcgtg
cacttgaacc
tgggcgacag
<210> 24
<211> 156
<212> PRT
<213> Homo
<400> 24

Met Gln Thr

1
Ser

Lys Asp

Gln Ile Ile

35
Cys His Gln
50
Glu Leu Asp
65
Pro

Phe Cys

Asn Lys Asn

Lys Arg Gln

115

Trp Pro Arg
130

Cys Ser Asn

145

<210> 25

acccaagacc
aatcccaaca
agcctggcta
gtggcgtgca
cgggaggcgg

aggaagactc

Sapiens

Glu Asp

Ile Lys
20
Glu Cys

Lys Val

Tyr Thr

70

Glu Ala
85

Ser Glu
100
Ile Thr

Gly Vval

Ser Gln

150

Ile

Asn

Leu

Phe

Leu

Asp

tgccagaaag
ctttgggagg
acatggagaa
ccagtaatct
tggttgcagt

tgtctc

Arg Leu

Phe Cys

Lys Glu
40
Lys Leu
55
Met Arg

Ser Lys

Glu

Ser

Asn

Gln

val

Thr

173

ataaaagtgc
ccaaggaggyg
atctgtctct
cagctactca

gagctgagat

Pro Asp
10

Ala VvVal

25

Lys Lys

Glu Thr

Cys Lys
75
Met

Leu

90

tttcagctgg
tggatcatct
actaaaaata
ggaggctgag

catgccactg

Leu Tyr

Gln Tyxr

30

Gln Leu
45
Glu Met
60
Gln Met

Gln Cys

Gln

Glu

Gly

Ser

Met

Ile

Leu

Met

Leu

Gln

Ser

Gly

Met Asp Pro Lys Cys

105

Asn Thr Gly Lys Ile

120

Glu Lys Glu Phe Ser

135

Phe Val Ala Trp Glu

155

Lys

110

Leu Ala Trp

125

Gly Cys Arg
140

Phe

gcacggtggc
gaggtcagga
caaaaaatta
gcaggagaat

caccccagcecce

Ala Cys
15

Asn Ala
Thr Arg
Asp Pro
Lys Arg
80

Lys Gln
95

Thr

Ile

Leu Ser

Val Thr

2220

2280

2340

2400

2460

2486
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<211> 842

<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 25

ctgagaggaa
agtcctgttt
agtgttacca
accctgatgg
aagtaaagaa
tgggtactaa
ttcccaatgg
tecctectgceca
ctcatgtgca
caaggtggga
aggtgctcta
tggattgctg
aggtattatg
tatcctgaat
aa

<210> 26
<211> 134
<212> PRT
<213>
<400> 26

Met Asp Thr

1

Ala Leu Leu

Tyr Gly Val
35
Pro Asp Gly

50

gttttatctg
gctgattctt
gtgctatgga
agtctgtgtt
caatctttgce
ggtcaacgtg
aggcagcacc
gaccttgctc
acaattcttc
gtagtgtgtg
atcctctcta
ctcatgaccc
ctatcaccat

gtcccectgt

Mus musculus

Ser
5

Cys

20

Pro

val

His Thr

Ala Glu

Phe Glu

Cys Val

tgcagccctt
cttgtggccc
gtcccatttg
actcaggagg
ttacccatct
aagacttcct
tggaccatgg
tgatggtcct
ctggagccct
aaataccatg
gggctttcaa
tggaggcaca
ccacacataa

tgagtccaat

Thr Lys

Arg Ala

Thr Ser
40
Thr Gln

55

174

ctctgaggat
tactgtgtgc
agacttcttg
cagcagttat
gccctcectaa
gttgccagga
caggggtgct
cccaatgacc
ctagtgatga
ttttgecttt
gtctgtactt
cagccagcac
gtatctgggg

aaaccctttg

Ser Cys Leu

10
Gln Gly Leu
25
Ser

Cys Pro

Glu Ala Ala

ggacacttct
agaaagagct
cccatcaatt
tgtggattct
tattgaaagt
agacctctgc
tctgttcagce
tccacccttg
attatgagtt
atagcccctg
cctagaatgt
agtgaagagg
tcctgcaatg

ttctcccaaa

Leu Ile

Glu Cys
30
Ile Thr
45
vVal Ile

60

Leu

Tyr

Cys

val

cacactacaa
cagggactgg
acctgcccect
caaacaagga
atggagatcc
aatgtagcag
ctgagctcag
teccttttatce
atagaagctc
ctgggtaggt
cattttgttg
cagaattcca
ttcccacatg

aaaaaaaaaa

Leu Val
15
Gln Cys

Pro Tyr

Asp Ser

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

842
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Gln Thr
65

Asn Ile

Ser Cys

Ser Thr

Arg

Glu

Cys

Trp

Lys Val

Lys Asn Asn

70

Ser Met
85
Gln Glu
100

Thr Met

115

Leu Leu
130

<210> 27
<211> 862
<212> DNA
<213>
<400> 27

atctgacaga
tggacacttc
cagaaagagc
gcccagcagt
ttgaggactc
gtgtgccaat
gcaatgcagc
gcctgagctc
tttcctttta
gttatagaag
ctgctgggta
atttagttgt
agtattccaa
tcccatgtat
aaaaaaaaaa

<210> 28

<211> 131

Gln

Thr Leu

Mus musculus

acttgccact
tcacactaca
tcagggactg
tacctgececgce
tcaaagaagg
cagggatcct
agttcccact
agtcgtcecctg
tcttcatgtg
gtccaatgtg
agtgcccgac
ggatttctat
ggtattatag
gcctgtcaat

aaaaaaaaaa

Glu Ile Leu

Asp Leu Cys

Ala Gly Vval

120

Leu

gtgcctgcaa
aagtcctgtg
cagtgctacg
gcctectgatg
aaactaaaga
aacatcaggg
gcaggtagca
cagaccttgc
caaccactct
gggatagtgt
tcctctctag
tcttggcect
tatcaccatc
gacccctgtt

aa

Asn

175

Leu Cys Leu
75

Gly Thr Lys

90

vVal Ala

105

Leu Leu Phe

ccttgtctga
tgctcattct
agtgctatgg
gattctgcat
cccgtcagtg
agaggacttc
cctggaccat
tctgatggtc
ttcctggagt
gtggaacacc
ggctttcaaa
ggaggcatgt
cacacataag

gagtccaata

Pro Ile

val

Asn

Val Pro

110

Ser Leu

125

gaggaaccct
tcttgtggcee
agtgccaatt
tgctcaaaac
cctttectttce
ctgttgcagc
ggcaggggtyg
cttccaatga
cctctagtga
ctgtttcacc
tctgtacttce
ggccagcaca
tatctggggt

aaagctttgt

Cys Pro

Val Lys

Ser Ser

Pro

80

Thr

95

Asn Gly Gly

val

tctctgagga
ctactgtgtg
gagacttcct
atagaattga
tgccctgcetg
gaagacctct
cttectgttea
ccececcaccect
caaattatat
tttatagccc
ttgcaatgcc
tgcaacaggc
cctgcagggt

tctcccagee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

862
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<212> PRT

<213> Mus musculus

176

Leu

Gln

val

Leu

60

Ser

Arg

Ala

Ser

Ile

Cys

Thr

45

Ile

Phe

Thr

Gly

Val

125

Leu

Tyr

30

Cys

Glu

Cys

Ser

Ser

110

val

<400> 28
Met Asp Thr Ser His Thr Thr Lys Ser Cys Val
1 5 10
Ala Leu Leu Cys Ala Glu Arg Ala Gln Gly Leu
20 25
Tyr Gly Val Pro Ile Glu Thr Ser Cys Pro Ala
35 40

Ser Asp Gly Phe Cys Ile Ala Gln Asn Ile Glu

50 55
Gln Arg Arg Lys Leu Lys Thr Arg Gln Cys Leu
65 70 75
Gly Val Pro Ile Arg Asp Pro Asn Ile Arg Glu

85 90
Ser Glu Asp Leu Cys Asn Ala Ala Val Pro Thr
100 105
Thr Met Ala Gly Val Leu Leu Phe Ser Leu Ser
115 120

Thr Leu Leu

130
<210> 29
<211> 806
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 29
gcccacccece gcccagccceg tgcecctataag gcecttggcaa
ccagacgaca tcagagatga ggacagcatt gctgctcctt
agggccagcc cttaccctge gctgccacgt gtgcaccagce
tgtggtctgc ccggccagct ctcecgcttcectg caagaccacg
ggggaatctg gtgaagaagg actgtgcgga gtcgtgcaca
ccaggtcagc agcggcacca gctccaccca gtgctgccag

tgcaggggcc
gcagccctgg
tccagcaact
aacacagtgg
cccagctaca

gaggacctgt

Leu Val
15
Glu Cys

Arg Ala

Asp Ser

Pro Ala
80
Cys Cys
95
Thr Trp

Leu Gln

cgcactgctc
ctgtggctac
gcaagcattc
agcctctgag
ccctgcaagg

gcaatgagaa

60

120

180

240

300

360
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gctgcacaac
ggccctgagce
gcccctcatg
acgggggtgc
tgggcatgga
ccccacagag
cccggatttce
ggagataaat
<210> 30

<211> 128

<212> PRT

gctgcaccca
ctcctggceeg
cctttcette
caggagcccc
atgctgatga
gatgcagccce
acactccttc

gatttaaacc

<213> Mus musculus

<400> 30

cccgcaccgce
tcatcttagce
cctttctetg
aggctgaggg
cttggagcag
ccagctgcat
tgttttgttg

agaaaa

177

cctcgecccac
ccccagcectg
gggattccac
cttccccgaa
gccccacaga
ggaaggtgga

ccgtttattt

agtgccctca
tgaccttccc
acctctcttc
agtctgggac
ccccacagag
ggacagaagc

ttgtactcaa

gcctggggcet
cccagggaag
cccagccgca
caggtccagg
gatgaagcca
cctgtggatc

atctctacat

Met Arg
1
Pro Ala

Lys His

Asn Thr
50
Glu Ser
65
Thr

Ser

His Asn

Leu

Gly

<210> 31

<211> 11

Thr

Leu

Ser

35

val

cys

Ser

Ala

Leu

115

45

<212> DNA

Ala

Thr

20

Val

Glu

Thr

Thr

Ala

100

Ala

Leu

Leu

val

Pro

Pro

Gln

85

Pro

Leu

Leu

Arg

Cys

Leu

Ser

70

Cys

Thr

Ser

Leu

Cys

Pro

Arg

55

Tyr

Cys

Arg

Leu

Leu

His

Ala

40

Gly

Thr

Gln

Thr

Leu

120

Ala

val

25

Ser

Asn

Leu

Glu

Ala

105

Ala

Ala

10

Cys

Ser

Leu

Gln

Asp

20

Leu

vVal

Leu

Thr

Arg

val

Gly

75

Leu

Ala

Ile

Ala

Ser

Phe

Lys

60

Gln

Cys

His

Leu

val

Ser

Cys

45

Lys

val

Asn

Ser

Ala

125

Ala Thr
15
Ser Asn
30
Lys Thr

Asp Cys

Ser Ser

Glu Lys
95
Ala Leu
110

Pro Ser

Gly

cys

Thr

Ala

Gly

80

Leu

Ser

Leu

420

480

540

600

660

720

780

806
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<213> Mus musculus

<400> 31

gctccggcca
acctgecgtcc
gccatcctet
gagcgagcca
ctgaagccga
ggcattggga
cccatcccag
tttctgtgca
gccgggetge
ccctgteccee
gtatgggagc
accccctgceca
acttctgggg
ggagtcttac
agaccgtgtc
gcacgtggcg
cctcagtccce
ggggttgggg
ccagcccacc
tccce
<210> 32
<211> 131
<212> PRT
<213>

<400> 32

gccgcggtcece
gcccggegag
ccagaatgaa
gctcgctgat
ccatctgctc
atctcgtgac
aaggcgtcaa
atttcagtgc
tgctgagcct
cgatccccca
ccctgactcce
cctccacctg
tggatgatgt
ggtccaacat
agtagggatg
gcttetgggg
tgtagccccce
tttctgecac

cccacattgg

Mus Musculus

agagcgcgcg
caggacaggc
gatcttcttg
gtgcttctcce
cgaccaggac
atttggccac
tgttggtgtg
ggccgatggce
gctgccggcece
gctcaggaag
tcacgtgcct
ccccagcccc
gaccttecctt
cagaccaagt
tgtgcctggce
gccatgtttg
tgccctggcea
ttccgggtcet

agccctcectg

178

aggttcgggg
tgctttggtt
ccagtgctgce
tgcttgaacc
aactactgcg
agcctgagca
gcttccatgg
gggctgcggg
ctgctgeggt
gaaagcccag
gatctgtgcc
tgcctctgcec
gggggactgce
cccatggaca
tgtgtacgtg
gggagggagyg
cagctgcatg
aggccctgcec

ctgectttggt

agctccgcca
tgtgacctcc
tggctgccct
agaagagcaa
tgactgtgtc
agacctgttc
gcatcagctg
caagcgtcac
ttggccectg
ccctttetgg
cttggtcccea
caagtgggcc
ggaagggacg
tgctgacagg
ggtgtgcagt
tgtgccagca
cacttcaagyg
caaatccagce

gcctcaaata

ggctgctggt
aggcaggacg
tctgggtgtg
tctgtactgce
tgctagtgcc
cccggcecctgce
ctgccagagc
cctgcetgggt
accgcccaga
atcccacagt
ggtcaggccc
agctgccctce
agggttccct
gtccccaggg
gcacgtgaga
gcctggagag
gcagcctttg
cagtcctgce

aatacagatg

Met Lys Ile Phe Leu Pro Val Leu Leu Ala Ala Leu Leu Gly Val Glu

1

5

10

15

Arg Ala Ser Ser Leu Met Cys Phe Ser Cys Leu Asn Gln Lys Ser Asn

20

25

30

Leu Tyr Cys Leu Lys Pro Thr Ile Cys Ser Asp Gln Asp Asn Tyr Cys

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1145
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35

Val Thr
50
His Ser
65
Val Asn

Leu Cys

Leu

vVal

Leu

vVal

Asn

Leu Gly

Ser Ala

Ser Lys

Ser

Thr

40
Ala Gly
55

Cys Ser

70

Gly Val
85
Phe Ser
100

Ala Gly

115

Phe
130
<210> 33
<211> 877
<212> DNA
<213>
<400> 33
actgtgcctg
gtttgatctg
actcatcctt
ctgcctggga
agtctgcatt
caaactctgce
tgtcaacgtg
aggcagcacc
gaccttgctg
aactattcct
gagtagtgtt
ctcctctcta

atcttggccc

ccatcaccat

Gly Pro

Mus musculus

caacctggtc
tgcagccctt
cttgtggtcc
gtttcacttg
tctcagcagg
tttectttct
aatacttcct
tggaccatga
taaaaggtcc
tcctggagcece
tgtggaatac
ggaatttcaa
tggaggcccg

ccacacataa

Ala

Ala

Leu

Ser Met

Ala Asp

Leu Leu

120

agagaggaag
ctccaaggat
tattgtgtgce
gaattgcctg
tagaacttat
gccctgctaa
gttgcaagga
caagggtgct
ttccaaggac
ctctagtgat
gttgtttcaa
atatgtactt
tggctagcag

gtgtctgagg

Gly

Gly Gly

Ser

179

Ile Gly Asn

Pro Ala Cys
75
Ile ser
90

Leu
105

Leu Leu

taaggactgg
ggacagttgt
agaaagagct
caaatcaatt
tgtggactct
tcttgaaaat
agacctctgce
tctgttaaat
ctccaccctt
gaattatgag
ctttatagcc
cctagaatgce
agggtagagg

ttctgcagga

Arg

45

Leu Val Thr
60
Pro

Pro Ile

Cys Cys Gln

Ala Ser
110
Ala

Pro Leu

125

tgtcaggagg
cacactacaa
caggggctgg
acctgcccct
caaagaagga
atggagatcc
aatgcaccat
ctgggctcgg
gttgttttat
atattgaagc
cctgettggt
cattttgttg
cagaattcca

ttctcatgta

Phe Gly

Glu Gly
80
Ser Phe
95
val Thr

Leu Arg

gagctgctag
agtcctgtgt
agtgctataa
accctgatgc
aagtaaagaa
tgggtactac
tttccactgg
tcttcctgca
cctcatttgc
tccaaggtgg
aaatgcccca
tggcttgcta
aggtattaag

tgcggcettta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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180

tgtccececttyg ttgagtccaa taaacccttt gttctcece

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

34

134

PRT

34

Met Asp Ser

1

val

Leu

Pro

Gln

65

Asn

Ser

Ser

Phe

Leu

Gly

Asp

50

Arg

Leu

Cys

Thr

Leu

130

<210> 35

<211> 71

<212>

<213>

<400> 35

Leu

val

35

Ala

Arg

Glu

Cys

Trp

115

G1ln

0

DNA

Cys

Cys

20

Ser

vVal

Lys

Asn

Lys

100

Thr

Thr

Mus musculus

His Thr

Ala Glu

Leu Gly

Cys Ile

Val Lys

70

Met Glu

85

Glu Asp

Met Thr

Leu Leu

Mus musculus

Thx

Arg

Ile

Ser

55

Asn

Ile

Leu

Arg

Lys

Ala

Ala

40

Gln

Lys

Leu

Cys

val

120

Ser

Gln

25

Cys

Gln

Leu

Gly

Asn

105

Leu

Cys

10

Gly

Lys

val

Cys

Thr

90

Ala

Leu

val

Leu

Ser

Glu

Phe

75

Thr

Pro

Leu

Leu

Glu

Ile

Leu

60

Pro

val

Phe

Asn

Ile

Cys

Thr

45

Ile

Phe

Asn

Ser

Leu

125

Leu

Tyr

30

Cys

Val

Cys

val

Thr

110

Gly

Leu Val
15

Asn Cys

Pro Tyr

Asp Ser

Pro Ala

80

Asn Thr

95

Gly Gly

Ser Val

877

ctgcagccag gtctgagagg aagtaaggac tggtgtcagg agggagctgc taggtgacaa 60

agggaagaac cctcaggata gggctgtggt gggagtgaga ttaggaaaga agagctgggt 120

gggtggtgga tgagagaagt aggcagacat gtattcctca gggaaagctg tgtagagggt 180



5

10

15.

20
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30

130

181

tggagggagg gaatattgga tggctgagcc gtgtgagagc

ctattaactg gctccaactt ccaaggtttt atctgtgcag

cttctcacga gataaagtcc tgtgtgctga tccttcettgt

gagctcaggg actggagtgt taccagtgct atggagtccc

catttacctg cccctaccct gatggattct gtgttgcetca

actctcaaag aaagagagta aagagccgtt cttgccatcc

aaaagaagtt tatcctggat cctaacacca agatgaatat

tctgcaatgc agcagttccc actggaggca gctcctggac

tcagcctggg ctcagtcctce ctgcagaccce tgatgtgatg

<210> 36

<211> 134

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 36
-—Met-Asp-Thr -Ser His-Glu-Ile Lys-Ser Cys—Val-

1 5 10
Thr Leu Leu Cys Ala Glu Arg Ala Gln Gly Leu
20 25
Tyr Gly Val Pro Phe Glu Thr Ser Cys Pro Ser
35 40
Pro Asp Gly Phe Cys Val Ala Gln Glu Glu Glu
50 55

Gln Arg Lys Arg Val Lys Ser Arg Ser Cys His

65 70 75

Glu Ile Glu Lys Lys Phe Ile Leu Asp Pro Asn

85 90
Ser Cys Cys Gln Glu Asp Leu Cys Asn Ala Ala
100 105
Ser Ser Trp Thr Thr Ala Gly Val Leu Leu Phe
115 120
Leu Leu Gln Thr Leu Met

-Leu

ccaggggtgt
cccttcteca
gaccctactc
atttgagact
ggaggaagaa
tttctgecect
ttecctgttge
cacggcaggg

gtcceccecaccc

Glu Cys

30

Phe Thr
45
Phe Ile
60
Pro Phe

Thr Lys

vVal Pro

Ile—Leu

Tyr

Cys

Ala

Cys

Met

Thr

gatcaggggt
aggatggaca
tgtgcagaaa
tcttgcccat
tttattgcaa
gatgaaattg
caggaagacc

gtgcttetgt

-Leu—VvVal-
15
Gln Cys

Pro Tyr

Asn Ser

Pro Asp
80
Asn Iile
95

Gly Gly

110

Ser Leu

125

Gly

Ser Val

240

300

360

420

480

540

600

660

710
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<210> 37

<211> 1735
<212> DNA
<213>
<400> 37

gttatcagag
ctttctgtgg
acacgcgcct
gcagcacaag
gatgaggctc
gcggggctcce
gaagggcggg
gctgctcgece
tgcgagacaa
gtgtcatgtt
gacagagcca
gaagcagtgc
tctcctggaa
tttagagggg
gagctgtggt
cagcctgtct
cagaccgttg
tcccagggtce
gttctttaac
tttttctectt
gactcccctce
atggagagta
tctgaatgat
ggggcacacg
cctcaacctt

tagacttcac

tcaacatctg

Mus musculus

gtgagcccgt
gccgtggggt
ttcccagggce
gcgggactca
caaagacccc
ccctaccgge
gagggggcgce
ttgctgctgg
cgagatccag
tgtgagagag
tactgcgtta
tccgetggtt
gagcccatgce
ccacctatca
gggctgtggce
tgagccacgg
tcacctgttg
ttgggatggg
tcacattcag
tgaaatcaaa
tgcctctgag
tgtgctgaga
tggggtgaag
ttagggctgce
tcctaccaga
ccaccagctg

aaacttaggc

gctcttcagce
cctcaaggag
tcececgecgcecece
gaaccggcgt
gacaggcccc
cagacccggyg
cgcgcgctga
tcgtggcceccet
aggactccca
aaaacacttt
tagcggecgt
gtgcagcgat
ccttctttta
actcatcagt
tggccatcct
gactgccaca
cattaaactt
agagtgggga
aggaagtcca
ccttgtaact
ggcttcagta
tgcttccgac
acatccctgg
cceccattcca
ttccaggagg
gcacaggtgc

caagtagaga

182

ggagaagatc
acggcccttg
gttcctgect
tcagggccgce
ggcgggtggg
gagaggcgcyg
ccctcecctgg
accgcgggtg
gcgaacggac
cgagtgccag
gaaaatattt
ggagagaccc
cctcaagtgt
gttcaaagaa
cctgctgetg
gactgagcct
gttttctgtt
tcaggtgcag
gatctcctga
catttattgc
ttgatgggga
ctttcaggtg
agtgaaggac
gtggtggagyg
cagaagataa
acagattcat

gcatcagggt

ccctacctgg
ggctcagggyg
ggcecgecgge
cagcggccgce
aggcgcgcgc
cggaggctgce
gcaccgctgg
tggacagacg
gagggtgaca
aacccaagga
ccacgttttt
aagccagagg
tgtaaaattc
tatgctggga
gcecteccattg
tccggagcat
gattacctct
ttggctctta
gtagtgattt
tgatggccac
gggaggccta
acgcaggaac
tcctecagcecat
cgctgtggat
ctaattgtgt
aaattcccac

aaatggcgtt

ccgeccggcca
ctgcgtttcece
cgctccaaca
gaggccctga
ccecggggegyg
gaaggttcca
ggacgatggc
ccaacctgac
atagagtgtg
ggtgcaaatg
tcatggttgc
agaagcggtt
gctactgcaa
gcatgggtga
cagccggect
ggactcgctc
tggtttgact
accctcaagg
tggtgacaag
tcttttcctt
agtaccactc
actgggggag
ggggggcagt
ggctgctttt
tgaagaaact
acgtgtgtgt

catttctctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
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183

ttaagatgca gccatccatg gggagctgag aaatcagact caaagttcca ccaaaaacaa 1680

atacaagggg acttcaaaag ttcacgaaaa aattgaatta aaagataaaa attaa

<210> 38

<211>

<212>

<213>

<400>

223

PRT

38

Met Arg Leu

1

Pro

Ala

Ala

Leu

65

Ala

Asn

Gln

Ala

Ala

145

Leu

Arg

Glu

Arg

Arg

Asp

50

Leu

Arg

Arg

Asn

val

130

Gly

Leu

Tyr

Tyr

Gly

Arg

35

Pro

val

Gln

val

Pro

115

Lys

Cys

Glu

Cys

Ala

Gln

Gly

20

Leu

Pro

vVal

Arg

Trp

100

Arg

Ile

Ala

Glu

Asn

180

Gly

Mus musculus

Arg

Arg

Arg

Trp

Ala

Asp

85

Cys

Arg

Phe

Ala

Pro

165

Leu

Ser

Pro

Gly

Arg

Ala

Leu

70

Pro

His

Cys

Pro

Met

150

Met

Glu

Met

Arg

Ser

Phe

Pro

55

Pro

Glu

val

Lys

Arg

135

Glu

Pro

Gly

Gly

Gln

Pro

Gln

40

Leu

Arg

Asp

Cys

Trp

120

Phe

Arg

Phe

Pro

Glu

Ala

Tyr

25

Lys

Gly

val

Ser

Glu

105

Thx

Phe

Pro

Phe

Pro

185

Ser

Pro

10

Arg

Gly

Thr

Trp

Gln

90

Arg

Glu

Met

Lys

Tyr

170

Ile

Cys

Ala

Pro

Gly

Met

Thr

75

Arg

Glu

Pro

val

Pro

155

Leu

Asn

Gly

Gly

Asp

Glu

Ala

60

Asp

Thr

Asn

Tyr

Ala

140

Glu

Lys

Ser

Gly

Gly

Pro

Gly

45

Leu

Ala

Asp

Thr

Cys

125

Lys

Glu

Cys

Ser

Leu

Arg

Gly

30

Ala

Leu

Asn

Glu

Phe

110

Val

Gln

Lys

Cys

val

190

Trp

Arg

15

Arg

Pro

Ala

Leu

Gly

95

Glu

Ile

Cys

Arg

Lys

175

Phe

Leu

Ala

Gly

Arg

Leu

Thr

80

Asp

cys

Ala

Ser

Phe

160

Ile

Lys

Ala

1735
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184

195 200 205
Ile Leu Leu Leu Leu Ala Ser Ile Ala Ala Gly Leu Ser Leu Ser
210 215 220

<210> 39

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Sequéncia Artificial

<400> 39

cttacccatc tgccctcecta 20
<210> 40

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Sequéncia Artificial
<400> 40

cctccattgg gaactgctac 20
<210> 41

<211l> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Sequéncia Artificial
<400> 41

tcctgttgec aggaagacct ctgce 24
<210> 42

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
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<223> Sequéncia Artificial

<400> 42

acttcctgec cagcagttac

<210> 43

<211> 20
<212> DNA
<213>
<220>
<223>

<400> 43

ggcactgacg ggtctttagt

<210> 44

<211> 20

<212> DNA

44

ctgccgcegcec
<210> 45
<211l> 1659
<212> DNA
<213>
<400> 45

ggagagagca
ggaccaccgg
agtgctacag
tcaaatgtgg
acgggcaatt
gcggactgga

gatgcaacgc

catatgagcc

tctgatggat

mus musculus

ggacacagct
atggctgttg
ctgcgtgcag
tcececggggtg
ctctgtggcg
ccttcacggg
caaactcaac

taacggtgca

Sequéncia Artificial

Sequéncia Artificial

Sequéncia Artificial

Sequéncia Artificial

atggatgccg
ctgctgeccege
aaggcggacg
gacgtctgta
gtgcggggct
ctcctggect
ctcactttgc

gagtgctaca

185

ccaggagagg
ttctgctgtg
atggatgctc
ccgaggccgt
gcggttcecgg
tctttcagct

gaggcctcaa

gctgtgtggg

agatacacag
tgaaggagcg
tccgcacagg
gggagcggta
aatcccgggce
acagcagtgc
ccctgcaggce

tctgagcege

ccagtgatgt
caagccctgg
atgaagacag
gagaccatcc
aagaacgacc
tccgaggacc
aatgagagtg

gagaagtgcc

20

20

20

60

120

180

240

300

360

420

480
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agggctccat
gcttcgatgg
gctgcgtcca
gcggctettg
ccectcgaat
gggcccagaa
tcaagcccac
tacaggaaga
atggaggtgc
gggcccagat
tgttgactgt
tttgtttcce
cgccecccate
tcctetgttg
cccctgatgg
gtccacggca
agacaatgga
cgcectgtcett
ctatgtgttc
gttaactaaa
<210> 46

<211> 363
<212> PRT
<213>
<400> 46

Met Asp Ala

1

Gly Trp Leu

Leu Glu Cys
35

His Arg Met

gcegcecggtce
taacgtcacc
ggacgagacc
ctgtcagggc
cccaccecta
ctcctcececage
cacagcccaa
gggggcgtcg
tgcgggccac
cccagctaaa
ggttgctggce
tggcccecgtg
cttcagcatt
taaatattcc
tgaccaggac
agcctcctet
tccatcctcee
ccttaggaga
tgtctggcac

aaaaaaaaaa

mus musculus

gtgaactgct
ctgacggcag
tgcacccggg
cceccgctgta
gtcctgetge
acgacctcta
gccagccaca
ttgagtggag
caagaccgca
ggaggctctg
gcgatgetgt
gtaccaactc
ctcagttccg
gctcgggtgg
agagggaaga
tccegtttte
gagcactgtyg
ctgtgaacaa
aggaaggtgt

aaaaaaaaaa

Ala Arg Arg Gly Asp

5
Leu Leu
20
Tyr Ser

Lys Thr

Leu

Cys

val

Pro Leu

val Gln
40

Lys Cys

Thr

Leu

Lys

Gly

186

acaacgccag
ccaacgtgac
atggggtgac
acgccgacct
cccctcecaac
cagcagcccc
cttctcccca
gtgctgcggg
gcaatatgga
gcactctagg
gaatgtctca
tttccatttce
actgcactgg
ccctactttt
gacgtctact
ctgaccaggc
cttgecctgge
ctctacaaca
caataaagat

aaaaaaaaa

Gln Pro
10

Leu Cys

25

Ala Asp

Pro Gly

tggccgtgtce
cgtgtcctta
gggtccagga
tcgcaacaag
caccgcagcc
aaccacgacc
tgaaatggat
ccatggaggt
gaagtatcca
gtcctggttg
tctcgaaaag
tcacttgact
tttgcagctt
ttgatgcggce
ggctgagaga
tggaagatga
acattgtgcg
gggtcttgtc

ttagttactt

val

Glu
30

Asp
45

val

Met Trp

Gly Ala

Gly Cys

Asp Val

tacaagggct
cctgtécgag
ttcacactca
acctatttct
ccatccactc
acctccatca
ctcgaagtca
actgcgggcc
ggaaagggtg
tctgcagttc
tccatctcac
ggactggctc
cggaaaacag
cacagcattc
ggcccagaga
ccaggcaggt
gaaatctggt
tctggcectcet

tgtatagtga

Thr Thr
15
Gln Ala

Ser Pro

Cys Thr

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1659
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Glu

65

val

Asp

Asp

Ala

Cys

145

val

Gly

Arg

Pro

Ala

225

val

Asn

Ile

Met

Ala

50

Ala

Arg

Leu

Arg

Gly

130

val

Asn

Asn

Gly

Gly

210

Asp

Leu

Ser

Ile

Asp

290

Ala

val

Gly

His

Cys

115

Asn

Gly

Cys

val

cys

195

Phe

Leu

Leu

Serxr

Lys

275

Leu

Gly

Gly

Cys

Gly

100

Asn

Glu

Leu

Tyxr

Thr

180

val

Thr

Arg

Pro

Ser

260

Pro

Glu

His

Ala

Gly

85

Leu

Ala

Ser

Ser

Asn

165

Leu

Gln

Leu

Asn

Pro

245

Thr

Thr

val

Gly

val

70

Ser

Leu

Lys

Ala

Arg

150

Ala

Thr

Asp

Ser

Lys

230

Pro

Thr

Thr

Ile

Gly

55

Glu

Gly

Ala

Leu

Tyr

135

Glu

Ser

Ala

Glu

Gly

215

Thr

Thr

Ser

Ala

Gln

295

Thr

Thr

Ile

Phe

Asn

120

Glu

Lys

Gly

Ala

Thr

200

Ser

Tyr

Thr

Thr

Gln

280

Glu

Ala

Ile

Pro

Phe

105

Leu

Pro

Cys

Arg

Asn

185

Cys

Cys

Phe

Ala

Ala

265

Ala

Glu

Gly

187

His

Gly

90

Gln

Thr

Asn

Gln

val

170

vVal

Thr

Cys

Ser

Ala

250

Ala

Ser

Gly

His

Gly

75

Lys

Leu

Leu

Gly

Gly

155

Tyr

Thr

Arg

Gln

Pro

235

Pro

Pro

His

Ala

Gly

60

Gln

Asn

Gln

Arg

Ala

140

Ser

Lys

Val

Asp

Gly

220

Arg

Ser

Thr

Thr

Ser

300

Gly

Phe

Asp

Gln

Gly

125

Glu

Met

Gly

Ser

Gly

205

Pro

Ile

Thr

Thr

Ser

285

Leu

Ala

Ser

Arg

Cys

110

Leu

Cys

Pro

Cys

Leu

190

vVal

Arg

Pro

Arg

Thr

270

Pro

Ser

Ala

val

Gly

95

Ser

Asn

Tyr

Pro

Phe

175

Pro

Thr

Cys

Pro

Ala

255

Thr

His

Gly

Gly

Ala

80

Leu

Glu

Pro

Ser

val

160

Asp

val

Gly

Asn

Leu

240

Gln

Ser

Glu

Gly

His
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305

Gln Asp Arg Ser

Ile

val

Pro Ala Lys

Leu Leu Thr

310

325

340

355

<210> 47

<211> 934
<212> DNA
<213>
<400> 47

tcgctceecg
gccccagagg
gcctgcagec
ggcccatggc
gcagtgccag
caggaaggat
ctttttctca
ctgctgcgag
ggctgggggy
ctcccteect
gcectggecectg
ctccctagat
aatatctcca
aagggactga
agcctggcect
aaaaaaaaaa
<210> 48

<211> 160

<212> PRT

mus musculus

cgccgtgecee
acccccgcect
atgaagagcc
ctgtggtgcc
cccaccgata
cattctgtga
gactatctga
aaagatttgt
ctcctgctcea
cctgctgggce
gctggggctg
gtgagtgagc
ggagtccaga
gaccctccag
gaggggcatt

aaaaaaaaaa

<213> mus musculus

Gly Gly Ser Gly Thr

Val val Ala Gly Ala

360

geccgctgage
gcagccceccg
tcggtctgge
aggactgcac
ccgtttgtge
acaagatgtg
tggggttcat
gcaacggggc
gcctggggcec
tttggagcett
ggacagcaag
cttctecgtt
catcctggca
gtctccaagg
aactacagag

aaaaaaaaaa

188

315

Asn Met Glu Lys Tyr Pro Gly

330

Leu Gly

345

Met Leu

ccggagtgcg
cgectcettte
gctgctggcce
cctggccaat
cagcgtgcgg
tgcttecctcee
taactctggg
atcggtcgca
tgctcttctc
gtcccctaag
ggtttggcat
tctccaccag
ggaagctggg
ggagggaggt
aaataaagtc

aaaa

320

Lys Gly Gly Ala Gln

335

Ser Trp Leu Ser Ala

350

gacaccccag
aggccctatc
ttgcttctct
tccagccatt
atcaccgacc
tgcgacttcg
atcttaaaag
ggacgcagcc
tgggctgggce
cctgttgctg
caaggtctga
ctccatatcc
gtagggggga
caagccaggg

acttctgagt

ggatgcctgce
ggagcatgct
gccecctegcece
gcgctccgaa
ccagcagcag
ttaagcggca
tcgacgtgga
cctgggecct
cctaagaccc
cceccteccca
ggctctcaac
caagcagctg
gggggagggc
acagcccaac

cttgtgaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

934
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<400> 48

Met Pro Ala

1

Arg

Ala

cys

Cys

65

Ser

Cys

Ile

Leu

Gly

145

Pro

Leu

Gln

50

Gln

Ser

Asp

Asn

Cys

130

Gly

Tyr

Leu

35

Asp

Pro

Ser

Phe

Ser

115

Asn

Leu

Pro

Arg

20

Ala

Cys

Thr

Arg

Gln

Ser

Leu

Thr

Asp

Lys

85

Gly

Leu

Ala

Leu

Arg

Met

Leu

Leu

Thr

70

Asp

Arg

Leu

Ser

Ser

150

Thr

Leu

Leu

Ala

55

val

His

His

Lys

val

135

Leu

Pro

Pro

Cys

40

Asn

Cys

Ser

Phe

vVal

120

Ala

Gly

189

Ala Cys
10
Ala Ala
25
Pro Ser

Ser Ser

Ala Ser

Val Asn
90
Phe Ser

105

Asp Val

Gly Arg

Pro Ala

Ser

Met

Pro

His

val

75

Lys

Asp

Asp

Ser

Leu

155

Pro

Lys

Ala

Cys

60

Arg

Met

TYyr

Cys

Pro

140

Leu

Arg

Ser

His

45

Ala

Ile

Cys

Leu

Cys

125

Trp

Trp

Ala

Leu

30

Gly

Pro

Thr

Ala

Met

110

Glu

Ala

Ala

<210> 49

<211> 2047
<212> DNA
<213>
<400> 49

agaagaggcg
ccaactcctce
ccagcctcectg
ctctcggtgg
actgtcgccg

tcceggecect

mus musculus

agactttttt
cggaggcgcet
ggagcccccg
cagccgtcge
cggccagaac

gccgatccgyg

gggtgctccg
gcgcteccgec
gcgegggcga
ttgggcggca

agcctcegcet

gaggatgtgg

gatcgccagt
ccagggagcg
tgcgggcgcece
gcagcgcegag
gcggtcgtgg

gttctcggca

agttcttcaa
cgaatccaag
gcgggcgaca
cctcggcagce
tctctgatgce

tcgcagcaac

Ser Phe
15
Gly Leu

Leu Trp

Lys Gln

Asp Pro
80
Ser Ser
95

Gly Phe

Lys Asp

Leu Ala

Gly Pro

160

gcctcagcag
gagcctggga
cctgcggcetce
ctcggcagct
tcttgcccge

tttttgegga

60

120

180

240

300

360
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ttgttctggce
ctgaacaacg
atgtgtcaga
tcgtcagcag
ctgaactccg
aagagaggca
cacttagccc
cacctgtctg
gggtagacaa
aatacttttg
agcatggagc
gcctggaaga
gagcttccat
gtaactttgc
ttcatacttc
agccagtctg
cagtctgaaa
gggaggctag
agcgggcacg
cctgccagaa
cagagctgag
acgttctggt
gcatccaaca
aaggagacgg
attaagcccc
tgcttgtcgg
ggacttggct
cctgttaatt
gccaaaa
<210> 50
<211> 141

<212> PRT

ttccagggct
attgctcatc
aagaagtgat
cctgtctcat
tgtgcatcag
gctctgecte
tctgcttgge
gcccecttegte
gggagtcttt
taagctctga
agaaagtcca
accagccctt
tctgtcceccag
ttttgcggga
ctgctcctgt
tggtgactca
agtgcttaag
gaagatgagg
ctggcgtttc
caccttccgg
gtagaagaag
ccagtcatgt
cacggccaac
ggagagaaac
ttggttctgt
cttctttttg
atgttaaaaa

ttcaaaatgt

ggcgctgcaa
ccctgagtte
ggagcaaagt
tgcttcagcet
ctgctgcaac
ggccatcagg
acactgctga
tctcaccttce
ttgttccctce
accaattcat
gaccctccca
agaagtcatt
taggagtcac
ggggagagcc
aaactatttt
ggactcaagg
aaaaccttgt
gggctgcggg
tcttggttgg
aactgctgag
gtatcagaga
ttgggttttg
gtcaccacaa
agcatgagaa
tgcttactgg
ccactggcaa
gcgttaaatg

tttcattgtt

190

attcagtgct
atcgtaaatt
gctgggatca
gggtaccagt
acccctcttt
ccagggcttc
agctaaagga
ccgagtctct
ctttcaagta
tctgaatttc
tcccaatctg
gagatacgca
agtctattca
agtttcggcect
ctggggtgga

gctggggcett

tagttctcct
ctgagctggt
catgctgcag
aggacacgtt
agggcaggag
ctgcagccat
tcagtcctgg
caaaaataaa
ccgagaaacyg
aggagaattt
ctttcgacag

gctcgtgtat

accagtgtga
gcaccgtgaa
tgtaccggaa
ccttcectgttce
gcaatgggcc
tcaccactct
gatgccaacc
tctgggtgtc
acgcaagatt
tgtgtgtagt
gttaaccacc
tctgectttce
gagactgctg
caaggcttct
cccagctggt
agcctctcca
ggaggaagag
gctgtccttg
agtcaggcgg
gtagaggaga
gatcatgtat
gatccgtcgg
caggcaagaa
taaataaaaa
gtaccaatct
aatgctgctt
tgtatttata

ccagaaaata

agaattccag
cgttcaagac
gtcgtgtgca
ccctgggaaa
gaggcccaag
cctgttcettce
cctgctgect
cttttattct
gccgtgcaca
tgaagaaaaa
gccaaggcta
ccaaagcctt
ctgcgtgaag
gaacttgcca
ttggtctctg
ggcttggcct
ttactgcgcc
gtggagatga
cagcagagca
gggttgacca
gccctgaagt
atctgattgg
caggagagaa
cccataaaat
ttcagctctg
caagctcagg
cttacggctg

tctcacgttg

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2047
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<213> mus musculus

<400> 50

Met Trp Val

1
Pro Gly

Leu Asn

35

Asn Val
50
Ile Met
65
Ser Ala

Cys Ile

Lys Arg

115

Leu Leu
130
<210> 51
<211> 516
<212> DNA
<213>

<400> S1

ggcaggcctg
tattgggcac
tgagtgcatc
ctacgctcta
cctgcgccag
cctgctgcaa

gcctgctect

Leu

Asn

Gln

Tyr

Gly

Ser

Gly

Phe

Leu
Ala Leu
20

Asp Cys

Asp Met

Arg Lys

70

Tyr Gln
85

Cys Cys
100
Ser Ser

Phe His

mus musculus

agtgaggacc
cttcggggag
caactgtgtc
ctcecctggag
caagtgtgag
ttctgaccta

tgcectggca

Gly Ile

Gln

Ser

Cys

Ser

Ser

Asn

Ala

Leu

Ala Ala

Ile Gln

Ser Pro
40
Gln Lys
55
Cys Ala

Phe Cys

Thr Pro

Ser Ala
120
Ala

Leu

135

tcgaccatgce
cttgctatgg
accaccaccc
attgttttcc
ccttcggatg
tgcaacgtgg

cttttettge

191

Thr Phe Cys
10

Cys Tyr Gln

25

Ile

Glu Phe

Glu Val Met

Ser Ser Ala

75

Ser Pro Gly
90

Leu. Cys Asn

105

Ile

Arg Pro

Cys Leu Ala

aggggacctg
ccttacagtg
actgccacat
ctttcctggg
tggatggcat
atggggcacc

tcttgggtgt

Gly Leu Phe

Cys Glu Glu

30

Val Asn Cys
45

Glu Gln Ser

60

Leu

Ala Cys

Lys Leu Asn

Gly Pro
110

Gly Leu Leu
125

His Cys

140

gatggtgctg
ctacacctgt
caatgaaacc
ggactccacg
tgggcaaacc
cagcctgggce

cctgctgtaa

Arg-

Trp Leu
15
Phe Gln

Thr Val

Ala Gly

Ile Ala
80
Ser Val
95
Pro

Lys -

Thr Thr

ttggcactga
gcgaatcctg
atgtgcaaga
gtgaccaagt
cggccagtgt
agtcctggtyg

agccatggcc

60

120

180

240

300

360

420
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192

atctagctcc actcccttgt ccctgacatc ccagttccct aatgcctaga agaaatacaa 480
tggccatctg caaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa 516
<210> 52
<211> 127
<212> PRT
<213> mus musculus
<400> 52
Met Gln Gly Thr Trp Met Val Leu Leu Ala Leu Ile Leu Gly Thr Phe
1 5 10 15
Gly Glu Leu Ala Met Ala Leu Gln Cys Tyr Thr Cys Ala Asn Pro Val
20 25 30
Ser Ala Ser Asn Cys Val Thr Thr Thr His Cys His Ile Asn Glu Thr
35 40 45
Met Cys Lys Thr Thr Leu Tyr Ser Leu Glu Ile Val Phe Pro Phe Leu
50 55 60
Gly Asp Ser Thr Val Thr Lys Ser Cys Ala Ser Lys Cys Glu Pro Ser
65 70 75 80
Asp Val Asp Gly Ile Gly Gln Thr Arg Pro Val Ser Cys Cys Asn Ser
85 90 95
Asp Leu Cys Asn Val Asp Gly Ala Pro Ser Leu Gly Ser Pro Gly Gly
100 105 110
Leu Leu Leu Ala Leu Ala Leu Phe Leu Leu Leu Gly Val Leu Leu
115 120 125
<210> 53
<211> 450
<212> DNA
<213> mus musculus
<400> 53
atgcttttta tggcaggccc tgcagccagce tggtcecctga ggcccecctggg actccatggce 60
gtcccccaag ccttgtgtge tgtcctctta acagtgctgg tcatgaagac cttggttctc 120

ggtgatacca agctcgagga ccttcaccct cagtccctcc cactaaacaa gtacctgaat 180

tgctaccgat gtctgctgga gaccgaagag ctggggtgcec tcctggggtc tgacacctgce 240
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ctgacacctc tgggcagcag
gtcatggtga gcgactgcta
tccececggtgt ttggcttttg

ccggacaaca gaaagaatag

<210> 54

<211>
<212>
<213>

<400>

149

PRT

54

Met Leu Phe

1

Gly

Leu

His

Leu

65

Leu

Ser

val

Phe

Lys

145

<210> 55

Leu

val

Pro

50

Leu

Thr

Gly

His

Tyr

130

Asn

His

Met

35

Gln

Glu

Pro

Phe

Cys

115

Gln

Ser

<211> 960

<212> DNA

Met

Gly

20

Lys

Sexr

Thr

Leu

Asn

100

Ser

Cys

Met

mus musculus

Ala

vVal

Thr

Leu

Glu

Gly

85

val

Tyr

Cys

His

Gly

Pro

Leu

Pro

Glu

70

Ser

Met

Thr

Phe

Pro

Gln

val

Leu

55

Leu

Ser

val

Arg

Leu

135

Ala

Ala

Leu

40

Asn

Gly

Cys

Ser

Ala

120

Asp

catgcactag

Ala

Leu

25

Gly

Lys

Cys

val

Asp

105

Ser

Phe

193

Ser

10

Cys

Asp

Tyr

Leu

Thr

90

Cys

Pro

Cys

Trp

Ala

Thr

Leu

Leu

75

Leu

Tyr

val

Asn

Ser

val

Lys

Asn

60

Gly

His

Ser

Phe

Asn

140

Leu

Leu

Leu

45

Cys

Ser

Ile

Lys

Gly

125

Pro

Arg

Leu

30

Glu

Tyr

Asp

Lys

Glu

110

Phe

Asp

Pro

15

Thr

Asp

Arg

Thr

Asn

95

Gln

Trp

Asn

ctgtgtcacc ctgcacataa agaacagcag cggttttaat
cagcaaggag cagatggtcc attgttcata tacccgtgcet

gatattctat cagtgttgct tcctggattt ctgcaacaat

Leu

vVal

Leu

Cys

Cys

80

Ser

Met

Ile

Arg

300

360

420

450
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<213> mus musculus

<400> 55

agagctggag
tcaccatgaa
ctgatactcg
cctgececgect
gggttttetc
aaaccaacca
acagcccggce
gcctcggcect
atagcctgag
cccaccccct
tacctggagt
tccacccaca
cacacacaca
actgaaaggc
aactcctgtce
ggcttaccag
<210> 56

<211> 126

<212> PRT

acctgggaat
acacctcctg
atgtcactcc
ggagccggge
taacctgcge
taagctgggce
tccacggccce
ctggttattg
cctttectecec
tcttctgaag
ggcctttcta
cacagacaca
cccagtectt
tcecectectt
ttgtctccag

accctctget

<213> mus musculus

<400> 56

Met Lys His
1

Ala

val Ser

Gly Cys Val

35
Thr

Leu Thr

50
Gly

Arg Cys

Leu
5

Asp

20

Asp

Asn

Thr

Leu Leu

Thr Arg

Arg Gln

val Tyrx

Pro Glu

ctgctgtcaa
ttgctcaccc
tgctacaaag
cacaaatgcc
tgcggcacac
ctgaactaca
acacccgcac
cattgagact
tgtgtcctca
atcatgtccc
gccaccgcetc
cagacacaca
tcccatttec
ggacgcacac
ggagtgattc

tgtccecttce

Leu Thr

Cys His

Ser Cys
40
Leu Gly
55

Glu Pro

Leu

Ser

Arg Leu

Lys

Cys

194

ctgctggggc
tgtctgccct
tcecectgtget
tgacaacaaa
cagaagagcc
acaccacctg
tggccctcat
agctccatgg
gagctccagc
tagtcctata
ctctccctea
gacacaaaga
ttctagaaca
tgctgtgect
caaaaggcgc

tatcttgaga

Ser Ala
10

Cys Tyr

25

Glu
Met

Trp

Arg Glu

tgtggacatt
actctactgc
gggctgtgtg
cgtgtacctt
ttgtcgggag
ctgtgacaag
ctccctceacce
ctacaatctt
tttccagaat
ccatttattt
cttgtcacct
cacacacaca
ctctacctcc
ctgggatcta
tggcctcatt

aataaacatc

Leu Leu

Lys Vval

30
Pro Gly
45
Val Phe
60

Val Phe

Tyr

Pro

His

Ser

Asn

ctcaggaccc
tgggtctcag
gatcgccagt
gggaagatgt
gtcttcaacg
gataactgta
tccttggcetg
accacctgct
cttctctect
catgggactg
tccactccat
cacacacaca
tccactggcce
agtctggaag
gcatgggcct

agtgtctaat

Cys Trp
15

Val Leu

Lys Cys
Leu

Asn

Glu Thr

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

960
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65

70

195

75

80

Asn His Lys Leu Gly Leu Asn Tyr Asn Thr Thr Cys Cys Asp Lys Asp

Asn Cys Asn Ser

Ser Leu Thr

85

100

Ser

115

<210> 57

<211> 3952
<212> DNA
<213>
<400> 57

gcctacttgg
gttagacagc
gagctcaggc
gctgctgacc
cacagtgttc
gtgtgcctac
ctgtatgacc
ccccagctgce
ttgccagtac
cccagcactc
cactcaaacg
caacgctctt
aactgatggc
tgtaatgtgc
catctgggag
tagaattagt
ggtctgctag
aaagactcag
gaagccatgt

atgttgggat

mus musculus

cctgcctgeg
aggagggacc
agggcttctg
tcctgttcac
ctggtggccc
aatggagaca
acacgaactt
tttgaaaccg
tacctctgca
ctagctacct
caacactctc
ccttctgaca
atccagatac
ccacccatgg
aatgtttatg
agccaaactc
aggtgagggyg
cagggctgtc
gaggaagccc

agccattgge

Pro Ala Pro Arg

Leu Ala Gly Leu

120

atgcggtacc
tgggagcggce
tgccctgett
tctggcactg
tgatgggcct
actgcttcaa
acttcacccc
tgtacgatgg
acggtgctgg
tctggagcett
aaaaaacaca
ctcctcaact
ctcactccaa
gtggggcagg
gaggaggggt
caccttcaga
aggagagcgg
tccgaagatc
tttgtcattt

caagggttcc

90

95

Pro Thr Pro Ala Leu Ala Leu Ile

105

aacaccgcac
cagggggatg
cctcecectgge
ccctcacgtce
gcctgtggcec
acccatgcgce
ataccggatg
ctattccaag
ctttgctacc
gctgtaaagc
gtttccectct
accacgaggt
ggtcattttc
ctgggcttct
catcactcaa
accctgcctc
cggagaataa
agcgcggctt
ccacttatct

tagcaacggc

110

Gly Leu Trp Leu Leu His

125

gaagtgtgta

ttttatctct

ttgagctgga

tccgtcatga
caggctctgg
tgcccagcca
aaggtgagga
catgcatctg
ccggtgacct
tcggttcccce
ctctcccaat
cccatggcta
agaaggctga
cctctaccca
gtcaaggagc
agtctaccca
cgagctggct
gccagagcaa
gaggaactct

gtcatttcca

cagattccca
aagagaccaa
tcctggacca
cccatctgcet
agtgccacgt
tggccaccta
agtcctgtgt
ccacctcctg
tggccctggt
aagccagatc
tcactccacc
cctacgaaag
catgtggacc
agatcagggg
actgatttga
gtagaggatg
agaagcagag
atgtgatgtg
gccagacctg

taggccactg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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aaatccctcece
caccagctgc
ttgtctggcc
agtagggcga
agctcctaca
gccgagtgcet
aagtctcagg
gctgtccttg
gaacccccta
gactacccat
tggtgagagc
cctgaactct
gataggccac
gttctcagga
ccggagctga
aagggagggg
agcactggct
cceccacctga
gacctgtgga
ggtgaggccce
agatggcgtc
agggggtggt
gggccagcett
tgccacacag
aattaataca
tggcctgtcec
tggctctaca
ctctcacagg
tcaactttcc
gaggctgggc
gttgtaggag

gccaggggtyg

agccccagcet
tgggccttga
tgttattctg
ctgagacagg
tccttcagte
aggtgatgac
agaacccagc
ggagccttac
acactggccc
ggagagtcct
tcgggacaca
gtctgctgcet
cggaggattt
acaggaacgyg
ggagacactg
gagcgcgcat
gtggtgtccc
gctcacatgg
cgccétaggg
gggaaacatt
ctcaaccaaa
gtggaggagg
ctttcatctg
ccctacaaga
gggccaagcc
tgaaccctgt
cactccacaa
taaaggcact
aggaccaaca
cccctgaaga
cctatgaacc

tctggccect

cagcaggccc
agttggcagg
ggcatggcaa
gaaacagact
tcttgttaca
tgcctgtgaa
ctagatttag
catgctctct
agcccagggyg
tgggtcatca
aaggtccatc
agagctgatg
gggagggtgg
gcggggcettt
actgggcaga
gcacatgtgc
ctgaggccca
aacatgcaca
cactggcaag
atcctgttac
actgagagga
cttgattgcc
tgtctagaca
agccctgtge
tgccagtggg
ctggggtggt
cagttctgca
gaggcacgga
cattcaacta
tgatagtggc
tgaaatgtca

tgtgtggaga

196

cttgacctcce
gacttgggag
gaagggatca
tcagccagtg
ttccecgggag
gtctattgtg
gagacacaga
aactagtacc
tcgggatgct
catcacaaat
ctggggacct
tggttttccg
ggagggcatc
agtacacagg
gggaagatga
actcagtgca
ggcaagatgc
ccaccagcag
gagggtcaga
cctgcgtgtg
gccccagttc
cttggagaag
ccgaccagat
ctagctagca
ggggatgcag
gtgatgagca
aaagtgtatg
ggagtgaggc
tgggtactac
ttcatcaacc
gaactggagg

cagagagaga

actacagtcc
caggtgaccc
gacgcaggtc
gcttcccagg
acaaatatac
gccacagact
tctgecctttce
tcaactcaca
ggccaatgtc
gttttattcc
tcttectggt
cctcagtttc
ctgctgatgg
tgagttgggt
gtctcaaggg
ggctacagag
taggaggaag
cagcagcaag
ggcgggtccee
caagatcatt
aggtcctccc
caccggtact
aggccccaca
cagagcccca
attaggggaa
tctgtctagce
aggtggtcat
acttcatttt
tccaatagct
agagaatttc
tttgaggggce

gggaacatgg

ttcattcaca
atgctatttt
agagcagggc
tcecegtagge
agggagccaa
gctgggtacc
atgcagtgta
tgtcactgag
catggagtgg
aacctcccag
tctaggcaga
ctcctecggyg
gctcgccgag
gggaactggc
agggcaggaa
cccaaaaggc
ccaatgctgce
cattgagact
tgactcagtg
gtccccagct
tcctaccaca
gcagagctgg
gtggcaacac
aaaggtgctc
cagacccaga
ccactgcagg
tactgcgccc
cctgggccat
ggggttcttt
agagtgcagt
tgaggggtag

gatggggtag

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120
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tagagagaag
ctcaagcctg
ccagagtggc
gagagaggcc
ctgggtcagc
ccagagacaa
ccaaagcaga
tgagttcaca
tgcatggtta
tcaagccatc
ctgtgcatgg
ctagcacttc
aatccacttt
tggtcccttt
<210> 58
<211> 116
<212> PRT
<213>
<400> 58

Met Thr His

1
Gln

val Ala

Cys Phe Lys

35

Thr Arxrg Thr

50

Val Pro Ser

65

Ser Ala Thr

Ala Thr Pro

tgcaaaggag
tgagtgttct
cggcagtggt
gcttgatggg
gcatgaagcc
gctatccagt
c¢ggggacggg
ttctgaaact
cttecctggea
tcattggtga
ggtctgcaca
ccttggttgt
tatgacacat

caatgtctgt

mus musculus

Leu Leu

Ala Leu
20
Met

Pro

Tyr Phe

Cys Phe

70
Ser Cys
85

Val Thr

Thr

Glu

Arg

Thr

Glu

Cys

Leu

cgtcagccett
cacactgtga
tatctagagt
acagcaccaa
aaagcgtcct
gagagtcata
atgcagagca
ctagaaagat
agcaccgtgg
aatgacagtg
gaggaggccc
gtctctgcca
ctcectcececcece

ccccecattgg

Val Phe

Cys His

Cys Pro
40
Pro Tyr
55
Thr Val

Gln Tyr

Ala Leu

Leu

val

Ala

Arg

Tyr

TYyTr

val

197

tctcagggcet
taaacagtgg
tgcaatctgg
atgtgtgtgce
tcagagcaga
ctctgccacc
cccgtgtett
ttccaggagt
catcccgcag
ccagtaccct
ccaaactatg
accccaggct
cagccagctc

atgaataaac

Vval Ala
10

Cys Ala

25

Met Ala

Met Lys

Asp Gly
75
Leu Cys
90

Pro Ala

aatgctgtca
cccctcaaca
aagcctcttg
ttctgtggga
ggggtggctg
gtctctgtga
catcttctgce
ggggtgtgcce
cactgagtga
ctcagctggce
catggacgga
ctcacccagc
cattcaccta

aagcgaagga

Leu Met

Tyr Asn
30

Thr Tyr

45

Val Arg

60

Ser

Tyxr

Asn Gly

Leu Leu

Gly

Gly

Cys

Lys

Lys

Ala

Ala

gggacgaggg
cagacggtgt
gtagtcactg
tgtgaggaag
gtctagtcca
ttaccttacc
ggcaagcacg
tttgctttgg
cctgggctcece
tcttggaggce
cacgtgatgc
aaggaaatga
tatgccaggg

ca

Leu Pro
15
Asp Asn

Met Thr

Ser Cys

His Ala
80
Gly Phe
95

Thr Phe

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3952
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100 105

Trp Ser Leu Leu

115
<210> 59
<211> 20
<212> DNA
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Sequéncia Artificial
<400> 59
catgatcctc cgaatctggt
<210> 60
<211> 20
<212> DNA
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Sequéncia Artificial
<400> 60
agcacagaac agaggggcta
<210> 61
<211> 20
<212> DNA
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Sequéncia Artificial
<400> 61
atacggccaa tgtcacaaca
<210> 62
<211> 20
<212> DNA
<213> Sequéncia Artificial

<220>

198

110

20

20

20
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<223> Sequéncia Artificial
<400> 62

acttcctgtt cccaccactg
<210> 63

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Sequéncia Artificial
<400> 63

agaggacaag cggagagaca
<210> 64

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Sequéncia Artificial
<400> 64

;tctggcagg ggtgttctag
<210> 65

<211> 18

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Sequéncia Artificial
<400> 65

agcagcagca ggaaggat

<210> 66

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

199

20

20

20

18
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<213>

<223> Sequéncia Artificial

<400> 66

aaaagtgccg cttaacgaag

<210> 67

<211> 24
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 67

caagatgtgt
<210> 68

<211> 2798
<212> DNA
Homo
<400> 68

cgttgctgtc
tgccccacag
tcttctacca
gctgctggtce
tgccacagaa
ctgccagaag
cgcgtcggga
ctgccecgcetg
gctcagccag
cacgctgcgg
ccecggtggac
cgtgcgccag
cattggtttt
caaactgcgc

ccatgtgctg

tgtgtccggce

gcttcctect

Sapiens

gctctgcacg
ccagtgagtg
ctacggcttg
ctgagcagag
tggcggaatc
tgcatcctct
gaggcggagg
gaggagctgg
ggcgeccecgceg
cctggggagce
ctgtactacc
ctcgggcacg
ggttcctttg
cacccctgcec
tccctgacgg

aatctggact

Sequéncia Artificial

Sequéncia Artificial

gcga

cacctatgtg
actgcagcag
ggatctcggg
gtgagagtga
ctcacctgtc
cacaccccag
cgcggcgcetg
aggagccccg
gagagggtgc
cccagcagct
ttatggacct
ctctgctggt
tggacaaaac
ccaccceggcet
gggacgcaca

cgecctgaagg

200

gaaactaaag
caccagaatc
catggtggct
attggacgcc
catgctgggyg
ctgtgcatgg
cgcccgacga
cggccagcag
cacccagctg
ccaggtccge
gagctactcc
ccggctgcag
ggtgctgcce
ggagcgctgc
agccttcgag

tggcttcgat

cccagagaga
tggtctgttt
ttgccaatgg
aagatcccat
tcctgeccage
tgcaagcaac
gaggagctgc
gaggtgctgc
gcgccgcagce
ttccttcegtg
atgaaggacg
gaagtcaccc
tttgtgagca
cagtcaccat
cgggaggtgg

gccattctgce

aagtctgact
cctgtttgge
tccttgtttt
ccacagggga
cagcccccte
tgaacttcac
tggctcgagg
aggaccagcc
gggtccgggt
ctgagggata
acctggaacg
attctgtgcg
cagtaccctc
tcagctttca
ggcgcecagag

aggctgcact

20

24

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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ctgccaggag
cacattccat
ctgccacttg
gggtcaggta
tgccgcactg
gctgagtgag
ttccaccgtg
ccagtgtgag
cgtccgaatc
agagccccat
gcacacgctg
tggccaggga
ctgtgagtgc
caatggcaca
cagtggacag
gggcatcctc
ccgcacgggce
agggctctgce
ctatggtgct
ctgtgcagag
tgcccatacc
gcggaccctg
cgtgctcaga
ctgcgtaggg
ggaaatctat
gaagcaggac
tcaagaggca
ccttggagga
ggggactaat
aagagggctg
acaataaagt

<210> 69

cagattggct
acagctgggg
gacagcaatg
gcccaggccc
cctgtctacc
gactccagca
acccttgaac
ggtcctgaga
aaccagacgg
ctcctgaggce
tgtgactgta
cacctacaat
tctgtggcag
gggcccctgt
agctectgggce
tgcggaggct
agagcatgcg
agtgggcatg
ctatgcgacc
tgtggggcct
aatgtgaccc
gacaaccagc
gtgagacccc
ggcatcgtgg
gaccgccggg
agtaatcctc
gacagtccca
cagtgggaac
tcactggcga
cttcccatgce

cttacctcag

ggagaaatgt
acgggaagtt
gcctctacag
tctctgcage
aggagctgag
acgtggtaca
actcttcact
agagggaggg
tgactttctg
tccgggccect
attgcagtga
gtggtgtatg
agctgtcectc
gcagtggaaa
atctgtgcga
ttggtcgcectyg
aatgcagtgg
gacgctgcaa
aatgcccagg
tcaggactgg
tggccttggce
tgttcttctt
aagaaaaggg
cagtggggct
aatacagtcg
tctacaaaag
ctctctgaag
tggagggtga
ggtgcggcca
ctgcaacctt

aaaaaaaaaa

201

gtcccggetg
gggcggcatt
tcgcagcaca
aaatatccag
taaactgatt
gctcatcatg
ccctcectggg
taaggctgag
ggtttctctce
tggcttctca
cacccagccc
cagctgtgcc
cccagacctg
gggtcactgt
gtgtgacgat
ccaatgtgga
ggacatggac
atgcaaccgc
ctgcaagaca
cccactggcc
ccctatcttg
cttggtggag
agcagaccac
ggggctggtce
ctttgagaag
tgccatcacg
gagggaggga
gaggaagggt
ccaccctact
gcatccatct

aaaaaaaa

ctggtgttca

ttcatgccca

gagtttgact

cccatctttg

cctaagtctg
gatgcttata

gtccacattt

gatcgaggac

caagccaccce

gaggagctga
caggctcccc
cctggeccgec
gaatctgggt
caatgtggac
gccagctgtg
gtatgtcact
agttgcatca
tgccagtgcet
ccatgcgaga
accaactgca
gatgatggct
gatgacgcca
acgcaggcca
ctggcttacc
gagcagcaac
accaccatca
cacttaccca
gggtctgtaa
tcattttcag

gggctacccce

cttcagacga
gtgatgggca
acccttctgt
ctgtcaccag
cagttgggga
atagcctgtc
cttacgaatc
agtgcaacca
actgccteccc
ttgtggagtt
actgcagtga
taggtcggct
gccgggctec
gctgcagctg
agcgacatga
gtcatgccaa
gtcccgaggg
tggacggcta
gacaccggga
gtacagcttg
ggtgcaaaga
gaggcacggt
ttgtgctggg
ggctctcggt
aactcaactg
atcctcgett
aggctcttct
gaccttggta
agtgacaccc

acccaagtat

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2798
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<211>

<212>

<213>

<400>

798

PRT

69

Met Val Ala

1

Gly

Glu

Pro

Lys

65

Ala

Glu

Gln

Arg

Leu

145

Ser

Ala

Phe

Pro

Glu

Trp

Ser

50

Gln

Arg

Glu

Gly

val

130

Arg

Tyr

Leu

Gly

Ser

210

Ser

Arg

35

Cys

Leu

Arg

Pro

Ala

115

Thr

Ala

Ser

Leu

Ser

195

Lys

Leu

Glu

20

Asn

Gln

Asn

Glu

Arg

100

Arg

Leu

Glu

Met

vVal

180

Phe

Leu

Homo Sapiens

Pro

Leu

Pro

Lys

Phe

Glu

85

Gly

Gly

Arg

Gly

Lys

165

Arg

val

Arg

Met

Asp

His

Cys

Thr

70

Leu

Gln

Glu

Pro

Tyr

150

Asp

Leu

Asp

His

val

Ala

Leu

Ile

55

Ala

Leu

Gln

Gly

Gly

135

Pro

Asp

Gln

Lys

Pro

215

Leu

Lys

Ser

40

Leu

Ser

Ala

Glu

Ala

120

Glu

val

Leu

Glu

Thr

200

Cys

val

Ile

25

Met

Ser

Gly

Arg

val

105

Thr

Pro

Asp

Glu

val

185

val

Pro

202

Leu

10

Pro

Leu

His

Glu

Gly

90

Leu

Gln

Gln

Leu

Arg

170

Thr

Leu

Thr

Leu

Ser

Gly

Pro

Ala

75

Cys

Gln

Leu

Gln

Tyr

155

val

His

Pro

Arg

Leu

Thr

Ser

Ser

60

Glu

Pro

Asp

Ala

Leu

140

TYyTr

Arg

Ser

Phe

Leu

220

val

Gly

Cys

45

Cys

Ala

Leu

Gln

Pro

125

Gln

Leu

Gln

val

val

205

Glu

Leu

Asp

30

Gln

Ala

Arg

Glu

Pro

110

Gln

vVal

Met

Leu

Arg

190

Ser

Arg

Ser Arg
15

Ala Thr

Pro Ala

Trp Cys

Arg Cys

80

Glu Leu

95

Leu Ser

Arg Val

Arg Phe

Asp Leu

160

Gly His

175

Ile Gly

Thr Vval

Cys Gln
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Ser

225

Ala

Ser

Glu

Asp

Met

305

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

385

Pro

Lys

Ile

Leu

Glu

465

Pro

Phe

Pro

Gln

Asp

290

Pro

Ser

Ser

Pro

Glu

370

Tyr

Pro

Arg

Asn

Pro

450

Leu

Phe

Glu

Glu

Ile

275

Thr

Ser

Thr

Ala

val

355

Leu

Asn

Gly

Glu

Gln

435

Glu

Iie

Ser

Arg

Gly

260

Gly

Phe

Asp

Glu

Ala

340

Tyr

Ser

Ser

vVal

Gly

420

Thr

Pro

Val

Phe

Glu

245

Gly

Trp

His

Gly

Phe

325

Asn

Gln

Glu

Leu

His

405

Lys

val

His

Glu

His

230

val

Phe

Arg

Thr

His

310

Asp

Ile

Glu

Asp

Ser

390

Ile

Ala

Thr

Leu

Leu

470

His

Gly

Asp

Asn

Ala

295

Cys

Tyr

Gln

Leu

Ser

375

Ser

Ser

Glu

Phe

Leu

455

His

val

Arg

Ala

Val

280

Gly

His

Pro

Pro

Ser

360

Ser

Thr

Tyr

Asp

Trp

440

Arg

Thr

Leu

Gln

Ile

265

Ser

Asp

Leu

Ser

Ile

345

Lys

Asn

vVal

Glu

Arg

425

val

Leu

Leu

203

Ser

Ser

250

Leu

Arg

Gly

Asp

val

330

Leu

vVal

Thr

Ser

410

Gly

Ser

Arg

Cys

Leu

235

val

Gln

Leu

Lys

Ser

315

Gly

Ala

Ile

val

Leu

395

Gln

G1ln

Leu

Ala

Asp

475

Thr

Ser

Ala

Leu

Leu

300

Asn

Gln

Val

Pro

Gln

380

Glu

Cys

Cys

Gln

Leu

460

Cys

Gly

Gly

Ala

val

285

Gly

Gly

val

Thr .

Lys

365

Leu

His

Glu

Asn

Ala

445

Gly

Asn

Asp

Asn

Leu

270

Phe

Gly

Leu

Ala

Ser

350

Ser

Ile

Ser

Gly

His

430

Thr

Phe

Cys

Ala

Leu

255

Cys

Thr

Ile

Tyr

Gln

335

Ala

Ala

Met

Ser

Pro

415

val

His

Ser

Ser

Gln

240

Asp

Gln

Ser

Phe

Ser

320

Ala

JAla

val

Asp

Leu

400

Glu

Arg

Cys

Glu

Asp

480
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Thr

Cys

Cys

Ala

Cys

545

Cys

Phe

Gly

Glu

Gln

625

Cys

Phe

Thr

Lys

Asp

705

Ala

Gln

Gly

Ser

Pro

530

Gly

Asp

Gly

Arg

Gly

610

Ccys

Lys

Arg

Asn

Glu

690

Ala

Asp

Pro

Val

Val

515

Asn

Arg

Asp

Arg

Ala

595

Gly

Leu

Thr

Thr

val

675

Arg

Arg

His

Gln

Cys

500

Ala

Gly

Cys

Ala

Ccys

580

Cys

Leu

Asp

Pro

Gly

660

Thr

Thr

Gly

Thr

Ala

485

Ser

Glu

Thr

Ser

Ser

565

Gln

Glu

Cys

Gly

Cys

645

Pro

Leu

Leu

Thr

Gln

725

Pro

Cys

Leu

Gly

Cys

550

Cys

Cys

Cys

Ser

TYyTY

630

Glu

Leu

Ala

Asp

val

710

Ala

His

Ala

Ser

Pro

535

Ser

Glu

Gly

Ser

Gly

615

Tyr

Arg

Ala

Leu

Asn

695

val

Ile

Cys

Pro

Serxr

520

Leu

Gly

Arg

vVal

Gly

600

His

Gly

His

Thxr

Ala

680

Gln

Leu

val

Ser

Gly

505

Pro

Cys

Gln

His

cys

585

Asp

Gly

Ala

Arg

Asn

665

Pro

Leu

Arg

Leu

204

Asp

490

Arg

Asp

Ser

Ser

Glu

570

His

Met

Arg

Leu

Asp

650

Cys

Ile

Phe

val

Gly

730

Gly

Leu

Leu

Gly

Ser

555

Gly

Cys

Asp

Cys

Cys

635

Cys

Ser

Leu

Phe

Arg

715

Cys

Gln

Gly

Glu

Lys

540

Gly

Ile

His

Ser

Lys

620

Asp

Ala

Thr

Asp

Phe

700

Pro

val

Gly

Arg

Ser

525

Gly

His

Leu

Ala

Cys

605

Cys
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Ala Val Gly Leu Gly Leu Val Leu Ala Tyr Arg Leu Ser Val Glu Ile
740 745 750
Tyr Asp Arg Arg Glu Tyr Ser Arg Phe Glu Lys Glu Gln Gln Gln Leu
755 760 765
Asn Trp Lys Gln Asp Ser Asn Pro Leu Tyr Lys Ser Ala Ile Thr Thr
770 775 780
Thr Ile Asn Pro Arg Phe Gln Glu Ala Asp Ser Pro Thr Leu

785 790 795
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REIVINDICACOES

1. Método de detecgdo a doenga inflamatéria intestinal (IBD) em
um mamifero, compreendendo detecgdo do nivel de expressao de um gene
de codificagdo de um polipeptideo LY6 (a) em uma amostra de teste de teci-
do ou células obtida a partir do dito mamifero, e (b) em uma amostra de con-
trole, em que um nivel maior de expressao do acido nucleico ou polipeptideo
LY6 na amostra de teste, quando comparada com a amostra de controle, é
indicativo da presenga de IBD no mamifero a partir do qual a amostra de
teste foi obtida.

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o tecido ou
células da amostra de teste sao do trato gastrointestinal do mamifero.

3. Método de acordo com a reivindicagao 2, em que tecido ou
células da amostra de teste sao do célon do mamifero.

4. Método de acordo com a reivindicagado 1, em que a amostra
de controle € uma amostra de tecido ou células normais n&o-IBD da mesma
origem ou tipo de tecido, ou multiplas amostras de tecido ou células ndo-IBD
da mesma origem ou tipo de tecido, dos quais os niveis de expressao tem a
média calculada, ou um controle universal representando a expressao géni-
ca em amostras multiplas do tecido normal, saudavel da mesma espécie.

5. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o tecido ou
células da amostra de teste sdo inflamados.

6. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que tecido ou
células da amostra de teste ndo sao inflamados.

7. Método de acordo com a reivindicagao 1, compreendendo:

(a) contato da amostra de teste com um agente detectavel que
se liga especificamente um polinucleotideo que codifica o polipeptideo LY6
ou fragmento do mesmo; (b) contato da amostra de controle com o agente
detectavel; e (c) detecgdo da formagdo de um complexo entre o agente e o
polinucleotideo da amostra de teste e amostra de controle, em que a forma-
¢ao de menos complexo na amostra de teste em relagdo a amostra de con-
trole é indicativa da presencga de IBD no mamifero.

8. Método de acordo com a reivindicagao 7, em que o polinu-
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cleotideo compreende a sequéncia de acido nucleico de SEQ ID NO:1, 3, 5,
7, ou um fragmento da mesma compreendendo pelo menos 15 nucleotideos
contiguos de SEQ ID NO:1, 3, 50u 7.

9. Método de acordo com a reivindicagdo 7, em que tecido ou
células da amostra de teste sdo do trato gastrointestinal do mamifero.

10. Método de acordo com a reivindicagado 9, em que o tecido ou
células da amostra de teste sdo de cdlon do mamifero.

11. Método de acordo com a reivindicagao 10, em que a amostra
de controle € uma amostra do tecido ou células normais ndo-IBD da mesma
origem ou tipo tecido, ou multiplas amostras do tecido ou células ndo-IBD da
mesma origem ou tipo de tecido, dos quais niveis de expressado tem a média
calculada, ou um controle universal que representa a expressao génica em
multiplas amostras de tecido normal, saudavel da mesma espécie.

12. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que tecido ou
células da amostra de teste sao inflamados.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o tecido ou
células da amostra de teste sdo ndo-inflamados.

14. Método de acordo com a reivindicagdo 7, em que o agente é
um segundo polinucleotideo que hibridiza a um polinucleotideo tendo a se-
quéncia SEQ ID NO:1, 3, 5, 7 ou seus complementos.

15. Método de acordo com a reivindicagao 14, em que o segun-
do polinucleotideo compreende um marcador detectavel ou ligado a um su-
porte sélido.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 15, em que o marca-
dor detectavel é diretamente detectavel.

17. Método de acordo com a reivindicagao 16, em que o marca-
dor detectavel € indiretamente detectavel.

18. Método de acordo com a reivindicagéo 14, em que o marca-
dor detectavel € um marcador fluorescente.

19. Método de acordo com a reivindicagdo 7, em que o método
esta no ensaio de hibridizag&o in situ.

20. Método de acordo com a reivindicacado 7, em que o método &
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ensaio de reacgdo de polimerase em cadeia em tempo real (RT-PCR).

21. Método de acordo com a reivindicagéo 7, em que o método &
ensaio de reagdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR).

22. Método de acordo com a reivindicagdo 1, compreendendo:

(a) contato da amostra de teste com um agente detectavel que
se liga especificamente um polipeptideo ou fragmento do mesmo; (b) contato
da amostra de controle com o agente detectavel; e (c) detecgdo da formagao
de um complexo entre o agente e o polipeptideo da amostra de teste e a-
mostra de controle, em que a formagdo de menos complexo na amostra de
teste em relagdo a amostra de controle é indicativa da presenga de IBD no
mamifero.

23. Método de acordo com a reivindicagao 22, em que o polipep-
tideo LY6 compreende a SEQ ID NO:2, 4, 6, 8 ou um fragmento da mesma
compreendendo pelo menos 10 aminoacidos contiguos de SEQ ID NO:2, 4,
6, ou 8.

24. Método de acordo com a reivindicagao 22, em que o tecido
ou células da amostra de teste sdo do trato gastrointestinal do mamifero.

25. Método de acordo com a reivindicagdo 24, em que o tecido
ou células da amostra de teste sdo do célon do mamifero.

26. Método de acordo com a reivindicagdo 7 ou 22, em que O
tecido ou células da amostra de teste sédo inflamados.

27. Método de acordo com a reivindicagao 7 ou 22, em que teci-
do ou células da amostra de teste sdo ndo-inflamados.

28. Método de acordo com a reivindicagao 22, em que o agente
€ um anticorpo ou fragmento de ligagao do mesmo.

29. Método de acordo com a reivindicagdo 28, em que o anticor-
po ou fragmento de ligagdo do mesmo compreendem um marcador detecta-
vel.

30. Método de acordo com a reivindicagao 29, em que o marca-
dor detectavel € diretamente detectavel.

31. Método de acordo com a reivindicagdo 29, em que o marca-

dor detectavel é indiretamente detectavel.
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32. Método de acordo com a reivindicagao 29, em que 0 marca-
dor detectavel € um marcador fluorescente ou um radiomarcador.

33. Método de acordo com a reivindicagao 1, 7 ou 22, em que a
amostra de teste de tecido ou células é obtida de um mamifero suspeito de
experimentar IBD.

34. Método de acordo com a reivindicagéo 1, 7, ou 22, em que a
amostra de teste de tecido ou células é obtida de um mamifero suspeito de
experimentar UC.

35. Método de acordo com a reivindicagdo 1, 7, ou 22, em que
os tecidos ou as células do mamifero foram contatados com um agente tera-
péutico, e em que o nivel da expressado de LY6 € indicativo da presenga ou a
auséncia de uma resposta ao agente terapéutico no tecido ou células do
mamifero.

36. Método de acordo com a reivindicagdo 1, 7, ou 22, em que
os tecidos ou células do mamifero foram contactados com um agente tera-
péutico, em que a detecgido € uma segunda ou subsequente detecgéo, e em
que o nivel da expressdo de LY6 € indicativo da presenga ou auséncia de
uma resposta ao agente terapéutico no tecido ou células do mamifero.

37. Método de acordo com a reivindicagao 1, 7, ou 22, em que O
aumento na expressao de LY6 na amostra de teste € pelo menos 1,5 vezes,
pelo menos 2 vezes, pelo menos 3 vezes, pelo menos 5 vezes, pelo menos
6 vezes, pelo menos 7 vezes, pelo menos 8 vezes, pelo menos 9 vezes, ou

pelo menos 10 vezes maior que a amostra de controle.
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cgegtetgeggetgegttccccgaaagacgaggetgegeeeggattceggtecgecagggagaccgaagggeacagelcCcCgegeeg
cgcacgecgeccgageccggagtgeggacacccecgggatgettgegecccagaggacccgegeeccaageeccegegeegeccce
aggcccacccggageatgetgectgeagecatgaagggecteggeetggegetgetggeegtectgetgtgeteggegeecgctcatgg
cetgtggtgccaggactgeaccctgaccaccaactccagecattgeaccccaaageagtgecageegtecgacacggtgtgigecagtgt
ccgaatcaccgatcccagcagecageaggaaggatcactcggtgaacaagatgtgtgectectect gtgacttcgttaagcgacactttitcte
agactatctgatggggtttattaactctgggatcttaaaggtcgacgtggactgetgcgagaaggatttgtgecaalggggeggeaggggeag
ggcacagcccctgggccctggccggggggctcctgctcagcctggggcctgccctcctctgggctgggccctgatgtctcctccttccca
cggggcttctgagcttgctcccctgagcctgtggctgccctctccccagcctggcgtggctggggctgggggcagccttggcccagctcc
glggotgtggectgtggcelctcactecteccccgacgtgaagecteectgictetecgecagetctgagtcccaggeagetggacatctcca
‘ggaaaccaggccatctgggcaggaggectggggatgagggtggggggggacceccaggteccggaggggaagtgaagcaacagee
cagclggaagggcgtettctgeggag aaataaagtcacttttgagtcctgagaaaaaaaaaaa

FIG. 1A
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MLPAAMKGLGLALLAVLLCSAPAHGLWCQDCTLTTNSSHCTPKQCQPSDTVCASVRIT
DPSSSRKDHSVNKMCASSCDFVKRHFFSDYLMGFINSGILKVDVDCCEKDLCNGAAGA

GHSPWALAGGLLLSLGPALLWAGP

FIG. 1B
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agggceggtgt caatgcacce tccageggtg cgegeaggeg ggagaaggga gggeggeccg ggcaagtgag acagttaagg
cagtgicccc accacaccce cacccagalt ggecacgecg agcetggtict tgacagaagg ccttcgegga ggaagagggg
geacagetge acaggacacc ctacggagec tgegggegtg gaactttgee aggegeacgg gaacgegege ccttectgte
agcctecegg ggegecagge teecgeggee cgeageggga cagectcagt tgtgtggget ggacccagte getggggtac
cgaccagicc tyggaagygcpc agaggacplg gaglggggag getgecttee tatgtgegaa gggecagecg ggeacgeagt
cctcagacce tagtccgecac ccggeagglc cccacggeac ctgetgegee ctectcgeeg ctcccccaac cteccecatct
cagaaaacta ccagttctct cccgeccece ggegecectt tcccaggaac gtgeggagge gggagaagag gaagacagga
agggegtggg gatgtgaage gaccgtccca gecttccccg cccgecacce ccaccccaac tcggeagecg tcacgtgatg .
cctggagtgg gaggigggega gaaaaggega gacttitgtg ggtgetceccg atcgecagta gttecttcag tetcageege
caactccgga ggegeggtge teggeceggg agegegageg ggaggageag agacccgeag CCgggagece gagegeggace
gatgcaggcet ccgegagegg cacctgegge tcctctaage tacgaccgtc gtctcecgegg cagecagegeg ggecccagea
geeteggeag ccacagecge tgcagecggg geagecteccg ctgetgtege ctectetgat gegettgece teteeeggee
ccgggactcc gggagaatgt gggtecctagg catcgeggea  actttitgeg  gattgttctt  gettccagge  tttgegetge
aaatccagtg ctaccagtgt gaagaattcc agctgaacaa cgactgetcc tcccccgagt tcattgtgaa ttgecacggtg
aacgttcaag acatgtgtca gaaagaagtg atggagcaaa gtgccgggat catgtaccgc aagtcctgtg catcatcage
ggcctgtete  atcgectetg  ccgggtacca  gtccttctge tccccaggga aactgaactc  agtttgeatc  agetgetgea
acaccccetet ttgtaacggg ccaaggecca agaaaagggg aagttctgee tcggecctca ggccaggget ccgcaccace
atcctgttce tcaaattagce cctetictcg geacactget gaagetgaag gagatgecac cecctectge attgttettc cagecctege
ccccaaccce ccaccteccet gagtgagttt ctictgggtg tecttttatt ctgggtagge agegggagte cgtgttetct tttgttectg
tgcaaataat gaaagagctc ggtaaagcat tctgaataaa ttcagcctga ctgaattttc agtatgtact tgaaggaagg
aggtggagtg aaagttcacc cccatgtictg tgtaaccgga gtcaaggcca ggcetggcaga gtcagtectt agaagtcact
gaggtgggca tctgectitt gtaaagectc cagtgtccat tccatccetg atgggggceat agtttgagac tgcagagtiga
gagtgacgtt ttcttagggc tggagggceca gticccacte aaggcetcect cgettgacat tcaaacttca tgetcctgaa aaccattete
lgcagcagaa ttggctggtt tcgegectga gtigggetlct agtgactcga gactcaatga ctgggactta gactggggct
cggceetcget ctgaaaagtg cttaagaaaa tcttctcagt tctccitgeca gaggactgge geegggacge gaagagcaac
gggegetgea caaageggge getgtegglg gtggagitgeg catgtacgeg caggegcette tegtggttgg cgtgetgeag
cgacaggegg cagcacagcea cctgcacgaa caccegecga aactgetgeg aggacaccgt gtacaggage gggttgatga
ccgagctgag gtagaaaaac gtctccgaga aggggaggag gatcatgtac geccggaagt aggacctegt ccagtegtge
ttgggtttgg ccgecagecat gatcctccga atctggttgg  geatccagea tacggcecaat gtcacaacaa tcagecetgg
gcagacacga gcaggaggga gagacagaga aaagaaaaac acagcatgag aacacagtaa atgaataaaa ccataaaata
titagceect ctgtictgtg cttactggee aggaaatggt accaatttit cagtgttgga cttgacagct tcttttgcca caagcaagag
agaatttaac actgtttcaa acccggggga gttggetgtg ttaaagaaag accattaaat gctttagaca gtgtatttat accagttgat
gtctgttaat tttaaaaaaa tgttttcatt ggtgtttgtt tgcgtatcca gaaageagtt catgttatcc ata

FIG. 2A
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gatgectgga gtgggagstg gggagaaaag gegagacttt tglggglget cccgatcgee agtagttect tcagtctcag
ccgecaactec cggaggegeg glgetcggee cgggagegeg agegggagga geagagacce geageeggga geecgagege
gggcgatgea ggetccgega geggceacctg cggetectet aagcetacgac cgtegtctee geggeageag cgegggecce
agcagcctcg gcageccacag ccgetgecage cggggeagee tcegetgetg tcgectecte tgatgegett gecctcteee
ggeeceggga cltccgggaga  atgtgggtee taggeatcge ggcaactttt  tgeggattgt  tottgettce  aggctttgeg
ctgcaaatcc agtgctacca gtgtgaagaa ttccagetga acaacgactg ctcctcccce  gagttcattg  tgaattgeac
ggtgaacgtt caagacatgt gtcagaaaga agtgatggag caaagtgccg ggatcatgta ccgeaagtce tgtgcatcat
cagcggectg  tctcatcgec  tetgeegggt accagtectt ctgetcccca gggaaactga actcagtitg  catcagetge
tgcaacaccc ctctttgtaa cgggccaagg cccaagaaaa gggegaagitc tgcctcggec ctcaggcecag ggctecgeac
caccatcctg ttcctcaaat tagecctctt ctcggeacac tgetgaaget gaaggagatg ccacccectce ctgeattgtt cticcagece
tcgeecccaa ceccecacct cectgagtga gtttetictg ggtgtecttt tatictgggt agggageggg agteegtgtt ctettttgtt
cctgtgcaaa taatgaaaga gctcggtaaa gcattctgaa‘ taaattcagc ctgactgaat tttcagtatg tacttgaagg
aaggaggtgg agtgaaagtt cacccccatg tctgtgtaac cggagtcaag gccaggcetgg cagagtcagt ccttagaagt
cactgaggtg ggcatctgee tttigtaaag cctccagtgt ccattccatc cctgatgggg gcatagtttg agactgcaga
glgagagtga cgttttctta gggctggagg gecagitcce actcaagget ccctecgettg  acattcaaac  ttcatgetcc
tgaaaaccat tcictgcagce agaattggct ggiitcgege clgagttggg ctctagtgac tcgagactca atgactggga
cttagactgg ggctcggect cgcetctgaaa agtgcettaag aaaatcttct cagttctcct tgcagaggac tggegeeggg
acgegaagag caacgggege tgcacaaage gggegetgte ggtggtggag tgegeatgta cgegeaggeg ctietegtgg
ttggeglget gecagegacag gceggeageac agcacctgca cgaacacccg ccgaaactge tgecgaggaca ccgtgtacag
gagcgggttg atgaccgage tgaggtagaa aaacgtctcc gagaagggga ggaggatcat gtacgecccgg aagtaggace
tcgtccagtc gtgettgggt ttggecgeag ccatgatcct ccgaatctgg ttgggeatce agcatacgge caatgtcaca
acaatcagec ctgggcagac acgagcagga gggagagaca gagaaaagaa aaacacagca tgagaacaca gtaaatgaat
aaaaccataa aatatttagc ccctctgttc tgtgcttact ggccaggaaa tggtaccaat ttttcagtgt tggacttgac agcettctttt
gccacaagcea agagagaatt taacactgtt tcaaaccegg gggagttgge tgtgttaaag aaagaccatt aaatgcttta gacagtg

FIG. 2B
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MWVLGIAATFCGLFLLPGFALQIQCYQCEEFQLNNDCSSPEFIVNCTVNVQDMCQKEV
MEQSAGIMYRKSCASSAACLIASAGYQSFCSPGKLNSVCISCCNTPLCNGPRPKKRGSSA
SALRPGLRTTILFLKLALFSAHC

FIG. 2C
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aaggelgggg ttgeectgggg cgaggttact catcctggge tcaggtaaga gggeccgage tcggaggegg cacatccagg
ggggacgeca agggagcagg acggagecat ggaccccgee aggaaageag gtgcccagge catgatctgg acigcagget
ggctgetget getgetgett cgeggaggag cgecaggecet ggagtgetac agetgegtge agaaagcaga tgacggatge
tccccgaaca agatgaagac agtgaagtge gegeegggeg tggacgtetg caccgaggee gigggggegg tggagacceat
ccacggacaa ttctcgetgg cagtgegggg ttgeggttcg ggactccecg geaagaatga ccgeggectg gatcttcacg
ggcttctgge gttcatccag ctgecagcaat gegctcagga tcgctgcaac gecaagetca acctcacctc gegggegcete
gacccggeag gtaatgagag tgcatacccg cccaacggeg tggagtgeta cagcetgtgtg ggcctgagee gggaggegtg
ccagggtaca tcgccgeegg tegtgagetg ctacaacgec agcgatcatg tctacaaggg ctgcettcgac ggcaacgtca
ccttgacgge agctaatgtg actgtgtect tgectglecg gggetgtgtc caggatgaat tctgeactcg ggatggagta
acaggcccag ggttcacgct cagtggetce tgtigeccagg ggteccecgetg taactctgac ctccgcaaca agacctactt
ctccectcga  atcccaccce  ttgtccgget gecccctcca gageccacga  ctgtggectc  aaccacatct  gtcaccactt
ctacctcgge cccagtgaga cccacatcca ccaccaaacc catgccageg ccaaccagic agactccgag acagggagta
gaacacgagg cctcccggga tgaggagece aggttgactg gaggegecge tggecaccag gaccgcagcea attcagggea
gtatcctgca aaagggggge cccagcagec ccataataaa ggetgtgtgg ctcccacage tggattggea geccttetgt
tggeegtgge tgetggtgte ctactgtgag cttctccace tggaaatttc cctctecacct acttetetgg cectgggtac ccctettete
atcacticct gttcccacca ctggactggg ctggeccage ccectgttttt ccaacattcc ccagtatcce cagettctge tgegetggtt
tgcggetttg ggaaataaaa taccgtigta tatattctge caggggtgtt ctagcettttt gaggacagcet cctgtatcect tcicatcctt
gtcteteege  ttgtectett  gtgatgttag gacagagtga gagaagtcag ctgtcacggg gaaggtgaga gagaggatge
taagcticct  actcactttc tcctageccag ccoiggactit ggagegtggg gleggtggga caatggetce  ccactctaag
cactgectce  cctactccee  geatctttgg  ggaatcggtt  ccccatatgt  cttecttact  agactgtgag  ctectcgagg
gcagggaccg tgecttatgt ctgtgtgtga tcagttictg gcacataaat gcctcaataa agatttaatt actttgaaaa aaaaaaaaaa
Aaaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaa

FIG. 3A
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MDPARKAGAQAMIWTAGWLLLLLLRGGAQALECYSCVQKADDGCSPNKMKTVKCAP
GVDVCTEAVGAVETIHGQFSLAVRGCGSGLPGKNDRGLDLHGLLAFIQLQQCAQDRCN
AKLNLTSRALDPAGNESAYPPNGVECYSCVGLSREACQGTSPPVVSCYNASDHVYKGC

FDGNVTLTAANVTVSLPVRGCVQDEFCTRDGVTGPGFTLSGSCCQGSRCNSDLRNKTYF
SPRIPPLVRLPPPEPTTVASTTSVTTSTSAPVRPTSTTKPMPAPTSQTPRQGVEHEASRDEE
PRLTGGAAGHQDRSNSGQYPAKGGPQQPHNKGCVAPTAGLAALLLAVAAGVLL

FIG. 3B
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gatccgettt gcgeatccca gtgattettg ggttecegegt gtagtitcgg aaggagacat cgaagcaggg cgaggegeag
agggcglige ggactcatge cccagtcgge agtgeggggt cccaagecct gcagtgetac agcetitgage  acacctactt
tggeeecttt  gacctcaggg ccatgaagct gcccageatc tcctgtectc  atgagtgctt  tgaggctatc  ctgtetctgg
acaccgggta tcgegegecg gtgaccctgg tgeggaaggg ctgetggacc gggectectg cgggecagac geaatcgaac
geggacgege tgecgecaga ctactcggtg gtgegegget gcacaactga caaatgcaac gcccacctca tgactcatga
cgeecteccce aacctgagec aagcacccga cccgecgacg ctcageggeg ccgagtgeta cgecetgtate ggggtecace
aggatgactg cgctatcgge aggtcccgac gagtccagtg tcaccaggac cagaccgect gcettccaggg caatggeaga
atgacagttg gcaatttctc agtccctgtg tacatcagaa cctgeccaccg gecctcctge accaccgagg gcaccaccag
cccetggaca gecatcgace tccagggcetc ctgetgtgag gggtacctct gcaacaggaa atccatgace cagcccttca
ccagtgettc agccaccacc cctccccgag cactacaggt cctggeectg ctcctcccag  tectectget ggtggggcte
tcagcataga ccgcccctcc aggatgetgg ggacaggget cacacacctc attcttgetg  cttcagecce tatcacatag
ctcactggaa aatgatgtta aagtaagaat tgcactcctg tcectetgge cttecatcte tcccgecectt gtgecccaca acctggecaa
cagtactgga agaaactgga cacagtcacc agcatccecg gggagggeaa aacagccatg tcgtgecccg atgaagagea
attctgatca cagctgttac tcactgagca ccagccaggc accaggcacc ccataacacg gcttcctgtg  ctctcectee
agagcctgtc gcagceictag gagggagceta tacaatgatg (ctttattag tgtcatcatg agaagcccaa taagcagtat
peeclaucay  lluglaggee aggClelgga  potaagetge atgggttcaa atcccagetc caccattcag cctgcagaga
ccatgagcga gttacttaag ccaggcetctg gagctaagct gcatgggtic aaatcccagc tccagcattc agcctacaga
gaccatgggt gagttactta agccaggetc tggagctaag ctgeatgggt tcaaatccca getccaccat tcagectgea
gagactgtgg gtgagttact tgagetetct gigecaatat ttictcacct ataaggtgga ggtgaaaata aactctataa catgacaaga
actacttcac agtagttgca gtgaggatic aacgagatga acatttagta cttgggacac agcagtggec cagtgtaaat
gggctacttg  tcataagccc taagtcacag gtcaacaaac tgagaggcaa aagcacttgg ttgagcttgt gtatctagtg
aglatggatt cagggaccag attcccagcc ccacgaactg ctaagcaacc ccacctecta aacacatgag tgecgattaa
cttcacagaa aaacacacaa ggcaaagtic agcgagglga aatictccaa gctataaaga tcagggaaga cttcctggag
gaattcaccc ttgagcaaaa tcctaaagga tcaatagtag ctggcaaaaa gaagcaggag gaagcgcatt ctaggtagag
gagacagcct ggacaaaggt ctgagggagg aaggagcaca aggagtgeag gacactttca tgagtgcagg acactttcat
aactgcatga acticataga gatgggatcc tttagcatgt tcictgtgca catgettgac catgttettt cacatgcttt ttgccacttg
atctttccag caactcagtg agagaagcaa aaaagtaagt tgcatcctge tattgtctga atgtttgtgt ctccccaaaa ttcatetttt
gaaacctaat taccaaagtg atattactgg gaggtgggge ctitgggagg tggtgagatc atgagggtgg agcccccatg
aataggatta gtgcccttat aaaagaggcc ctggagaget gecttgecce ttccaccaca tgagaacaca gecageaggt
gectataage aagaaagtgg gttctcacca gccatcgaat ctgetggtge attgattgeca gacttcccag  actccagage
tatgagacat aaatttctgt tgtgtataag ccaaaaaaaa aaaaaaaaaa

FIG. 4A
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gattctiggg ttccgegegt agtttcggaa ggagacatcg aagcagggeg aggcegcagag ggegttgegg actcatgece
cagtcggecag tgcggggtce caageoctge agtgctacag CtitgagCaC  acctactttg geccctttga cotcagggec
atgaagectge ccagcatctc  ctgtcctcat gagtgetttg aggctatcct  gtctctggac accgggtatc  gegegeeggt
gaccctggtg cggaagggcet getggaccgg gectectgeg ggccagacge aatcgaacce ggacgegetg ccgecagact
actcggtggt gcgeggetge acaactgaca aatgcaacge ccacctcatg actcatgacg ccctccccaa cctgagcecaa
gcacccgacc cgecgacget cageggegece gagtgetacg cctgtatcgg ggtccaccag gatgactgeg ctatcggceag
gtcccgacga gtccagtgtc accaggacca gaccgectge ticcagggea gtggcagaat gacagttgge aatttctcag
tccetgtgta catcagaacc tgccaccgge cctcctgecac caccgaggge accaccagee cctggacage catcgaccte
cagggctcct getgtgaggg gtacctctge aacaggaaat ccatgaccca geccttcacc agtgcettcag ccaccaccee
tccccgagea clacaggtce tggecectget ccteccagle ctectgetgg tggggetcte agceatagace geccctccag
gatgeigggg acagggcetca cacaccteat tcttgetget tcagecccta  tcacataget cactggaaaa  tgatgttaaa
gtaagaattg cactcctgtc cctctggect tccatctctc  ctgeccttgt gecccacaac ctggccaaca  glactggaag
aaactggaca cagtcaccag catcccaggg gagggcaaaa cagcecatgtc gtgecctgat gaagagcaat tctgatcaca
getgttactc acigagcacC agccaggcac caggcaccce ataacacgge ttectgtget ctccttccag agectgtege
agctctaggg gggagcetata caatgatgtc tttattagtg tcatcatgag aagcccaata agcagtatgc cctaacagtt
agtaggccag gctctggage taagctgecat gggttcacat cccagcetcca ccattcagec tgcagagacc atgagcegagt
tacttaagcc aggctctgga gctaagetge atgggticaa atcccagetc cagcattcag cctacagaga ccatgggtga
gttacttaag ccaggcetctg gagctaaget gcatgggttc aaatcccagec tccaccattc agcctgcaga gactgtggsgt
gagttacttg agctctctgt gccaatattt tctcacctat aaggtggagg tgaaaataaa ctctataaca tgacaagaac tacttcacag
tagttgcagt gaggattcaa cgagatgaac atttagtact tgggacacag cagtggccca gtataaatgg gctacttgte
ataagcccta agtcacaggt caacaaactg agaggtaaaa gcacttggtt gagettgtgt atctagtgag tatggattca
gggaccagat tcccageccce acgaactget aagcaacceC acctcctaaa cacatgagtg ccgattaact tcacagaaaa
acacacaagg caaagttcag cgaggtgaaa ttctccaagc tataaagatc agggaagact tcctggagga attcacccett
gagcaaaatc ctaaaggatc aatagtagct ggcaaaaaga agcaggagga agcacatttt aggtagagga gacagectgg
acaaagglict pagggaggaa ggaacacaag gagtgcagga cactttcata actgcatgaa cttcatagag atgggatect
ttagcatgit ctctgtgcac atgcttgacc atgtictttc acatgcttit tgccacttga tctttccage aactcagtga gagaagcaaa
aaagtaagtt gcatcctg

FIG. 4B
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MKLPSISCPHECFEAILSLDTGYRAPVTLVRKGCWTGPPAGQTQSNADALPPDYSVVRG
CTTDKCNAHLMTHDALPNLSQAPDPPTLSGAECYACIGVHQDDCAIGRSRRVQCHQDQ
TACFQGNGRMTVGNFSVPVYIRTCHRPSCTTEGTTSPWTAIDLQGSCCEGYLCNRKSMT

QPFTSASATTPPRALQVLALLLPVLLLVGLSA

FIG. 4C
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ctgagaggaa gitttatctg tgcagecctt ctctgaggat ggacactict cacactacaa agtcctgttt getgattctt cttgtggece
tactgtgtgc agaaagagct cagggactgg agtgitacca gtgctatgga gtcccatttg agacttcttg cccatcaatt
acctgeecct  accctgatgg  agtctgtgtt actcaggagg cagcagttat tgtggattct caaacaagga aagtaaagaa
caatctttgc ttacccatct geectectaa tattgaaagt atggagatcc tgggtactaa ggtcaacgtg aagacttcct gttgeccagga
agacctctge aatgtagcag ttcccaatgg aggcagcacc tggaccatgg caggggtget tctgttcage ctgagcetcag
tcctectgea gaccttgete tgatggtect cccaatgacce tccacccttg tccttttate ctcatgtgea acaattcttc ctggagecct
ctagtgatga attatgagtt atagaagctc caaggtggga gtagtgtgtg aaataccatg ttttgecttt atageccctg ctgggtaggt
aggtgctcta atcctctcta gggctttcaa gtetgtactt cctagaatgt cattttgttg tggattgetg ctcatgacce tggaggceaca
cagccagecac agtgaagagyg cagaattcca aggtattatg ctatcaccat ccacacataa gtatctgggg tcctgcaatg
tlcccacatg tatcctgaat gtceccctgt tgagtccaat aaacccttlg ttcicccaaa aaaaaaaaaa aa

FIG. 5A
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MDTSHTTKSCLLILLVALLCAERAQGLECYQCYGVPFETSCPSITCPYPDGVCVTQEAAV
IVDSQTRKVKNNLCLPICPPNIESMEILGTKVNVKTSCCQEDLCNVAVPNGGSTWTMAG
VLLFSLSSVLLQTLL

FIG. 5B
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gctcecggeca geegeggtee agagegegeg aggticgggg agetecgeca ggetgetggt acctgegtee geccggegag
caggacaggc tgctitggtt tgtgacctcc aggcaggacg gccatcctct ccagaatgaa gatcticttg ccagtgetge
tggetgeect tetgggtgtg gagegagecca getcgetgat gtgettctce  tgettgaacc agaagagcaa tctgtactge
ctgaagccga ccatctgetc cgaccaggac aactactgeg tgactgtgtc tgctagtgec ggcattggga atcicgtgac
atttggccac agcectgagca agacctgltc cccggectge cccatcccag aaggegtcaa tgttggigtg  gottccatgg
gcatcagctg ctgccagage tttctgtgea atttcagtge ggecgatgge gggetgeggg caagcegtcac cetgetgggt
geegggetge tgetgagect getgeeggee ctgetgeggt ttggecectg accgeccaga ccctgtccee cgatccccea
gctcaggaag gaaagceccag ccctttctgg atcccacagt gtatgggage ccectgactce tcacgtgect gatctgtgec
cttggtccca ggtcaggecce acccecctgea cctccacctg ccccagecce tgectectgee caagtgggece agcetgeccte
acttctgggg tggatgatgt gaccttcctt gggggactge ggaagggacg agggttcect ggagtcttac ggtccaacat
cagaccaagt cccatggaca tgctgacagg gtccccaggg agaccgtgic agtagggatg tgtgectgge tgtgtacgtg
gsgtgtgeagt geacgtgaga geacgiggeg gettctgggg gecatglitg gggagggagg tgtgccagea geectggagag
ccCtcagtcce tgtagecccce tgecctggceca cagcetgeatg cacttcaagg gceagcctttg ggggtigggg  titctgecac
ttccgggtet aggecctgee caaatccagc cagicctgee ccageccace cccacattgg  agccctectg  ctgettiggt
gccilcaaata aatacagatg tccce

FIG. 6A
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MKIFLPVLLAALLGVERASSLMCFSCLNQKSNLYCLKPTICSDQDNYCVTVSASAGIGNL
VTFGHSLSKTCSPACPIPEGVNVGVASMGISCCQSFLCNFSAADGGLRASVTLLGAGLLL
SLLPALLRFGP

FIG. 6B
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_ccagtctgic gecaccteac tiggtgtcetg ctgtcccege caggeaagee tggggtgaga gcacagagga gltgggccgsg
accatgeggg ggacgegget ggegceteetg gegetggtge tggetgoctg cggagagetg gegeeggecee tgegetgeta
cgtetgtceg gagcccacag gagtgtcgga ctgtgtcace atcgeccacct geaccaccaa cgaaaccatg tgcaagacca
cactctactc ccgggagata gigtaccoct tccaggggga ctccacggltg accaagtcct gtgecagcaa gtgtaagece
tcggatgtgg atggcatcgg ccagaccctg cccgtgicct gotgcaatac tgagetgtge aatgtagacg gggcgeccege
tctgaacage ctccactgeg gggecctcac getcctccca  ctcttgagee  tecgactgta  gagtccecge ccacccccat
ggecectatge ggeccagece cgaatgectt gaagaagtge cccctgeace aggaaaaaaa aaaaaaaaaa

FIG. 7A
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MRGTRLALLALVLAACGELAPALRCYVCPEPTGVSDCVTIATCTTNETMCKTTLYSREI
VYPFQGDSTVTKSCASKCKPSDVDGIGQTLPVSCCNTELCNVDGAPALNSLHCGALTLL
PLLSLRL

FIG. 7B
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aagatggecgg cgtgtggacg tgtacggagg atgttccget tgteggegge getgeatetg ctgetgetat tcgeggeesg
ggccgagaaa ctccceggee atggegtcca cagecaggge cagggtecceg gggecaactt tgtgtectic gtagggeagg
ccggaggegg cggeeceggeg ggtcageage tgecccaget gettcagtca tcgeagcettc agcagcaaca gcagcagceag
caacagcaac agcagcttca gecegecgeag cegectttce cggegggtgg gectccggec cggeggggag gagceggggec
tggtggggge tggaagetgg cggaggaaga gtecctgecagg gaggacgtga cccgegtgtg ccctaageac acctggagea
acaacctggc ggtgetcgag tgectgecagg atgtgaggga gcctgaaaat gaaattictt cagactgcaa tcattigttg
tggaattata agctgaacct aactacagat cccaaatttg aatctgtggc cagagaggtt tgcaaatcta ctataacaga
gattaaagaa tgtgctgatg aaccggttgg aaaaggttac atggtttcct gcettagtgga tcaccgaggce aacatcactg
agtatcagtg tcaccagtac attaccaaga tgacggccat catftttagt gattaccgtt taatctgtgg cttcatggat gactgcaaaa
atgacatcaa cattctgaaa (gtggcagta ttcggcttgg agaaaaggat gcacattcac aaggtgaggt ggtatcatge
ttggagaaag gcctggtgaa agaagcagaa gaaagagaac ccaagattca agtttctgaa cictgcaaga aagccattct
ccgggtggcet gagetgtcat cggatgactt tcacttagac cggceatttat attttgettg ccgagatgat cgggagegtt ttigtgaaaa
tacacaagct ggtgagggca gagtgtataa gtgectcttt aaccataaat ttgaagaatc catgagtgaa aagtgtcgag
aagcacttac aacccgccaa aagctgattg cccaggatta taaagtcagt tattcattgg ccaaatcctg taaaagtgac
ttgaagaaat accggtgcaa tgtggaaaac cttccgegat cgegtgaage caggcetctce tactigttaa tgtgectgga
gicagctgta cacagaggge gacaagicag cagtgagtgc cagggggaga tgetggatta ccgacgceatg ttgatggaag
acttitctct  gagecctgag  atcatcctaa gelgicgggg ggagattgaa caccattgtt ccggattaca tcgaaaaggg
cggaccctac actgtctgat gaaagtagtt cgaggggaga aggggaacct tggaatgaac tgccagcagg cgcttcaaac
actgattcag gagactgacc ctggtgcaga ttaccgcatt gatcgagctt tgaatgaagc ttgtgaatct gtaatccaga
cagcctgcaa acatataaga tctggagacc caatgatctt gtcgtgectg atggaacatt tatacacaga gaagatggta
gaagactgtg aacaccgict cttagagctg cagtatttca tctcccggga ttggaagetg gaccctgtec tgtaccgcaa
gtgccaggga gacgcettctc gietttgeca cacccacggt tggaatgaga ccagtgaatt tatgectcag ggagetgtgt tctettgitt
atacagacac gcctaccgeca ctgaggaaca gggaaggagg ctctcacggg agtgccgage tgaagtccaa aggatcctac
accagcegtge catggatgtc aagctggatc ctgccctcca ggataagtge ctgattgatc tgggaaaatg gtgeagtgag
aaaacagaga ctggacagga gctggagtge cttcaggacc atctggatga ctiggtggtg gagtgtagag atatagttgg
caacctcact gagttagaat cagaggatat tcaaatagaa gcctigctga tgagagcctg tgagcccata attcagaact
tctgccacga tgtggcagat aaccagatag actctgggga cctgatggag tgtctgatac agaacaaaca ccagaaggac
atgaacgaga agtgtgccat cggagttacc cacttccage-tggtgcagat gaaggatttt cggtittctt acaagtttaa aatggcectge
aaggaggacg tgttgaagct ttgcccaaac ataaaaaaga aggtggacgt ggtgatctge ctgagcacga ccgtgcegeaa
tgacactctg caggaagcca aggagcacag ggtgtcecctg aagtgecgea ggceagceteeg tgtggaggag ctggagatga
cggaggacat ccgettggag

FIG. 8A
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ccagatctat acgaagcctg caagagtgac atcaaaaact tctgttccge tgtgcaatat ggcaacgcetc agattatcga
atgtctgaaa gaaaacaaga agcagctaag cacccgetgc caccaaaaag tatttaaget gcaggagaca gagatgatgg
acccagagct agactacacc ctcatgaggg tctgcaagca gatgataaag aggtictgtc cggaagcaga ttctaaaacc
atgttgcagt gcttgaagca aaataaaaac agtgaattga tggatcccaa atgcaaacag atgataacca agcgccagat
cacccagaac acagattacc gcttaaaccc catgttaaga aaagcctgta aagctgacat tcctaaattc tgtcacggta
tcctgactaa ggccaaggat gattcagaat tagaaggaca agtcatctct tgcctgaage tgagatatge tgaccagege
ctgtcttcag actgtgaaga ccagatccga atcattatcc aggagtcecge cctggactac cgectggatc ctcagcetceca
getgecactge tcagacgaga tctccagtct atgtgctgaa gaagceagcag cccaagagca gacagglcag gtggaggagt
gcctcaaggt caacctgetc aagatcaaaa cagaattgtg taaaaaggaa gtgctaaaca tgcetgaagga aagcaaagcea
gacatctttg ttgacccggt acttcatact gcttgtgcec tggacattaa acaccactge geagecatca cccctggecg
cgggceglcaa atgtcctgte tcatggaage actggaggat aagegggtga ggttacagec cgagtgcaaa aagegcectea
atgaccggat tgagatgtgg agttacgcag caaaggtggc cccagcagat ggcettctetg atcttgeccat gcaagtaatg
acgtctccat ctaagaacta cattctctct gtgatcagtg ggagcatctg tatattgttc ctgattggece tgatgtgtgg acggatcacce
aagcgagtga cacgagagct caaggacagg tagagccacc ttgaccacca aaggaactac ctatccagtg cccagtttgt
acagccctct  tgtatagcat ccccactcac ctcgcetcttc  tcagaagtga caccaacccc gtgttagage attagcagat
gtccactgeg ttgtcccate cagcectccac  tcgtgtccat  ggtgtectee  tecctectcac cgtgecagecag cagceagetgg
tcgetggeggt tactgecttt gtitggcaaa cttgggttta cetgectgta gacaagtete tetcatacca acagaactic cggtacttee
agaaccaact cacctgacct gcaactcaaa ggctttitta agaaaaccac caaaaaaaaa a

FIG. 8A (CONTINUACAO)
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MAACGRVRRMFRLSAALHLLLLFAAGAEKLPGHGVHSQGQGPGANFVSFVGQAGGGG
PAGQQLPQLLQSSQLQQQQQRQQQQQQQLQPPQPPFPAGGPPARRGGAGAGGGWKLAE
EESCREDVTRVCPKHTWSNNLAVLECLQDVREPENEISSDCNHLLWNYKLNLTTDPKFE
SVAREVCKSTITEIKECADEPVGKGYMVSCLVDHRGNITEYQCHQYITKMTAIIFSDYRLI
CGFMDDCKNDINILKCGSIRLGEKDAHSQGEVVSCLEKGLVKEAEEREPKIQVSELCKK
AILRVAELSSDDFHLDRHLYFACRDDRERFCENTQAGEGRVYKCLFNHKFEESMSEKCR
EALTTRQKLIAQDYKVSYSLAKSCKSDLKKYRCNVENLPRSREARLSYLLMCLESAVHR
GRQVSSECQGEMLDYRRMLMEDFSLSPEIILSCRGEIEHHCSGLHRKGRTLHCLMKVVR
GEKGNLGMNCQQALQTLIQETDPGADYRIDRALNEACESVIQTACKHIRSGDPMILSCL
MEHLYTEKMVEDCEHRLLELQYFISRDWKLDPVLYRKCQGDASRLCHTHGWNETSEF
MPQGAVFSCLYRHAYRTEEQGRRLSRECRAEVQRILHQRAMDVKLDPALQDKCLIDLG
KWCSEKTETGQELECLQDHLDDLVVECRDIVGNLTELESEDIQIEALLMRACEPIIQNFC
HDVADNQIDSGDLMECLIQNKHQKDMNEKCAIGVTHFQLVQMKDFRFSYKFKMACKE
DVLKLCPNIKKKVDVVICLSTTVRNDTLQEAKEHRVSLKCRRQLRVEELEMTEDIRLEP
DLYEACKSDIKNFCSAVQYGNAQIIECLKENKKQLSTRCHQKVFKLQETEMMDPELDYT
LMRVCKQMIKRFCPEADSKTMLQCLKQNKNSELMDPKCKQMITKRQITQNTDYRLNP
MLRKACKADIPKFCHGILTKAKDDSELEGQVISCLKLRYADQRLSSDCEDQIRIIIQESAL
DYRLDPQLQLHCSDEISSLCAEEAAAQEQTGQVEECLKVNLLKIKTELCKKEVLNMLKE
SKADIFVDPVLHTACALDIKHHCAAITPGRGRQMSCLMEALEDKRVRLQPECKKRLND
RIEMWSYAAKVAPADGFSDLAMQVMTSPSKNYILSVISGSICILFLIGLMCGRITKRVTRE
LKDR

FIG. 8B
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gegtcgaget cgoccgeggac tcaagatgge ggegtgtgga cgtgtacgga ggatgttccg ctigteggeg  gegcetgeate
tgetgetget attcgeggee ggggecgaga aactcccegg ccagggeglc cacagecagg gecagggtce cggggecaac
tetgtgteet tegtagggea ggeeggagge ggeggecegg cgggtcageca getgececag ctgectcagt catcgeaget
fcagcagcaa cagcagcagec agcaacagca acagcagcect cagccgeccge agecgecttt cceggegggt gggecteegg
ccecggeegrs aggageegge gotgglgggg golggaaget ggeggageaa gaglectgea gggaggacgt gaccegegty
tgccctaage acacctggag caacaacctg geggtgelcg agtgectgca ggatgtgagg gagcectgaaa atgaaatttc
ticagactge aatcatttgt tgtggaatta taagctgaac ctaactacag atcccaaatt tgaatctgtg gecagagagg tttgcaaate
tactataaca gagattaaag aatgtgctga tgaaccggtt ggaaaaggtt acatggtttc ctgettggtg gatcaccgag
gcaacatcac tgagtatcag tgtcaccagt acattaccaa gatgacggcc atcattttta gtgattaccg tttaatctgt ggcttcatgg
atgactgcaa aaatgacatc aacattctga aatgtggecag tattcggctit ggagaaaagg atgcacattc acaaggtgag
gtggtatcat gcttggagaa aggcectggtg aaagaagcag aagaaagaga acccaagatt caagtttctg aactctgcaa
gaaagccatt ctccgggtgg ctgagetgtc atcggatgac tttcacttag accggcattt atattttget tgccgagatg
atcgggagcg ttittgtgaa aatacacaag ctggtgaggg cagagtgtat aagtgcectct ttaaccataa atttgaagaa
tccatgagtg aaaagtgtcg agaagcactt acaacccgcc aaaagcetgat tgcccaggat tataaagtca gttattcatt
ggccaaatcc tgtaaaagtg acttgaagaa ataccggtgc aatgtggaaa accttccgeg atcgegtgaa gecaggcetet
cctacttgtt aatgtgcetg gagtcagetg tacacagagg gcgacaagtc agcagtgagt gccaggggga gatgetggat
taccgacgca tgttgatgga agactittct ctgagccctg agatcatcct aagetgtcgg ggggagattg  aacaccattg
ttccggatta catcgaaaag ggcggaccct acactgtctg atgaaagtag ttcgagggga gaaggggaac ctiggaatga
actgccagca ggcegcettcaa acactgatic aggagactga ccctggtgeca gattaccgea ttgatcgage titgaatgaa
gettgtgaat ctgtaatcca gacagectge aaacatataa gatctggaga cccaatgatc ttgtcgtgece tgatggaaca tttatacaca
gagaagatgg tagaagactg tgaacaccgt ctcttagagc tgcagtattt catctccegg gattggaage tggaccctgt
cctgtaccge aagtgccagg gagacgctic tcgtetitge cacacccacg gtiggaatga gaccagtgaa tttatgecte
agggagctgt gttctcttgt ttatacagac acgcctaccg cactgaggaa cagggaagga ggcetctcacg ggagtgeega
gctgaagtce aaaggatcct acaccagegt gccatggatg tcaagetgga tcctgecctc caggataagt gectgattga
tctgggaaaa tggtgcagtg agaaaacaga gactggacag gagcetggagt gccttcagga ccatctggat gacttggtgg
tggagtigtag agatatagtt ggcaacctca ctgagttaga atcagaggat attcaaatag aagccttgct gatgagagcece
tgtgagecca taattcagaa ctictgccac gatgtggcag ataaccagat agactctggg gacctgatgg agtgtctgat
acagaacaaa caccagaagg acatgaacga gaagtgtgcec atcggagtta cccacttcca gcetggtgcag atgaaggatt
ttcggttttc

FIG. 8C
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ttacaagttt aaaatggcct gcaaggagga cgigttgaag ctttgcccaa acataaaaaa gaaggtggac gtggtgatct
gectgageac gaccgtgege aatgacactc tgcaggaage caaggagcac agggtgtcce tgaagtgccg caggeagete
cgigiggagg agctggagat gacggaggac atccgcettgg agccagatct atacgaagcec tgcaagagtg acatcaaaaa
cttctgticc  getgtgcaat atggcaacge tcagattatc gaatgtctga aagaaaacaa gaagcagcta agcacceget
gccaccaaaa agtatttaag ctgcaggaga cagagatgat ggacccagag ctagactaca ccctcatgag ggtctgcaag
cagatgataa agaggttctg tccggaagca gatictaaaa ccatgttgca gtgetigaag caaaataaaa acagtgaatt
gatggatccc aaatgcaaac agatgataac caagcgecag atcacccaga acacagatta ccgcttaaac cccatgttaa
gaaaagcctg taaagctgac attcctaaat tctgtcacgg tatcctgact aaggccaagg atgattcaga attagaagga
caagtcatct cttgcctgaa gctgagatat gcetgaccage gcectgtcttc agactgtgaa gaccagatcc gaatcattat
ccaggagicc gccctggact accgectgga tcctcagecte cagetgecact getcagacga gatctccagt ctatgtgetg
aagaagcagc agcccaagag cagacaggtc aggtggagga gtgcctcaag gtcaacctge tcaagatcaa aacagaattg
tgtaaaaagg aagtgctaaa catgctgaag gaaagcaaag cagacatctt tgttgacccg gtacttcata ctgetigtge
cctggacatt aaacaccact gcgcagccat caccectgge cgegggegtc aaatgtcctg tctcatggaa gcactggagg
ataagcgggt gaggttacag cccgagtlgea aaaagcgect caatgaccgg attgagatgt ggagttacge agcaaaggtg
gceecccageag atggcettcte tgatcttgee atgcaagtaa tgacgtetee atctaagaac tacattctcot ctgtgatcag tgggagceatce
tgtatattgt tcctgattgg cctgatgigt ggacggatca ccaagcgagt gacacgagag ctcaaggaca ggctacaata
caggtcagag acaatggctt ataaaggttt agtgtggtct caggatgtga caggcagtcc agcctgacct ttetgecacac
tccagacaaa cticccagac aagctccttt gtgectctac gtggagaggg tgiggaaagt tatcacatta aaagalggag
gatttaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaagaaaaaa aaaaaaaaa

FIG. 8C (CONTINUACAO)
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MAACGRVRRMFRLSAALHLLLLFAAGAEKLPGQGVHSQGQGPGANFVSFVGQAGGGG
PAGQQLPQLPQSSQLQQQQQQQQQQQQPQPPQPPFPAGGPPARRGGAGAGGGWKLAE
EESCREDVTRVCPKHTWSNNLAVLECLQDVREPENEISSDCNHLLWNYKLNLTTDPKFE
SVAREVCKSTITEIKECADEPVGKGYMVSCLVDHRGNITEYQCHQYITKMTAIIFSDYRLI
CGFMDDCKNDINILKCGSIRLGEKDAHSQGEVVSCLEKGLVKEAEEREPKIQVSELCKK
AILRVAELSSDDFHLDRHLYFACRDDRERFCENTQAGEGRVYKCLFNHKFEESMSEKCR
EALTTRQKLIAQDYKVSYSLAKSCKSDLKKYRCNVENLPRSREARLSYLLMCLESAVHR
GRQVSSECQGEMLDYRRMLMEDFSLSPEILSCRGEIEHHCSGLHRKGRTLHCLMKV VR
GEKGNLGMNCQQALQTLIQETDPGADYRIDRALNEACESVIQTACKHIRSGDPMILSCL
MEHLYTEKMVEDCEHRLLELQYFISRDWKLDPVLYRKCQGDASRLCHTHGWNETSEF
MPQGAVFSCLYRHA YRTEEQGRRLSRECRAEVQRILHQRAMDVKLDPALQDKCLIDLG
KWCSEKTETGQELECLQDHLDDLVVECRDIVGNLTELESEDIQIEALLMRA CEPIIQNFC
HDVADNQIDSGDLMECLIQNKHQKDMNEKCAIGVTHFQLVQMKDFRFSYKFKMACKE
DVLKLCPNIKKKVDVVICLSTTVRNDTLQEAKEHRVSLKCRRQLRVEELEMTEDIRLEP
DLYEACKSDIKNFCSAVQYGNAQIIECLKENKKQLSTRCHQK VFKLQETEMMDPELDYT
LMRVCKQMIKRFCPEADSK TMLQCLKQNKNSELMDPKCKQMITKRQITQNTDYRLNP
MLRKACKADIPKFCHGILTKAKDDSELEGQVISCLKLRYADQRLSSDCEDQIRIIIQESAL
DYRLDPQLQLHCSDEISSLCAEEAAAQEQTGQVEECLKVNLLKIKTELCKKEVLNMLKE
SKADIFVDPVLHTACALDIKHHCAAITPGRGRQMSCLMEALEDKRVRLQPECKKRLND
RIEMWSYAAKVAPADGFSDLAMQVMTSPSKNYILSVISGSICILFLIGLMCGRITKRVTRE
LKDRLQYRSETMAYKGLVWSQDVTGSPA

FIG. 8D
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caaaaacttc tgttccgetg tgcaatatgg caacgctcag attatcgaat gtctgaaaga aaacaagaag cagctaagca
cccgetgeca ccaaaaagta tttaagetge aggagacaga gatgatggac ccagagctag actacaccct catgagggtc
tgtaagcaga tgataaagag gttctgtccg gaagcagatt ctaaaaccat gttgecagtge ttgaagcaaa ataaaaacag
tgaattgatg gatcccaaat gcaaacagat gataaccaag cgccagatca cccagaacac agattaccge ttaaacccca
tgttaagaaa agcctgtaaa gctgacattc ctaaattctg tcacggtatc ctgactaagg ccaaggatga ttcagaatta
gaaggacaag tcatctcttg cctgaagctg agatatgctg accagcgect gtcttcagac tgtgaagacc agatccgaat
cattatccag gagtccgecc tggactaccg cctggatcct cagcetccage tgcactgetc agacgagatc tccagtctat
gtgctgaaga agcagcagec caagagcaga caggtcaggt ggaggagtge ctcaaggica acctgctcaa gatcaaaaca
gaattgtgta aaaaggaagt gctaaacatg ctgaaggaaa gcaaagcaga catctitgtt gacccggtac ttcatactge
ttgtgcecctg  gacattaaac accactgege agccatcacc cctggeegeg ggegtcaaat gtectgtctc  atggaagceac
tggaggataa gcgggtgagg ttacagcccg agtgcaaaaa gegectcaat gaccggattg agatgtggag ttacgcagea
aaggtggccc cagcagatgg cttctetgat citgecatge aagtaatgac gtctccatet aagaactaca ttetetetgt gatcagtggg
agcatctgta tattgitcct gattggectg atgtgtggac ggatcaccaa gcegagtgaca cgagagcetca aggacaggta
gagccacctt gaccaccaaa ggaactacct atccagtgcc cagttigtac agccctcttg tatagcatcc ccactcacct
cgctettctc  agaagtgaca ccaaccccgt gttagagcat tagcagatgt ccactgegtt gtcccatcca  gectccacte
gtgtccatgg tgtcctecte ctectcaceg tgcagecagea geagetggte getggggtta ctgectttgt ttggecagact tggtttacct
geetgtagtc aagtctetct cataccaaca gaacttccgg tacttccaga accaactcac ctgacctgea actcaaagge tttittaaga
aaaccaccaa aaaaaaaaat tittttaaag aaaaaaatgt atatagtaac gcatctcctc caggcettgat ttgggcaatg gggttatgtc
tttcatatga ctgtgtaaaa caaagacagg acttggaggg gaagcacacc acccagtgtg ccatgactga ggtgtctegt
tcatctctca gaagcegcectt ggggcectcge cagggeegtg gtcttcaccg aggegtgggt gggcageegt tccccagget
gigtggggtc ctgcittctt ctgetgagac agtgacgett  tccagtttcc  accctaatca gccactgetg gtcacagece
cacagccatg gegtatttctg tggtctectc gcettcattga agcaaagcat gagecttcct agacaaggge agcetggggag
gggaagggac cggaagtttg tgaagttgaa cagtccatcc atctgcactg agaggetgga tcctgagtce cggggceagea
ggatcccagg aaccttcctc ctccagggceca gcacaggact cagecgtgtc tggaccggece ctgetgagge tacagtcact
ctggaagctc tgcegcttcat caggaggcag gactgtggeg ggaggggtce ttgaagatgg gtgtggggag cagtgggtca
ggaagtggga geccagaggtt tgactcactt tgetttattt ttcaggctac aatacaggtc agagacaatg gcttataaag gtitagtgtg
gtctcaggat gtgacaggca gtccagectg acctttctge acactccaga caaacttccec agacaagcete  ctttgtgect
ctacgtggag agggtgtgga aagttatcac attaaaagat ggaggattaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaa

FIG. 8E
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MMDPELDYTLMRVCKQMIKRFCPEADSKTMLQCLKQNKNSELMDPKCKQMITKRQIT
QNTDYRLNPMLRKACKADIPKFCHGILTKAKDDSELEGQVISCLKLRYADQRLSSDCED
QIRIIIQESALDYRLDPQLQLHCSDEISSLCAEEAAAQEQTGQVEECLKVNLLKIKTELCK
KEVLNMLKESKADIFVDPVLHTACALDIKHHCAAITPGRGRQMSCLMEALEDKRVRLQ
PECKKRLNDRIEMWSYAAKVAPADGFSDLAMQVMTSPSKNYILSVISGSICILFLIGLMC
GRITKRVTRELKDR

FIG. 8F
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aatttagcca gcetgtggtgg cacatacctg taatcccage tacttgagag actgaggcag gagaatcact tgaaccggga
gatggagtit gcagtgagcc gagatggtge cactgtactc cagcectgggt gacagagcaa gactctgict ccaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaga catttcaagc tggaagattt ggttccctaa ctitgagect agetctttca ttaaagtaat aataaaagta
gaactctaca tttatataat ggttttgact ttccaaagtg attttcacat ctcagcagtc ctgtgaagga ctaaataagg tgtttcaggg
tagacttggc attgtgtttt gcaaagaagg tccaaggeca tgecagctatt tggtgacaga attgaaagta aagcectgatt ctettgetge
aaggcgactt tgctatctag aagccagggt cactagacaa gatgcagtca acaaataagt ctccagaaca tatgacatct
ccagcctaaa ccaagctcac ctttccatge tggctccctc atgcagacgg aggacatccg cttggageca gatctatacg
aagcctgcaa gagtgacatc aaaaacttct gttccgetgt geaatatgge aacgcetcaga ttatcgaatg tctgaaagaa
aacaagaagC agctaagcac ccgctgccac caaaaagtat ttaagetgca ggagacagag atgatggacc cagagcetaga
ctacacccic atgagggtct gcaagcagat gataaagagg ttctgtccgg aagcagattc taaaaccatg ttgcagtget
tgaagcaaaa taaaaacagt gaattgatgg atcccaaatg caaacagatg ataaccaagc gccagatcac ccagaacaca
ggtaagatct tggcttgget ctcctggece cgtggagtat ctgaaaagga attcagtgge tgtagagtga cctgctcaaa
ctcccaggge tttgttgect gggaatitta agggaggagt ctgagtgtaa geagggectt cctectttga ggagcatcca
gaaaaatgga gggagagtica ggggagagag gaggccacaa gaaccagaaa actgccctaa aagaacgtic agaaggaatc
aggccggeag tccttggaaa gaaaaatcta gaaattcaat aaaacttcat gagigtgcca ggagaatgta cgggtaatet
gattcggaac agaaacattt cacctctgag ttggaagacc tcgtaagtta atggtcacag tgagttggat attgtatttc tttttcagtg
ttctcaaaag tgtctgttat ggggaaggtt getgatgtce cottgattit tctgaggact ccttagagta ttggagtctg cacaaaacce
cgcagagtag aaagattcct gaggacctcc agaagtactc gttaacaagt catattgctg attaaaaaca gtgtagigag
agctcagtaa atgtttattg aatagataaa tccatggttg tagtcatgat cattgacata atatgctccc tttaggaagg tggatatcta
aaaatgtgtg aatcaggtigg aatgttitgt cacatgetca ctgetticta ctctagatta ccgcettaaac cccatgttaa gaaaagcectg
taaagctgac attcctaaat tctgtcacgg tatcctgact aaggecaagg atgattcaga attagaagga caagtcatct cttgectgaa
gctgagatal gctgaccage gcectgtcttc agactgtgaa gaccagatcc gaatcattat ccaggagtcc gecectggact
accgectgga tcctcagetc cagcetgecact gcetcagacga ggtgggatit gegtgcaaaa ctggttacge acagagetge
tcagagaagt ticcactgga gaaaagttgt ttactttctc tcccttcage cgtgaatgat ctggtgaatt gaaggcecatc ttctaggetc
tccatggtct gcattcctgt tctttgtaac actgaattca acttggcatt agtcctgaca ctctaaageg ttgttccata tttctctgtt
gaacaagggt gttctttcat tatagctctc tgtaaatttg ttcticcctt cticttattc tggatggtaa acccaagacc tgccagaaag
ataaaagtgc tttcagctgg gcacggtgge tcacgectgt aatcccaaca cttitgggagg ccaaggaggg tggatcatct
gaggtcagga gttcaagacc agcctggcta acatggagaa atctgtctct actaaaaata caaaaaatta gccaggegtg

glggegtgea ccagtaatct cagctactca ggaggcetgag gceaggagaat cacttgaacc cgggaggegg tggttgeagt
gagctgagat catgccactg caccccagec tgggegacag aggaagactce tgtetc

FIG. 8G
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MQTEDIRLEPDLYEACKSDIKNFCSAVQYGNAQIIECLKENKKQLSTRCHQKVFKLQETE
MMDPELDYTLMRVCKQMIKRFCPEADSKTMLQCLKQNKNSELMDPKCKQMITKRQIT
QNTGKILAWLSWPRGVSEKEFSGCRVTCSNSQGFVAWEF

FIG. 8H
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clgagaggaa gttttatctg tgcagecectt ctctgaggat ggacacttct cacactacaa agtecigttt getgattctt ctigtggeee
tactgtgtgc apaaagagct cagggactgg agtgttacca gtgctatgga gtcccatttg agacttcttg  cccatcaatt
acctgeccct  accctgatgg  agictgtgtt actcaggagg cagcagttat tgtggatict caaacaagga aagtaaagaa
caatctitge ttacccatct gecctectaa tattgaaagt atggagatce tgggtactaa ggtcaacgtg aagacticct gttgecagga
agacctctgc aatgtagcag ttcccaatgg aggcagcacc tggaccatgg caggggtget tctgttcage ctgagclcag
tcctectgea gaccttgete tgatggtect cccaatgace tccaccettg tecttitatc ctcatgtgea acaattctte ctggagecect
ctagtgatga attatgagtt atagaagctc caaggtggga gtagtgtgtg aaataccatg ttttgecttt atagceectg ctgggtaggt
aggtgctcta atcctctcta gggctttcaa gtetgtactt cctagaatgt catttigttg tggattgetg ctcatgacce tggaggceaca
cagccageac agtgaagagg cagaattcca aggtattatg ctatcaccat ccacacataa gtatctgggg tcctgcaatg
ttcccacatg tatcctgaat gtcccectgt tgagtccaat aaaccctttg ttctcccaaa aaaaaaaaaa aa

FIG. 9A
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MDTSHTTKSCLLILLVALLCAERAQGLECYQCYGVPFETSCPSITCPYPDGVCVTQEAAV
IVDSQTRKVKNNLCLPICPPNIESMEILGTKVNVKTSCCQEDLCNVAVPNGGSTWTMAG
VLLFSLSSVLLQTLL

FIG. 9B
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atctgacaga acttgccact gtgcctgecaa ccttgtctga gaggaaccct tctctgagga tggacacttc
aagtcctgtg tgctcattct tctigtggec ctactgtgtg cagaaagagce tcagggactg cagtgctacg
agtgccaatt gagacticct gcccagecagt tacctgcegce gectctgatg  gattctgeat tgctcaaaac
tigaggactc tcaaagaagg aaactaaaga cccgtcagtyg ccttictttc tgcectgelg gtgtgecaat
aacatcaggg agaggactic ctgtigcagc gaagacctct gcaatgcage agttcccact gcaggtagea

tcacactaca
agtgctatgg
atagaattga
cagggatcct
cctggaccat

ggcaggggtg ctictgitca gectgagete agtegtectg cagaccttge tetgatggte cttccaatga cceccaccct tttcetttta
tcttcatgtg caaccactct ttcctggagt cctctagtga caaattatat gttatagaag gtccaatgtg gggatagtgt gtggaacace
ctgtiicacc tttatagcce ctgetgggta agtgeccgac tcctctctag ggctttcaaa tetgtactic ttgcaatgec atttagtigt

ggatttctat tcttggcect ggaggceatgt ggecagcaca tgcaacagge agtattccaa ggtattatag

tatcaccatc

cacacataag tatctggggt cctgeagggt tcccatgtat gectgtcaat gaccectgtt gagtccaata aaagetttgt tetcccagee

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aa

FIG. 10A
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MDTSHTTKSCVLILLVALLCAERAQGLQCYECYGVPIETSCPAVTCRASDGFCIAQNIELI
EDSQRRKLKTRQCLSFCPAGVPIRDPNIRERTSCCSEDLCNAAVPTAGSTWTMAGVLLFS
LSSVVLQTLL

FIG. 10B
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gececacecce geccageccy tgectataag gecttggcaa tgecaggggee cgeactgetc ccagacgaca tcagagatga
ggacagcatt gctgctcctt gecagecctgg ctgiggetac agggccagec cttaccctge gcelgecacgt gigecaccage
tccagcaact gcaagcattc tgtggtctge ccggecaget ctegettetg caagaccacg aacacagtgg agcclctgag
ggggaatctg gtgaagaagg actgtgcgga gtcgtgecaca cccagcetaca cccotgcaagg ccaggtcage ageggceacca
gctccaccca gtgetgecag gaggacctgt gcaatgagaa getgcacaac gcetgcaccca cccgeaccge cctegeccac
agtgccctca gectgggget ggecctgage ctectggecg tcatcttage ccccagectg tgaccttccc cccagggaag
gcecectcatg  cctttecttc  cctttctctg  gggattccac  acctetettc  cccagecgea acgggggtge caggagcecce
aggctgaggg cttccccgaa agtctgggac caggtccagg tgggeatgga atgetgatga cttggagecag gecccacaga
ccccacagag gatgaagcca ccccacagag gatgecagecc ccagetgeat ggaaggigga ggacagaage cetgtggate
cccggatttc acactcctte tgtittgttg cegtttattt ttgtactcaa atctctacat ggagataaat gatttaaacc agaaaa

FIG. 11A
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MRTALLLLAALAVATGPALTLRCHVCTSSSNCKHSVVCPASSRFCKTTNTVEPLRGNLV
KKDCAESCTPSYTLQGQVSSGTSSTQCCQEDLCNEKLHNAAPTRTALAHSALSLGLALS
LLAVILAPSL

FIG. 11B
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getceggeeca gecgeggice agagegegeg aggticgggg agetecgeca ggetgetggt acctgegtce geecggegag
caggacaggcec tgctttggtt tgtgacctcc aggcaggacg gccatcctct ccagaatgaa gatcticttg ccagtgelge
tggctgeect tectgggtgtg pgagegageca getcgetgat gtgettctec  tgettgaacc agaagageaa tetgtactge
ctgaagcega ccatctgetc cgaccaggac aactactgeg tgactgtgtc tgctagtgec ggcattggga atctegtgac
atttggccac agcectgagea agacctgttc cccggectge cccatcccag aaggegtcaa tgttggtgtg  gcettccatgg
gcatcagetg ctgeccagage tttetgtgea atttcagtge ggecgatgge gggetgeggg caagcegtcac cctgetgggt
geegggetge tgetgagect getgecggee ctgetgeggt ttggecectg accgeccaga ccctgtcecce cgatececca
gctcaggaag gaaagcccag ccctttctgg atcccacagt gtatgggage ccctgactece tcacgtgect gatctgtgec
cttggiccca ggtcaggece accccctgeca ccteccacctg ccccagecce tgectetgec caagtgggec agetgeccte
actictgggg tggatgatgt gaccttcctt gggggactge ggaagggacg agggticcct ggagtcttac  ggtccaacat
cagaccaagt cccatggaca tgctgacagg gtccccaggg agaccgtgtc agtagggatg tgtgeetgge tgtgtacgtg
ggtgtgcagt gcacgtgaga geacgtggeg gettetgggg gecatgtttg gggagggagg tgtgecagea gectggagag
cctcagtcce  tgtageccece tgeectggea cagcetgeatg cacttcaagg  gceagcectttg  ggggttgggg  tttetgecac
ttccgggtet aggecctgec caaatccage caglcctgec . ccageccace cccacattgg  agecctectg  ctgetttggt
gcctcaaata aatacagatg tcece

FIG. 12A
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MKIFLPVLLAALLGVERASSLMCFSCLNQKSNLYCLKPTICSDQDNYCVTVSASAGIGNL
VTFGHSLSKTCSPACPIPEGVNVGVASMGISCCQSFLCNFSAADGGLRASVTLLGAGLLL
SLLPALLRFGP

FIG. 12B
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actgtgectg caacctggtc agagaggaag taaggactgg tgtcaggagg gagctgetag gtttgatctg tgcagecctt
ctccaaggal ggacagttgt cacactacaa agtcctgtgt actcatectt cttgtggtce tattgtgtge agaaagagcet
caggggctgg agtgctataa ctgcctggga gtttcacttg  gaattgectg caaatcaatt  acctgeccct  acceigatge
agtctgcatt tctcagcagg tagaacttat tgtggactct caaagaagga aagtaaagaa caaactctgce tttccttict gecctgetaa
tcttgaaaat atggagatcc tgggtactac tgtcaacgtg aatacttcct gttgcaagga agacctctge aatgcaccat tttccactgg
aggcagcacc tggaccatga caagggtgcet tctgttaaat ctgggetcgg tcttcctgeca gaccttgetg taaaaggtce
tictaaggac ctecaccectt gttgttitat cctcatttge aactaticct teciggagece cictagtgat gaattatgag atattgaage
tccaaggtgg gagtagtgtt tgtggaatac gttgtttcaa ctttatagcc cctgettggt aaatgeccca ctectetcta ggaatttcaa
atatgtactt cctagaatgc cattitgttg tggcettgeta atcttggece tggaggeccg tggctagecag agggtagagg
cagaattcca aggtattaag ccatcaccat ccacacataa gtgtctgagg tictgcagga ttctcatgta tgeggcettta tgtceecttg
ttgagtccaa taaacccttt gttctece

FIG. 13A
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MDSCHTTKSCVLILLVVLLCAERAQGLECYNCLGVSLGIACKSITCPYPDAVCISQQVELI
VDSQRRKVKNKLCFPFCPANLENMEILGTTVNVNTSCCKEDLCNAPFSTGGSTWTMTR
VLLLNLGSVFLQTLL

FIG. 13B
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ctgcagecag glctgagagg aagtaaggac tggtgicagyg agggagetge taggtgacaa agggaagaac cctcaggata
gggetgtggt ggpgagtgaga ttaggaaaga agagetgggt gggtggtgga tgagagaagt aggcagacat gtattectca
gggaaagetg tgtagagget tggagggagg gaatattgga tggetgagec gtgtgagage ccagggglgt gatcaggggt
ctattaactg gctccaactt ccaaggtttt atctgtgeag cccttctcca aggatggaca cttctcacga gataaagtce tgtgtgetga
tecttetigt gaccctacte tgtgcagaaa gagetcaggg actggagtgt taccagtget atggagtecce atttgagact tcttgeccat
catttacctg cccctaccct  gatggattct gtgttgctca ggaggaagaa tttattgcaa actctcaaag aaagagagta
aagagccgtt cttgccatce tttctgeect gatgaaattg aaaagaagtt tatcctggat cctaacacca agatgaatat ttcctgttge
caggaagacc tctgcaatgc agcagticcec actggaggea gctecctggac cacggeaggg gtgettetgt tcagectggg
ctcagtcctc ctgcagacce tgatgtgatg gtccccacce

FIG. 14A
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MDTSHEIKSCVLILLVTLLCAERAQGLECYQCYGVPFETSCPSFTCPYPDGFCVAQEEEFI
ANSQRKRVKSRSCHPFCPDEIEKKFILDPNTKMNISCCQEDLCNAAVPTGGSSWTTAGV
LLFSLGSVLLQTLM

FIG. 14B
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gttatcagag glgagcecegt gotcttcage ggagaagatc ccctacctgg ccgeeggeea cttictgtgg geegtgggst
cctcaaggag acggceccttg ggetcagggg ctgegtitce acacgegect ttcccaggge tccegegeee  gttectgect
ggeecgeegge cgetccaaca gecageacaag gegggactca gaaccggegt tcagggecge cageggeege gaggecectga
gatgaggctc caaagaccce gacaggeceee ggegggtggg aggcgecgcse ccecgggregs geggggctce cectaccgge
cagacccggg gagaggegeg cggaggetge gaaggticca gaagggeggg gaggeeRcee cgegegetga cecteeetgg
geaccgcetgg ggacgatgge gctgetcgec ttgetgetgg tcgtggeect accgegggtg tggacagacg ccaacctgac
tgcgagacaa cgagatccag aggactccca gegaacggac gagggtgaca atagagiglg gtgtcatgtt tgtgagagag
aaaacacttt cgagtgccag aacccaagga ggtgcaaatg gacagagceca tactgcgtta tagcggecgt gaaaatattt
ccacgtttit tcatggtige gaagcagtge tccgetggtit gtgecagegat ggagagacce aagccagagg agaageggtt
tctcctggaa gagcccatge ccttctttta cctcaagtgt tgtaaaatic getactgcaa tttagagggg ccacctatca actcatcagt
gltcaaagaa tatgctggga gcatgggtga gageigtggt gggetgtgge tggecatect cctgetgetg gectccattg
cagecggect cagcectgict tgagccacgg gactgecaca gactgagect tccggagcat ggactcgetc cagacegttg
tcacctgttg cattaaactt gttttctgtt gattaccict tggtttgact tcccagggte ttgggatggg agagtgggga tcaggtgeag
tiggctetta accctcaagg gttctitaac tcacattcag aggaagtcca gatctcctga gtagtgattt tggtgacaag tttttctett
tgaaatcaaa ccttgtaact catttattgc tgatggccac tcttttcctt gactccccte tgectctgag ggcettcagta ttgatgggga
gggaggcecta agtaccactc atggagagta tgtgetgaga tgettccgac ctttcaggtg acgcaggaac actgggggag
tctgaatgat tggggtgaag acatccctgg agtgaaggac tcctcagcat ggggggeagt ggggceacacg ttagggcetge
ccccaticca  glggtggagg cgetgtggat ggcetgetitt cctcaacett tcctaccaga ttccaggagg cagaagataa
ctaattgtgt tgaagaaact tagacttcac ccaccagctg gcacaggtge acagattcat aaattcccac acgtgtgtgt tcaacatctg
aaacttaggc caagtagaga gcatcagggt aaatggcgtt catttctctg ttaagatgca gccatccatg gggagcetgag
aaatcagact caaagttcca ccaaaaacaa atacaagggg acttcaaaag ttcacgaaaa aattgaatta aaagataaaa attaa

FIG. 15A
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MRLQRPRQAPAGGRRAPRGGRGSPYRPDPGRGARRLRRFQKGGEGAPRADPPWAPLGT
MALLALLLVVALPRVWTDANLTARQRDPEDSQRTDEGDNRVWCHVCERENTFECQNP

RRCKWTEPYCVIAAVKIFPRFFMVAKQCSAGCAAMERPKPEEKRFLLEEPMPFFYLKCC

KIRYCNLEGPPINSSVFKEYAGSMGESCGGLWLAILLLLASIAAGLSLS

FIG. 15B
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ggagagagca ggacacagct atggatgccg ccaggagagg agatacacag ccagtgatgt ggaccacegg atggetgtig
ctgetgecge  ttctgetgtg tgaaggageg caagecctggaglgetacag clgegtgecag aagpeggacg atggatgctc
tccgecacagg atgaagacagtcaaatgtgg tccegggstg gacgtctgta ccgaggecegt gggagceggta
gagaccatccacgggeaatt ctctgtggeg gtgegggget geggttccgg aatcccggge aagaacgaccgeggactgga
ccttcacggg ctcctggect  tctttcaget acageagtge tccgaggaccgatgcaacge caaactcaac ctcactttge
gaggcctcaa ccctgeagge aatgagagtgeatatgagee taacggtgca gagtgctaca  getgtgtggg tctgagecge
gagaagtgccagggetccat gccgecggic  gtgaactget acaacgecag  tggeegtgic tacaagggctgcttcgatgg
taacgicacc ctgacggcag ccaacgtgac cgtgicctta ccigtccgaggetgegicca ggacgagacce tgcacceggs
atggggtgac gggtccagga ttcacactcagcggcetcttg ctgtcaggge ccccgetgta acgecgacct tcgcaacaag
acctatttctcccctcgaat  cccaccccta  gtectgetge  cccctccaac  caccgeagec  ccatccactcgggeccagaa
ctcctccagc acgaccicta cagecagecce aaccacgacc acctccatcatcaagcccac cacageccaa gecagccaca
ctictcccca tgaaatggat ctcgaagtcatacaggaaga gggggcegtcg ttgagtggag gtgetgeggg ccatggaggl
actgcgggecatggaggtge tgegggecac caagaccgea geaatatgga gaagtatcca ggaaagggtg gggececagat
cccagctaaa ggaggelctg geactclagg  gtectggttg  tetgeagttc  tgttgactgt  ggttgetgge  gegatgetgt
gaatgtctca tctcgaaaag tccatctcac tttgtttcce tggeccegtg gtaccaacte titccafttc tcacttgact ggactggcete
cgeccccate cttcageatt ctcagttceg actgeactgg tttgeagett cggaaaacag tectetgttg taaatatice getegggtgg
ccctactttt ttgatgcgge cacagcattc cccctgatgg tgaccaggac agagggaaga gacgtctact ggcetgagaga
ggcccagaga gtccacggca agectectct tcccgttttc  ctgaccagge tggaagatga ccaggeaggt agacaatgga
tccatcctcec gagcactgtg cttgectgge acattgtgeg gaaatctggt cgectgtctt  ccttaggaga ctgtgaacaa
ctctacaaca gggtcttgte tetggectet ctatgtgtic tgictggeac aggaaggtgt caataaagat ttagttactt tgtatagtga
gttaactaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa

FIG. 16A
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MDAARRGDTQPVMWTTGWLLLLPLLLCEGAQALECYSCVQKADDGCSPHRMKTVKC
GPGVDVCTEAVGAVETIHGQFSVAVRGCGSGIPGKNDRGLDLHGLLAFFQLQQCSEDR
CNAKLNLTLRGLNPAGNESAYEPNGAECYSCVGLSREKCQGSMPPVVNCYNASGRVY
KGCFDGNVTLTAANVTVSLPVRGCVQDETCTRDGVTGPGFTLSGSCCQGPRCNADLRN
KTYFSPRIPPLVLLPPPTTAAPSTRAQNSSSTTSTAAPTTTTSIIKPTTAQASHTSPHEMDLE
VIQEEGASLSGGAAGHGGTAGHGGAAGHQDRSNMEK YPGKGGAQIPAKGGSGTLGSW
LSAVLLTVVAGAML

FIG. 16B
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tcgetececg cgeegtgece geecgetgage ccggagtgeg gacaccccag ggatgectge gecccagagg accecccgect
gcagceceecg  cgectetttc  aggcecctatc  ggagcatgetgectgecagee atgaagagec tecggtetgge  getgetggece
ttgettctet geeectecgecggceccatgge ctgtggtgcee aggactgcac cctggcecaat tccagcecatt
gcgelccgaageagtgecag cccaccgata cegttigtge cagegtgegg atcaccgacc ccagcagcagcaggaaggat
cattctgtga acaagatgtg tgcttcctce tgegactteg ttaagcggeactttttctca gactatctga tggggttcat taactetggg
atcttaaaag tcgacgtggactgctgegag aaagatttgt gcaacggggce atcggtcgca ggacgcagcee
cctgggeeetggetgggegg  ctectgetca  gectggggee  tgetottete  tgggetggge  cctaagacccctecectcect
cclgctgpge tiiggagett  gtcccctaag  cctgttgetg  cecccteccccagectggectg  getggggctg  ggacagceaag
ggittggeat  caaggtctga  ggclctcaacciccctagat  gtgagtgage cttctcegtt  tctccaccag  ctecatatee
caagcagctgaatatctcca ggagtccaga catcctggea ggaagetggg glagggggga gggggagggeaagggactga
gaccctccag gictccaagg ggagggaggt caagccaggg acagcccaacagectggect gaggggcatt aactacagag
aaataaagtc acttctgagt cttgtgaaaaaaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaa

FIG. 17A
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MPAPQRTPACSPRASFRPYRSMLPAAMKSLGLALLALLLCPSPAHGLWCQDCTLANSSH
CAPKQCQPTDTVCASVRITDPSSSRKDHSVNKMCASSCDFVKRHFFSDYLMGFINSGILK
SRRGLLRERFVQRGIGRRTQPLGPGWGAPVQLGAWLFFGLGPKTPPSLLVGFGACPLSL
LVPLPSLAWLGLGQQGFGIKV

FIG. 17B



45/74

agaagaggcg agactitttt gggtgciccg gatcgeccagt agttcttcaa gectcagecag ccaactcctc cggaggeget
gcgetcegee ccagggageg cgaatccaag gagcectgggaccagectctg ggageececcg gegegggega tgegggcgcee
gegggegaca cctgeggctecteteggtgg cagecgtege ttgggeggea gcagcgegag cctcggeage
cicggeagcetactgtcgeeg  cggecagaac  agectecget  geggtegtgg tetctgatge tettgeecgeteceggecect
gccgatccgg gaggatgtgg gtictcggea tcgcagcaac  titttgeggattgtictgge ttccaggget ggegetgeaa
attcagtgct accagtgtga agaattccagctgaacaacg attgctcatc ccctgagtic  atcgtaaatt gcaccgtgaa
cgitcaagacatgtgtcaga aagaagtgat ggagcaaagt gctgggatca tgtaccggaa gtcgtgtgcatcgtcageag
cctgtcteat tgettcaget gggtaccagt cettetgtte cectgggaaactgaacteeg tgtgeatcag ctgetgeaac accectettt
gcaatgggcce gaggcccaagaagagaggcea getetgecte ggccatcagg ccagggcttc tcaccactct
ccigttcttccacttageece tetgettgge acactgetga agcetaaagga gatgecaace cctgetgectcacctgtetg geecttegte
tctcaccttc ccgagtctct tctgggtgte cttttattctgggtagacaa gggagtcttt ttgttcccte ctttcaagta acgcaagatt
gcegtgcacaaatactittg taagetctga accaattcat tctgaattte tgtgtgtagt tgaagaaaaaageatggage agaaagtcca
gaccctccca tcccaatctg gttaaccace gccaaggceta gcctggaaga accagccctt agaagtcatt gagatacgea
tctgectttc ccaaagcectt gagcettceat tetgtceccag taggagtcac agtctatica gagactgetg cigegtgaag gtaactttge
ttitgcggga ggggagagee agtttcgget caaggctict gaacttgeca ttcatacttc ctgetectgt aaactattit ctggggtgga
cccagetggt ttggtctctg agccagtctg tggtgactca ggactcaagg getggggett agectctcca  ggettggect
cagtctgaaa agtgcttaag aaaaccttgt tagttctcct ggaggaagag ttactgegec gggaggetag gaagatgagg
gggetgeggg ctgagetggt getgtecttg  gtggagatga agegggeacg ctggegtitc  tettggttgg  catgetgeag
aglcaggcegg cagcagagca cctgccagaa caccttccgg aactgetgag aggacacgtt gtagaggaga gggttgacca
cagagctgag gtagaagaag gtatcagaga agggcaggag gatcatgtat gccctgaagt acgttetggt ccagtcatgt
ttgggtittg ctgcagccat gatccgitcgg atctgattgg gcatccaaca cacggcecaac gtcaccacaa tcagtectgg
caggcaagaa caggagagaa aaggagacgg ggagagaaac agcatgagaa caaaaataaa taaataaaaa cccataaaat
attaagcccce ttggttetgt tgettactgg ccgagaaacg gtaccaatct ttcagetetg tgettgtegg ctictitttg ccactggeaa
aggagaattt aatgctgctt caagctcagg ggactiggcet atgttaaaaa gegttaaatg ctttcgacag tgtatttata cttacggetg
cctgttaatt ttcaaaatgt tttcattgtt gctcgigtat ccagaaaata tctcacgttg gccaaaa

FIG. 18A
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MWVLGIAATFCGLFWLPGLALQIQCYQCEEFQLNNDCSSPEFIVNCTVNVQDMCQKEV
MEQSAGIMYRKSCASSAACLIASAGYQSFCSPGKLNSVCISCCNTPLCNGPRPKKRGSSA
SAIRPGLLTTLLFFHLALCLAHC

FIG. 18B
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ggcaggectg agtgaggace tcgaccatge aggggacctg gatggtgetg ttggcactga tattgggcac cticggggag
cttgctatgg ccttacagtg ctacacctgt gcgaatccigtgagtgecatc caactgtgtc accaccaccc actgccacat
caatgaaacc atgtgcaagactacgctcta ctccctggag attgttttce ctttcetggg ggactecacg gtgaccaagtectgegecag
caagtgtgag ccticggatg tggatggcat (gggcaaacc cggccagtgtectgetgecaa ttetgaccta tgcaacgtgg
atggggcacc cagcctggge agtcctggtggectgeteet  tgeecctggea  cttttettge tettgggtgt cctgetgtaa
agccatggccatctagetcc  actcccttgt  ccctgacatc ccagttcect aatgectaga agaaatacaatggccatctg
Caaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa

FIG. 19A
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MQGTWMVLLALILGTFGELAMALQCYTCANPVSASNCVTTTHCHINETMCKTTLYSLEI
VFPFLGDSTVTKSCASKCEPSDVDGIGQTRPVSCCNSDLCNVDGAPSLGSPGGLLLALAL
FLLLGVLL

FIG. 19B
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atgcettttta tggcaggecc tgcagccage tggtececctga ggecectggg actccatgge gtcccccaag cotigtgtge
tgtcctetta acagtgetgg tcatgaagac cttggtictcggtgatacca agetcgagga cettcaccct cagtecctee cactaaacaa
gtacctgaattgctaccgat gtctgetgga gaccgaagag ctggggtgec teetggggtc  tgacacctgectgacaccte
tgggcagcag ctgtgtcacc ctgcacataa agaacagcag cggtittaatgtcatggtga gcgactgeta cagcaaggag

cagatggtcc  attgttcata  tacccgtgcttccceggtgt ttggettttg gatattctat  cagtgttget  tcctggattt
ctgcaacaatccggacaaca gaaagaatag catgcactag

FIG. 20A
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MLFMAGPAASWSLRPLGLHGVPQALCAVLLTVLVMKTLVLGDTKLEDLHPQSLPLNKY
LNCYRCLLETEELGCLLGSDTCLTPLGSSCVTLHIKNSSGFNVMVSDCYSKEQMVHCSY
TRASPVFGFWIFYQCCFLDFCNNPDNRKNSMH

FIG. 20B
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agagctggag acctgggaat ctgctgtcaa ctgetgggge tgtggacatt ctcaggacce tcaccatgaa acacctectg
ttgctcacee tgtetgeect actctactge tgggtctcagetgatactcg atgtcactce tgetacaaag tccctgtget gggetglgtg
gatcgccagtectgecgect  ggagecggge cacaaatgcc  tgacaacaaa  cgtgtacctt  gggaagatgtgggttticte
taacctgcge tgeggcacac cagaagagec ftgtcgggag gtcttcaacgaaaccaacca taagetgggce ctgaactaca
acaccacctg ctgtgacaag gataactgtaacagccegge tccacggcce acaccegcac tggecctecat ctccctcace
tccttggetggecteggect ctggttattg cattgagact agetccatgg ctacaatctt accacctgctatagectgag cctttctcce
tgtgtcctca gagctccage tttccagaat cttctctcctcccacceect tcttctgaag atcatgtcce tagtectata ccatttattt
catgggactgtacctggagt ggcectticta geccaccgcete ctetecctea cttgtcacct tccactccattccacccaca cacagacaca
cagacacaca gacacaaaga cacacacaca cacacacacacacacacaca cccagtcctt tcccatttcc ttctagaaca
ctctacetce teccactggecactgaaagge tecectectt ggacgeacac tgetgtgect ctgggatcta agtctggaagaactectgte
ttgtctccag ggagtgattc caaaaggege tggectcatt geatgggectggettaccag accctctget tgteeecttc tatctigaga
aataaacatc agtgtctaat

FIG. 21A
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MKHLLLLTLSALLYCWVSADTRCHSCYKVPVLGCVDRQSCRLEPGHKCLTTNVYLGK
MWVFSNLRCGTPEEPCREVFNETNHKLGLNYNTTCCDKDNCNSPAPRPTPALALISLTS
LAGLGLWLLH

FIG. 21B
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gectacttgg cctgectgeg atgeggtacce aacaccgcac gaagtgtgta cagattccca gttagacage aggagggace
tgggagcgge cagggggatg ttttatctct aagagaccaagagctcagge agggcetictg tgeectgett  cctecectgge
ttgagctgga tcctggaccagetgetgace tectgttcac tetggeactg coctcacgte tcegtcatga cecatctgetcacagtgtte
ctggtggeee  tgatgggect gectgtggee caggcetctgg agtgecacgtgtgtgectac  aatggagaca  actgettcaa
acccatgcge tgcccageca tggcecacctactgtatgacc acacgaactt acttcacccc ataccggatg aaggtgagga
agtcctgtgtcecccagetge tttgaaaccg tgtacgatgg ctattccaag catgeatctg ccacctcctgttgecagtac tacctetgea
acggtgetgg  ctttgetacc  ccggtgacct  tggeecctggtcccageactc  ctagctacct  tctggagett  getgtaaage
tcggttccee aagcecagatccactcaaacg caacactctc aaaaaacaca gtticcctct ctctcccaat tcactccacccaacgcetcett
ccttctgaca ctcctcaact accacgaggt cccatggeta cctacgaaagaactgatgge atccagatac ctcactccaa ggtcattite
agaaggctga catgtggacctgtaatgtge ccacccatgg gtggggeagg ctgggcttct cctctaccca
agatcaggggcatctgggag aatgtttatg gaggaggggt catcactcaa gtcaaggagce actgatttgatagaattagt
agccaaactc caccttcaga accctgectc agtctaccca gtagaggatgggtctgetag aggtgagggg aggagagegg
cggagaataa cgagctggct agaagcagag aaagactcag cagggctgtc tccgaagatc agegceggcett gccagagcaa
atgtgatgtg gaagccatgt gaggaagccc (tigtcattt ccacttatct gaggaactct gccagacctg atgtigggat
agccattgge caagggttcc tagcaacgge gtcatttcca taggccactg aaatccctcc agcecccaget cagcaggecce
cttgacctcc actacagtcc ttcattcaca caccagcetge tgggecttga agttggcagg gacttgggag caggtgacce
atgctatttt ttgtctggec tgttattctg ggeatggcaa gaagggatca gacgcagglc agagcaggge agtagggega
ctgagacagg gaaacagact tcagccagtg gcttcccagg tcccgtagge agctcctaca tccttcagtc tcttgttaca
ttcccgggag acaaatatac agggagccaa gcecgagtget aggtgatgac tgectgtgaa gtctattgtg gccacagact
getgggtace aagtctcagg agaacccage ctagatttag gagacacaga tctgectttc atgcagtgta gctgtecttg
ggagcecttac  catgetetct aactagtace tcaactcaca tgtcactgag gaacccccta acactggece agcccagggg
tcgggatget ggcecaatgtc catggagtgg gactacccat ggagagtcct tgggtcatca catcacaaat gttttattce
aacctcccag tggtgagage tcgggacaca aaggtccate ctggggacct tcticetggt tctaggecaga cctgaactct
gtetgetget  agagetgatg  tggttttccg  cctcagtttc  ctecteeggg  gataggecac cggaggattt gggaggstgg
ggagggcatc ctgcetgatgg gcetcgecgag gitctcagga acaggaacgg geggggcettt agtacacagg tgagtigggt
gggaactgge ccggagetga ggagacactg actgggeaga gggaagatga gtctcaaggg agggcaggaa aagggaggss
gagcgegeat gcacatgtge actcagtgca ggctacagag cccaaaagge agcactgget gtggtgtcec ctgaggcecca
ggcaagatge taggaggaag ccaatgctge ccccacctga gcetcacatgg aacatgcaca ccaccagcag cagcagcaag

cattgagact gacctgtgga cgccataggg cactggcaag gagggtcaga ggegggtece tgactcagtg ggtgaggece
gggaaacatt atcctgttac cctgegtgtg caagatcatt gtccccaget

FIG. 22A
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agatggcgtc ctcaaccaaa actgagagga gccccagtic aggtcctcce tcctaccaca agggggteggt gtggaggagsg
ctigattgcc cttggagaag caccggtact gcagagetgg gggcecagett ctttcatctg tgtctagaca ccgaccagat
aggccccaca gtggcaacac tgccacacag ccctacaaga agcecctgtge ctagctagca cagagceccca aaaggtgetc
aattaataca gggccaagcc tgcecagtggg ggggatgeag attaggggaa cagacccaga tggcectgtece tgaaccetgt
ctggggtgat gtgatgagca tctgtctage ccactgcagg tggctctaca cactccacaa cagttctgeca aaagtgtatg
aggtggtcat tactgcgecc ctctcacagg taaaggecact gaggcecacgga ggagtgagge acttcatttt cctgggcecat
tcaactttcc aggaccaaca cattcaacta tgggtactac tccaatagct ggggticttt gaggctggge cccctgaaga
tgatagtggc ttcatcaacc agagaatttc agagtgcagt gttgtaggag cctatgaacc tgaaatgtca gaactggagg
tttgagggge tgagpgggtag gecaggggtg tetggeccect tgtgtggaga cagagagaga gggaacatgg gatggggtag
tagagagaag tgcaaaggag cgtcagectt tctcaggget aatgctgtca gggacgaggg ctcaagectg tgagtgttct
cacactgtga taaacagtgg cccctcaaca cagacggtgt ccagagtgge cggeagtggt tatctagagt tgcaatctgg
aagcctcttg gtagtcactg gagagaggcec gettgatggg. acagcaccaa atgigtgtge ttctgtggga tgtgaggaag
ctgggtcagc gcatgaagcc aaagegtcct tcagagcaga ggggtggetg gtctagtcca ccagagacaa gcetatccagt
gagagtcata ctctgccacc gictetgtga ttaccttacc ccaaagcaga cggggacggg atgcagagca cccgtgtott
catcttctge ggcaagcacg tgagttcaca ttctgaaact ctagaaagat ttccaggagt ggggtgtgec titgetttgg tgcatggita
cticctggeca agcaccgtgg catcccgcag cactgagtga cctgggcetce tcaagcecatc tcattggiga aatgacagtg
ccagtaccct ctcagetggce tctiggagge cigtgeatgg ggtctgcaca gaggaggcecc ccaaactatg catggacgga
. cacgtgatgc ctagcacttc ccttggttgt gtctctgecca accccagget ctcacccage aaggaaatga aatccacttt
tatgacacat ctccetccce cagecagcete cattcaccta tatgecaggg tggteccttt caatgtetgt ceccccattgg atgaataaac
aagcgaagga ca

FIG. 22A (CONTINUACAO)
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MTHLLTVFLVALMGLPVAQALECHVCAYNGDNCFKPMRCPAMATYCMTTRTYFTPYR
MKVRKSCVPSCFETVYDGYSKHASATSCCQYYLCNGAGFATPVTLALVPALLATFWSL
L
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cgttgetgte getetgcacg cacctatgtg gaaactaaag cccagagaga aagtctgact
tgcecccacag ccagtgagtg actgcageag caccagaatce tggtetgtit cetgtttgge
tcttctacca ctacggettg ggatctcggg catggtggct ttgccaatgg tectigtett
getgetggte ctgagecagag gtgagagtga attggacgcee aagatcecat ccacagggga
tgccacagaa tggeggaatc ctcacctgte catgetgggg tectgecage cageccccte
ctgccagaag tgcatcctct cacaccccag ctgtgeatgg tgcaagcaac tgaacttcac
cgeglcggga gaggeggagg Cgeggcgcrtg cgeecgacga gaggagetge tggetegagg
ctgeccecgcetg gaggagelgg aggagecccg cggecageag gaggtgetge aggaccagee
getcagecag ggegeccgeg gagagggge cacccagetg gegeegeage gggteegggt
cacgctgegg cetggggage cccageagcet ccaggteege tiecttegtg cigagggata
cceggligygac cigtactace ttatggacct gagcetacice atgaaggacy acctggaacg
cgtgegecag ctegggeacg ctetgetggt ceggetgeag gaagtcacce attetgtgeg
cattggtttt ggttcctttg tggacaaaac ggtgetgecc ttgtgagea cagtaccete
caaactgegc caccectgee ccacceggcet ggagegetge cagtcaccat tcagcettica
ccatgtgcetg tccctgacgg gggacgeaca agecticgag cgggagglgg ggegeecagag
tgtgtccgge aatctggact cgectgaagg tggcettcgat gecattctge aggcetgeact
ctgccaggag cagattggct ggagaaatgt gtcccggetg ctggtgttca cttcagacga
cacattccat acagetgggg acgggaagtt gggeggcatt ttcatgecca gtgatgggea
ctgccacttg gacagcaatg gectctacag tcgecageaca gagtttgact acccttetgt
ggglcaggta gecccaggecce tetctgecage aaatatccag cccatctttg cigtcaccag
tgcecgeactg cetgtctace aggagcetgag taaactgatt cctaagtctg cagtigggga
getgagigag gactccagcea acgtggtaca getcatcatg gatgcettata atagecetgte
ttccaccgtg acccttgaac actcttcact ccctectggg gtecacattt cttacgaate
ccaglygtgayg ggtectgaga agagggaggg taaggetgag gatcgaggac agtgecaacca
cgtccgaate aaccagacgg tgactttctg ggtttctctc caagecacce actgectece
agagccccat ctectgaggce tccgggcecct tggcttctca gaggagetga ttgtggagit
gcacacgctg tgtgactgta attgcagtga cacccagecc caggetecee actgeagtga
tggccaggga cacctacaat gtggtgtatg cagetgtgee cetggecgec taggtegget
ctgtgagige tctgtggeag agetgtecte cccagacctg gaatctgggt gecgggcetee
caatggcaca gggceccctgt gcagtggaaa gggtcactgt caatgtggac getgeagetg
cagtggacag agctctgggc atctgtgega gtgtgacgat gececagetgtg agegacatga
gggceatcctc tgcggaggct ttggtcgetg ccaatgtgga gtatgtcact gtcatgecaa
ccgecacggge agagceatgeg aatgcagtgg ggacatggac agttgeatca gtcccgaggg
agggctctge agtgggceatg gacgctgcaa atgcaaccge tgecagtget tggacggeta
ctatggtgct ctatgcgace aatgcccagg ctgcaagaca ccatgegaga gacaccggga
cigtgcagag tgtggggect tcaggactgg cccactggec accaactgea gtacagettg
tgcecatace aatgtgaccce tggecttgge cectatettg gatgatgget ggtgcaaaga
geggaccctg gacaaccagce tgttcttett cttggtggag gatgacgeca gaggeacggt
cgigctcaga gtgagaccce aagaaaaggg agcagaccac acgcaggeca ftgtgetggg
ctgegtaggg ggcategtgg cagtggggcet ggggetggte ctggettace ggeteteggt
ggaaatctat gaccgeccggg aatacagtcg ctttgagaag gagcagceaac aactcaactg
gaagcaggac agtaatccte tctacaaaag tgecatcacg accaccatca atcctegett

FIG. 36A
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tcaagaggcea gacagtccca ctetctgaag gagggaggga cacttaccca aggetcttct
ccttggagga cagtgggaac tggaggetga gaggaagggt gggtctgtaa gaccttggta
ggggactaat tcactggcega ggtgeggeca ccaccctact tcattttcag agtgacacce
aagagggctg cticccatge ctgecaacctt gecatccatet gggetaccce acccaagtat
acaataaagt cttacctcag aaaaaaaaaa aaaaaaaa

FIG. 36A (CONTINUACAO)
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MVALPMVLVLLLVLSRGESELDAKIPSTGDATEWRNPHLSMLGSCQPAPSCQKCILSHP
SCAWCKQLNFTASGEAEARRCARREELLARGCPLEELEEPRGQQEVLQDQPLSQGARG
EGATQLAPQRVRVTLRPGEPQQLQVRFLRAEGYPVDLYYLMDLSYSMKDDLERVRQL
GHALLVRLQEVTHSVRIGFGSFVDKTVLPFVSTVPSKLRHPCPTRLERCQSPFSFHHVLSL
TGDAQAFEREVGRQSVSGNLDSPEGGFDAILQAALCQEQIGWRNVSRLLVFTSDDTFHT
AGDGKLGGIFMPSDGHCHLDSNGLYSRSTEFDYPSVGQVAQALSAANIQPIFAVTSAAL
PVYQELSKLIPKSAVGELSEDSSNVVQLIMDAYNSLSSTVTLEHSSLPPGVHISYESQCEG
PEKREGKAEDRGQCNHVRINQTVTFWVSLQATHCLPEPHLLRLRALGFSEELIVELHTLC
DCNCSDTQPQAPHCSDGQGHLQCGVCSCAPGRLGRLCECSVAELSSPDLESGCRAPNGT
GPLCSGKGHCQCGRCSCSGQSSGHLCECDDASCERHEGILCGGFGRCQCGVCHCHANR
TGRACECSGDMDSCISPEGGLCSGHGRCKCNRCQCLDGY YGALCDQCPGCKTPCERHR
DCAECGAFRTGPLATNCSTACAHTNVTLALAPILDDGWCKERTLDNQLFFFLVEDDAR
GTVVLRVRPQEKGADHTQAIVLGCVGGIVAVGLGLVLAYRLSVEIYDRREYSRFEKEQQ
QLNWKQDSNPLYKSAITTTINPRFQEADSPTL

FIG. 36B



RESUMO
Patente de Invencdo: "METODOS PARA DETECGCAO DE DOENGCA IN-
FLAMATORIA INTESTINAL".
A presente invengao refere-se a um método para detecgdo da
presenca de doencga inflamatéria intestinal em tecidos gastrointestinais ou
células de um mamifero pela detecgdo da expressdao aumentada de genes

LY6 em tecidos ou células do mamifero em relagdo a um controle.
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